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1. RESUMEN

El tomate de arbol (Solanum betaceum Cav.) es una planta ampliamente cultivada en
la Sierra, y de gran importancia econémica para pequefios y medianos agricultores en el
Ecuador. Plagas y enfermedades se encuentran entre los principales problemas del cultivo
en las zonas tomateras del pais. Entre estos, el fitopatdgeno Phytophthora andina ha sido
descrito en estudios previos, como el agente causal del tizon en tomate de arbol en Ecuador
y PerG el cual puede causar pérdidas, incluso totales, de los cultivos. Los analisis de la
poblacion del patégeno en tomate de &rbol en el Ecuador datan de hace 10 afios, y
recientemente se reporto el tipo de apareamiento A2 en Perd, lo cual es un riesgo para el
cultivo de tomate de arbol en el Ecuador. En el presente estudio se utilizaron marcadores
fenotipicos macroscopicos y microscépicos, y la determinacion del tipo de apareamiento,
para identificar posibles cambios en la poblacion de P. andina en tomate de arbol en los
ultimos 10 afios en el Ecuador. Para esto se obtuvieron cultivos puros del patdgeno a partir
de hojas infectadas de tomate de arbol de cinco provincias del Ecuador. Se evaluo la tasa de
crecimiento, morfologia macroscopica de la colonia, morfologia de caracteres
microscopicos como esporangioforos, esporangios, hifas primarias, gametangios y o6sporas,
y ademas, se analizé el tipo de apareamiento. Se encontraron diferencias con la descripcion
previa de P. andina en cuanto al patron de crecimiento de la colonia, su tasa de crecimiento,
y el largo y la relacion largo/ancho de los esporangios. También se encontraron diferencias
morfoldgicas importantes con la especie recién descrita como causante de tizon en tomate
de arbol en Colombia, P. betacei. No existieron cambios en el tipo de apareamiento
determinado como Al, sin embargo, se deben realizar estudios genéticos para determinar si
existe una reproduccion sexual o asexual en la poblacién del patégeno. Basado en los
resultados de este estudio se concluyé que existen ciertas diferencias morfoldgicas entre la
poblacién analizada hace 10 afios y la poblacion actual de P. andina, pero no ha habido
cambios en cuanto al tipo de apareamiento. Es importante seguir monitoreando la poblacion

del patogeno para disefiar métodos adecuados de manejo de la enfermedad en campo.

Palabras clave: caracterizacion fenotipica, oomicete, Phytophthora andina, tipo de

apareamiento, tomate de arbol.



2. ABSTRACT

Tree tomato (Solanum betaceum Cav.) is a widely-cultivated plant in the Andean
highlands, and of great economic importance for small and medium scale farmers in
Ecuador. Pests and diseases are among the main problems in tree tomato growing areas of
the country. Among these, the plant pathogen Phytophthora andina has been described in
previous studies, as the causal agent of blight disease in tree tomato in Ecuador and Peru,
which can cause complete crop losses. Analysis of the population of the pathogen in tree
tomato in Ecuador dates back 10 years, and recently the A2 mating type has been reported
in Peru, which poses a threat to tree tomato cultivation in Ecuador. In this study,
morphological characteristics, such as macroscopic and microscopic markers, and mating
type determination were used to identify changes that could have occurred in the P. andina
population in Ecuador in the last 10 years. Pure cultures of the pathogen were obtained from
infected tree tomato leaves from five provinces in Ecuador. Growth rate, macroscopic colony
morphology, morphology of microscopic characters such as sporangiophores, sporangia,
primary hyphae, gametangia and oospores were evaluated, and mating type was analyzed.
Differences were found with the previous description of P. andina regarding the growth
pattern of the colony, growth rate, and the length and length-to-breadth ratio of the sporangia.
Important morphological differences were also found with the newly described species of
blight in tree tomato in Colombia, P. betacei. There was no change in mating type,
determined as Al, however, genetic studies must be carried out to establish if sexual or
asexual reproduction is occurring in the pathogen population. Based on the results of this
study, it was concluded that there are certain morphological differences between the
population analyzed 10 years ago and the current population of P. andina, but no changes in
mating type have occurred. It is important to continue to monitor the pathogen population in

order to improve management methods of the disease in the field.

Keywords: mating type, oomycete, phenotypic characterization, Phytophthora

andina, tree tomato.



3. INTRODUCCION

El filo Oomycota, clasificado en el clado Stramenopila dentro del reino Chromista,
es un grupo de organismos ampliamente distribuidos que comprende especies saproéfitas y
parasitas (Kroon, Bakker, Van Den Bosch, Bonants y Flier, 2004). Previamente, los
Oomycota fueron erroneamente clasificados en el reino Fungi por ser organismos
microscopicos con hifas filamentosas y ausencia de clorofila (Agrios, 2005), pero
posteriormente fueron ubicados dentro del reino Chromista por no poseer las principales
caracteristicas de los hongos verdaderos que son: pared celular de quitina y glucanos, hifas
mayormente septadas y forma de almacenamiento de energia como glucégeno (Agrios,
2005; Volk, 2001). Dentro de los Oomycota, los fitopatdgenos filamentosos pertenecientes
al género Phytophthora causan enfermedades en una gran variedad de hospederos de
importancia agricola y en la naturaleza (Raffaele y Kamoun, 2012; Mideros et al., 2018).
Dentro de la familia Solanaceae pueden infectar a Solanum tuberosum (papa), S.
lycopersicum (tomate rifidén), S. betaceum (tomate de arbol), S. muricatum (pepino dulce), S.
quitoense (naranjilla), Physalis peruviana (uvilla) y especies silvestres de Solanum
(Cérdenas et al., 2011). Estudios recientes, especialmente en tomate de arbol, son relevantes,
dada la creciente aceptacion del fruto en los mercados internacionales, lo que provocaria un
aumento en la produccion y la necesidad de inocuidad del fruto (Castafio Monsalve, Ramirez

Gil, Patifio Hoyos y Morales Osorio, 2015).

Solanum betaceum Cav. es una planta nativa de la region andina sudamericana, que
se cultiva en varios paises de América Central, América del Sur, Asia, Africa y Oceania
(Ramirez-Gil, Gil-Aguirre y Morales-Osorio, 2017). Crece en zonas templadas a frias, con
un rango de temperatura 6ptimo de 14 °C a 20 °C, y una precipitacion anual entre 500-3500
mm (Sistema de Informacién del Agro, 2016), preferiblemente en suelos ricos en materia
organica con un pH oOptimo de 6,5 a 7 (Revelo, Pérez y Maila, 2004b). Es una planta
arbustiva de dos a tres metros de altura, con tallo y ramas semilefiosas de color verde
grisaceo; hojas grandes cordadas, alternas, de color verde oscuro (dependiendo de la
variedad), levemente pubescentes en el envés y con nervacion marcada; las flores son
pequefias, de color rosado y se agrupan en racimos axilares o terminales de hasta 40 flores;
los frutos son bayas de forma variable ovalados, ovoides o esféricos, carnosos y con cascara

delgada y lisa; el color del fruto y de la pulpa varian entre amarillo, naranja y rojo



dependiendo de la variedad de tomate de arbol (Ledn, Viteri y Cevallos, 2004; Revelo et al.,
2004b; Calvo, 2009; Osorio, 2013). A pesar de que no existe una clasificacion clara de las
variedades de tomate de arbol, a partir de informacién aportada por los agricultores, se
distinguen tres principales variedades comerciales: Amarillo gigante, Amarillo comdn y la
variedad Mora (Revelo, Mora y Reyes, 2004a). La produccion y exportacion del tomate del
arbol se ha incrementado en los Ultimos afios principalmente en Nueva Zelanda, Ecuador y
Colombia (Ramirez-Gil et al., 2017), como consecuencia de la gran demanda del fruto por
sus propiedades nutricionales y su sabor, para ser consumido como fruta fresca o ser usado

como materia prima en procesos agroindustriales (Nifio Palacio y Cotrino Sarmiento, 2015).

En el Ecuador, el tomate de arbol es cultivado principalmente en la Sierra y es de
gran importancia economica para pequefios y medianos agricultores, aungue también se lo
cultiva en algunas provincias del Oriente, pero tradicionalmente la mayor produccion se ha
concentrado en Tungurahua e Imbabura (Encuesta de Superficie y Produccion Agropecuaria
Continua, 2016). En el 2017 se sembraron 3862 ha de tomate de arbol y se cosecharon 1925
ha, con una produccion de 20212 toneladas de fruta fresca. La mayor produccion se registro
en Tungurahua, con 8910 toneladas (Encuesta de Superficie y Produccion Agropecuaria
Continua, 2017) (Anexo 1). El tomate de &rbol se comercializa principalmente en el mercado
local, pero desde julio de 2018 se permitio la importacion del fruto fresco a Estados Unidos
de América, lo que posiblemente resultaria en un aumento en la produccion a nivel nacional
en los proximos afos. Su cultivo presenta limitantes como la dificultad en distinguir entre
sus variedades, problemas en procesos de riego, cosecha y postcosecha, uso indiscriminado
de agroguimicos, reemplazo de variedades locales por extranjeras y, principalmente, el

manejo de plagas y enfermedades (Ledn et al., 2004; Acosta Quezada, 2011).

Una de las principales enfermedades del tomate de &rbol en el Ecuador es el tizén o
lancha, presente en todas las zonas tomateras del pais. En zonas templadas a frias y con alta
humedad relativa la enfermedad puede ser mas agresiva (Ledn et al., 2004; Revelo, Mora,
Gallegos y Garcés, 2008). En Ecuador y Per(, Phytophthora andina se ha descrito como el
agente causal (Forbes et al., 2013), mientras que en Colombia recientemente se describio a
la nueva especie P. betacei como el causante de tizon tardio en cultivos de tomate de arbol
en ese pais (Mideros et al., 2018). Ambas especies atacan los tejidos de hojas y tallos en
plantas jovenes, y el follaje y ramillas en plantas adultas (Revelo et al., 2008), ocasionan

lesiones necrdticas rodeadas de areas de consistencia acuosa en los tallos y manchas



redondeadas negruzcas o cafés en las hojas que, bajo condiciones favorables de temperatura
y humedad, forman halos de esporulacion de color blanquecino (Revelo et al., 2008; Forbes
et al., 2013). Aunque todas las variedades de tomate de arbol son susceptibles a la
enfermedad, existen diferencias en el tamafio de las lesiones de acuerdo con la variedad,

siendo la variedad Amarillo comun la menos susceptible (Revelo et al., 2004b).

A nivel mundial, las poblaciones de Phytophthora han sido caracterizadas en base a
marcadores fenotipicos y genotipicos como morfologia de la colonia, resistencia a
fungicidas, preferencia de hospedero, tipo de apareamiento, haplotipo mitocondrial (la, 1b,
Ic, llay I1b), patron RFLP, analisis de alozimas y microsatélites (Carter, Archer, Buck, Shaw
y Shattock, 1990; Griffith y Shaw, 1998; Peters, Platt y Hall, 1999; Gavino y Fry, 2002;
Danies, Small, Myers, Childers y Fry, 2013). En el Ecuador se conoce que existen tres linajes
de P. andina llamados EC-2, EC-2.1 y EC-3, pero Unicamente este ltimo ataca al tomate de
arbol (Adler et al., 2004; Chacdn Acosta, 2007; Oliva et al., 2010). El linaje clonal EC-3 se
caracteriza por tener un tipo de apareamiento Al, patron RFLP EC-3 y haplotipo
mitocondrial la (Adler et al., 2004; Oliva et al., 2010). En base a marcadores fenotipicos y
moleculares, se ha encontrado similitudes entre las poblaciones del patégeno en Colombia y
Ecuador. En Colombia se ha encontrado el linaje clonal EC-3, un patrén RFLP CO-1 vy tipo
de apareamiento Al (Mideros et al., 2011; Forbes, Gamboa, Lindgvist-Kreuze, Oliva y
Pérez, 2016). En Peru, la poblacion de P. andina en tomate de arbol es genéticamente distinta
a la poblacién del patégeno en Ecuador, presentando tipo de apareamiento A2, patrén RFLP
PE-8 y haplotipo mitocondrial Ic (Forbes et al., 2016). En el Ecuador se han encontrado los
dos tipos de apareamiento, Al y A2. El tipo de apareamiento Al esta principalmente en
cultivos de papa, tomate rifién, y tomate de arbol, mientras que el tipo de apareamiento A2
ha sido hallado Unicamente en pepino dulce y especies silvestres de solanaceas de la seccion
Anarrhichomenum: Solanum brevifolium y S. tetrapetalum. A pesar de que los dos tipos de
apareamiento estan presentes, no hay evidencia de reproduccion sexual en la poblacion del
patdgeno (Vargas et al., 2009; Oliva et al., 2010).

Phytophthora andina ha sido reportada Unicamente en los Andes y fue descrita en
base a colecciones y estudios realizados en el Ecuador (Ordoéfiez et al., 2000; Adler et al.,
2004; Chacon Acosta, 2007; Oliva et al., 2010). Morfoldgicamente, P. andina presenta hifas
no septadas de 4 - 8 um de diametro y de ramificacion libre. Esporangidéforos dispuestos en

simpodios compuestos con hinchazones en la zona donde emergen los esporangios. Tiene



esporangios caducos, semipapilados, elipsoides o semi-ovoides, con medidas entre 39,5 —
62,5 x 14 — 24,8 um, una relacion largo/ancho del esporangio de 2,4 a 2,7, con pedicelos
cortos y germinacion directa (por tubo germinal) e indirecta (por liberacion de zoosporas).
Presenta un sistema de reproduccion heterotalico, con produccion de una a 160 odsporas
(esporas sexuales) por mm?. Las odsporas son esféricas, de color amarillento-café, con
paredes externas gruesas, vacuola central grande y citoplasma translicido, y miden entre
26,5 - 37,5 um de diametro. Los anteridios son anfigenos de largo promedio 22 pm. Los

oogonios miden entre 34 - 41 um de didmetro y tienen base atenuada (Oliva et al., 2010).

Phytophthora andina presenta dos tipos de apareamiento, Al y A2, y se conoce que
cada tipo de apareamiento por si solo no produce odsporas en cultivo (Forbes, Gamboa,
Lindqvist-Kreuze, Oliva, y Perez, 2016). La reproduccién sexual solo ocurre cuando ambos
tipos de apareamiento estan presentes; uno de ellos desencadena la produccion de hormonas
que son receptadas por el otro tipo de apareamiento y permite el inicio del desarrollo de
gametangios (oogonios y anteridios) de tipos opuestos resultando en la formacion de una
oospora (Paez, Valverde, Gomez y Brenes, 2004; Ko, 2007). Para esta especie es necesaria
la co-estimulacion de los dos tipos de apareamiento (Al y A2) para la produccion de
estructuras sexuales (Oliva et al., 2010). La presencia de los dos tipos de apareamiento en
una misma zona geogréafica brinda la oportunidad para que se dé la reproduccion sexual y
un consecuente incremento en la variacién genética de la poblacion. Mayor variabilidad
genética pudiera favorecer la adaptabilidad del patdgeno a cambios ambientales, mayor
patogenicidad, o resistencia a fungicidas u otras medidas de control en cultivo (Andersson,
2007).

Los ultimos estudios sobre la poblacion de P. andina en tomate de arbol en el Ecuador
datan de hace 10 afios, tiempo en el cual no se habia identificado el tipo de apareamiento A2
en la poblacion (Oliva et al., 2010), ni se conocia la presencia de una especie diferente de
Phytophthora en tomate de arbol en Colombia (Mideros et al., 2018). Se desconoce si han
ocurrido cambios en la poblacion del patdgeno desde entonces en el Ecuador. El presente
estudio se enfoco en la caracterizacion morfoldgica y la determinacion del tipo de
apareamiento de la poblacion de P. andina en cultivos de tomate de arbol en el Ecuador. Es
importante conocer si el tipo de apareamiento A2 estad presente en el pais y si existen
diferencias entre la poblacion ecuatoriana del patgeno y las poblaciones en Colombia y

Per0. La presencia del tipo de apareamiento A2 en el Peru (Forbes et al., 2016) implica un



potencial riesgo de interaccidn sexual con la poblacion ecuatoriana Al del patdgeno, lo cual
podria generar mayor variacién genética en la poblacion del patégeno. Una mayor
variabilidad genética podria resultar en poblaciones mas virulentas de tizon que podrian
ocasionar grandes epidemias, poniendo en riesgo la produccién de tomate de arbol en la

region.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar la morfologia y tipo de apareamiento de poblaciones de P. andina en
tomate de arbol (S. betaceum) en diferentes regiones productoras del Ecuador.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Colectar muestras de P. andina en zonas tomateras del pais.

e Obtener aislados puros de las muestras colectadas de P. andina usando

medios de cultivo selectivos.

e Analizar caracteristicas morfolégicas macro y microscopicas de los

aislamientos de P. andina.

e ldentificar el tipo de apareamiento de los aislamientos de P. andina mediante

ensayos in vitro.



4. MATERIALES Y METODOS

4.1. COLECCION, AISLAMIENTO Y PURIFICACION DEL PATOGENO

La coleccidn de muestras de P. andina se realizé entre febrero y mayo del 2018 en
zonas de cultivo de tomate de arbol y jardines caseros, en las provincias de Pichincha,
Tungurahua, Napo, Azuay e Imbabura, en un rango altitudinal entre 1260 y 2850 msnm. Se
colectaron hojas de tomate de &rbol con sintomas de tizon de campos que estuvieron
separados por una distancia de al menos 1 km entre ellos, y cada campo se registr6 como
una localidad. Cada coleccion se origind de una planta individual, y se obtuvieron entre una
a tres muestras de uno a 10 arboles diferentes por campo. Cada muestra se coloco en una
funda plastica inflada con aire y rotulada. De cada campo agricola, cuando fue posible, se
registr6 nombre del propietario, coordenadas geogréficas, variedad de tomate de arbol,
manejo agrondémico del cultivo, es decir, irrigacion y tratamientos con fungicidas incluyendo
nombre comercial del producto, dosis y desempefio, y el porcentaje de infeccion a nivel de
individuo y a nivel de campo (Anexo 2). Luego de trasladar las muestras al laboratorio, cada
hoja infectada fue lavada con agua destilada, secada con papel toalla y colocada con el envés
hacia arriba sobre la tapa de una caja Petri invertida conteniendo agar agua 1,5% en la base

por 24 horas, formando una cdmara himeda, para inducir la esporulacion.

Para obtener un cultivo puro del patégeno, de cada hoja infectada se realizaron tres
cortes de 1 cm? desde el margen de la lesion, conteniendo tejido sano y tejido infectado. Para
eliminar organismos contaminantes en la superficie de la hoja, a cada corte se lo sumergio
en una solucion de cloro al 0,5% durante 15 segundos, luego se lavo dos veces en agua
destilada estéril, se secd con una toalla de papel estéril (Agrios, 2005) y finalmente, se lo
colocé en una placa Petri conteniendo medio selectivo agar centeno A (Anexo 3). Se corto
un cuadrado de agar y se colocé la muestra en la base de la caja para finalmente cubrirla con
el agar retirado, trabajando bajo una camara de flujo laminar (Caten y Jinks, 1968). Las cajas
fueron incubadas a 20 °C en la oscuridad hasta observar crecimiento del patdgeno. Se
realizaron una o mas transferencias del patégeno a nuevas cajas con el mismo medio de
cultivo hasta la obtencién de un cultivo puro. Las cajas se mantuvieron a 20 °C en la

oscuridad.
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4.2. CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y TASA DE CRECIMIENTO

4.2.1. CARACTERES MACROSCOPICOS

Se evaluaron caracteres morfolégicos macroscépicos de 26 cultivos puros de P.
andina que representaron al menos una muestra por localidad, en cuatro diferentes medios
de cultivo: agar V8 10% (Miller, 1955), agar centeno A (Caten y Jinks, 1968), agar tomate
de arbol (TTA, por sus siglas en inglés) (Mideros et al., 2018) y agar papa-dextrosa (PDA,
por sus siglas en inglés) (DIFCO) (Anexo 3). Un disco de 4 mm de didmetro extraido del
borde de un cultivo puro de 15 dias de crecimiento en medio TTA se coloco en el centro de
cada placa Petri (90 mm de diametro) con los cuatro medios de cultivo por separado, y se
incubé durante 15 dias a 20 °C en oscuridad. Pasado este tiempo, se evaluo la morfologia de
la colonia acorde a los métodos descritos por Mounde et al. (2012) y Mideros et al. (2018).
Los caracteres de la colonia que se registraron fueron: superficie o patron, elevacion, color,
opacidad, forma, margen y diametro final de la colonia en milimetros (Mounde et al., 2012;
Mideros et al., 2018).

4.2.2. CARACTERES MICROSCOPICOS

Los caracteres morfoldgicos microscopicos de los aislamientos se evaluaron en los
cultivos de 15 dias en TTA. Para determinar la morfologia de los esporangios se corto un
disco de 4mm de didmetro del borde de un cultivo de 15 dias de crecimiento, utilizando el
borde de una pipeta Pasteur de vidrio. El disco se transfirié a una placa Petri estéril vacia.
Se inundd la placa con agua destilada estéril, sin llegar a cubrir la superficie del disco, y se
dejo incubar a temperatura ambiente durante 24 horas. Pasado ese tiempo, se observd los
discos bajo un microscopio compuesto a 40x de magnificacion. Se midio largo del pedicelo,
largo de la papila, y largo y ancho en micras, de 40 esporangios maduros al azar de cada
aislamiento (Martin, Abad, Balci, e Ivors, 2012) utilizando el software Infinity Analyze
(Corporacién Lumenera). Se registrd, también, la forma del esporangio, su relacion
largo/ancho y caducidad, e insercién y ramificacion de los esporangiéforos. Para evaluar la
existencia de diferencias significativas entre los tamafios de los esporangios segun la
localidad de origen del aislamiento, se realizaron pruebas no paramétricas de Kruskal-Wallis
y Nemenyi, ya que los datos no mostraron una distribucién normal. Este analisis se lo realiz6

utilizando el software R (R Core Team).
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Se observo la estructura de las hifas de los aislamientos, para lo cual se tomd con una
aguja micelio del margen de un cultivo de 15 dias de crecimiento, y se lo colocd
inmediatamente en un portaobjetos con una gota de agua destilada, se cubrid con un
cubreobjetos y se observo bajo un microscopio compuesto (40x). Se tomaron 20 medidas
del ancho de las hifas primarias de cada cultivo, y se registro la presencia o ausencia de
engrosamientos hifales (Mideros et al., 2018).

4.2.3. TASA DE CRECIMIENTO

La tasa de crecimiento de P. andina se evalu6 para 26 aislamientos que representaron
al menos una muestra por localidad, en los cuatro medios de cultivo mencionados
previamente: agar V8 10%, agar centeno A, TTA y PDA, con el fin de comparar los

resultados obtenidos con la literatura existente.

Se extrajo un disco de 4mm de micelio del borde de un cultivo de 15 dias de P. andina
y se lo coloco en el centro de una placa Petri de cada medio. Se incubd a 20 °C en la oscuridad
y se midié con un calibrador, el didmetro de la colonia en milimetros cada tres, seis, nueve,
12 y 15 dias después de la inoculacion (Gabiatti et al., 2006). Para colonias con crecimiento
irregular, se calculé el promedio entre el diametro méas largo y el mas corto de la colonia
(Reeslev y Kjoller, 1995). La tasa de crecimiento para cada medio se calculd usando la
ecuacion r (t) = a + ver. t, como describen Gabiatti et al. (2006), donde r es el radio de la
colonia en milimetros, a es la constante para la regresion linear, ver es la tasa de crecimiento
radial en mm y t es el tiempo de cultivo en horas. Las regresiones lineales se realizaron para
visualizar graficamente el crecimiento de las colonias en el tiempo en los cuatro diferentes
medios de cultivo, y determinar la relacion entre ambas variables. Se hicieron dos réplicas
del ensayo en el tiempo por cada combinacién de aislamiento y medio de cultivo. Se realiz6
una prueba de Shapiro-Wilk que demostré la no normalidad de los datos, por lo que estos se
analizaron mediante pruebas no paramétricas: Scheirer Ray Hare y Mann-Whitney, para
evaluar la existencia de diferencias significativas entre las tasas de crecimiento y si éstas se
debieron al medio de cultivo utilizado, a la localidad de origen del aislamiento, o a la
interaccion de ambas variables. Este analisis se lo realizo utilizando el software R (R Core

Team).



12

4.3. ANALISIS DE TIPO DE APAREAMIENTO

Se evalud la produccion de estructuras sexuales (o6sporas) de P. andina, de uno a
cuatro aislamientos por localidad. El tipo de apareamiento se determino al colocar un disco
de 4mm de agar de un aislado de P. andina de tipo de apareamiento desconocido, junto con
un disco de agar de un aislamiento conocido, sea este del tipo de apareamiento Al (P.
infestans EC3529) o del tipo de apareamiento A2 (P. andina EC3190) separados por 6,5 cm
en los extremos de una placa Petri con medio centeno B (Danies, Small, Myers, Childers, y
Fry, 2013) (Anexo 3) (Anexo 4). Se sembro una caja de cada aislamiento con el control Al
y otra caja con el control A2. Se realizaron dos repeticiones por cada aislamiento por cada
tipo de apareamiento. Las muestras control utilizadas fueron obtenidas del banco de
germoplasma de Phytophthora del Centro Internacional de la Papa, Sede Quito. Las placas
Petri fueron incubadas en la oscuridad a 19 °C por 30 dias, pasado este tiempo se observo
las placas bajo un microscopio compuesto a 5x de magnificacion y se evalu6 la presencia o
ausencia, y la densidad de odsporas en la zona de confluencia de crecimiento de ambos
aislamientos (Mideros et al., 2018). Los aislados que formaron o6sporas en combinacion con
el tipo de apareamiento conocido Al fueron designados como A2, y aquellos que formaron
oo6sporas en combinacion con el tipo de apareamiento conocido A2 se designaron como Al
(Danies et al., 2013). ElI nimero de obsporas producidas se determind cortando con un
bisturi, una muestra de 1cm? del centro de la zona de confluencia de ambos aislamientos, y
observandola sobre un portaobjetos bajo un microscopio compuesto a 10x de magnificacion.
Se describid la morfologia de los gametangios y se tomaron medidas en micras del diametro

de oogonios y oo6sporas, Yy largo de los anteridios (Mideros et al., 2018).
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5. RESULTADOS

5.1. COLECCION, AISLAMIENTO Y PURIFICACION DEL PATOGENO

Se colectaron en total 432 hojas de tomate de arbol con sintomas de tizén tardio
(Figura 1), de un total de 64 localidades en cinco provincias del Ecuador. De estas, se logro
obtener 152 aislamientos puros del patdgeno (Figura 2) de 20 localidades diferentes (Tabla

1) (Anexo 5), lo que corresponde al 35% de éxito en el proceso de aislamiento.

Figura 1. Hoja de Solanum betaceum con sintomas de tizon. Lesion necrotica en el envés

de la hoja, con halos esporulantes blanquecinos.

Figura 2. Proceso de aislamiento para la obtencion de cultivos puros de P. andina a

partir de hojas infectadas de S. betaceum.
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Tabla 1. Namero de aislamientos puros de Phytophthora andina obtenidos por localidad

por provincia

Provincia Localidad No. Aislados

puros
Pichincha Nanegalito 17
Pichincha Canchacoto 12
Pichincha Tandapi 7
Pichincha Via lllolan 7
Pichincha Illolan 4
Pichincha Guayllabamba 1
Imbabura San Isidro 7
Imbabura Zuleta 3
Tungurahua Izamba 18
Tungurahua San Francisco 12
Tungurahua Pillaro 7
Tungurahua Runtin campo 1 2
Tungurahua Runtun campo 2 5
Tungurahua Runtun campo 4 2
Tungurahua Runtun campo 5 2
Azuay Tomebamba 22
Azuay Don Julo 12
Azuay Bulan 1
Napo Baeza campo 1 1
Napo Baeza campo 2 10
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5.2. CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y TASA DE CRECIMIENTO

5.2.1. CARACTERES MACROSCOPICOS Y MICROSCOPICOS

Los 26 aislamientos caracterizados presentaron diferente morfologia y tamafio final
de la colonia dependiendo del medio de cultivo, de la localidad y de la repeticion (Anexo 6).
En términos generales, a los 15 dias de crecimiento en agar V8 produjeron colonias con
superficies lisas 0 algodonosas, pocos con patrones radiados evidentes, de elevacion plana o
poco elevada de forma desigual sea en el centro o en los bordes, con micelio blanco de
opacidad variada, de forma irregular o circular y con margen filiforme. En agar centeno A,
las colonias presentaron superficie variable entre lisa o algodonosa, elevacion plana o
elevada en el centro o en los bordes, algunos con ciertas zonas algodonosas elevadas, micelio
blanco de opacidad variada, de forma irregular o circular y con margen filiforme. En TTA,
pocos presentaron margen liso, la mayoria present6 un crecimiento muy algodonoso y denso,
o0 intermedio entre liso y algodonoso, algunos con patrones radiados, de elevacion variable
entre plana o elevada, algunos con colonias algodonosas elevadas, micelio blanco opaco,
forma circular o irregular y margen filiforme. En PDA, todos presentaron un crecimiento
algodonoso y denso en el centro y liso hacia los bordes, de elevacion umbonada, micelio
blanco opaco, forma irregular y margen filiforme (Figura 3). Algunos aislamientos
presentaron diferencias en su morfologia entre repeticiones, en centeno A, TTA o agar V8.
No se observd ninguna diferencia morfolégica macroscopica entre aislamientos y entre

repeticiones en medio de cultivo PDA.
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Figura 3. Morfologia de las colonias de Phytophthora andina después de 15 dias de
incubacion en cuatro medios de cultivo. a-d. aislamiento 7628 de la localidad Baeza
Campo 1, e-h. 7491 de Guayllabamba, i-l. 7510 de Zuleta, m-p. 7540 de Tomebamba; en
medios de cultivo, de izquierda a derecha, agar V8 10%, agar centeno A, agar tomate de

arbol (TTA) y agar papa dextrosa (PDA). Fotografias: Ignacio Pacheco.

Las hifas primarias variaron entre 5 — 6,93 pum de ancho con un promedio de 6,15 £
0,43 um. Se observo la presencia de hinchamientos hifales inicamente en dos aislamientos
(Tabla 2). Los esporangioforos estuvieron dispuestos en simpodios compuestos. Los
esporangios fueron caducos, semipapilados con papilas de 0,37 — 2,62 um de largo
(promedio 1,65 + 0,5um) y con pedicelos cortos de 1,88 — 2,85 um de largo (promedio 2,23
+ 0,3 um). Los esporangios de todos los aislamientos fueron de forma variable entre
limoniformes, obovoides, ovoides, elipsoides elongados, irregulares o distorsionados, de
largo 28 — 41,36 um (promedio 36,17 £+ 3,7 um) y ancho 14,53 — 23,06 um (promedio 17,73

+ 1,9 um). La relacion largo/ancho promedio de los esporangios fue de 2,05 + 0,18. No se
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observd la presencia de clamidosporas (Figura 4). Las pruebas no paramétricas mostraron
diferencias significativas (P < 0,05) entre los tamafios de esporangios segun la localidad de
origen de la muestra (Tabla 3). Se encontraron diferencias significativas en cuanto al tamafio
de los esporangios siendo los correspondientes a las localidades Baeza campo 1 y Runtin
campo 1 los mas distintos en cuanto a largo y ancho, mientras que Don Julo, Tomebamba e
Izamba fueron los més diferentes para la relacion largo/ancho del esporangio.

Figura 4. Morfologia microscépica de Phytophthora andina. a-i. morfologia de los
esporangios. a-b. forma elongado elipsoide. c. distorsionado o irregular. d. limoniforme. e.
obovoide. f-h. distorsionados o irregulares. i. elipsoide con pedicelo lateral. Escala 10 pum.
j. esporangidforos dispuestos en simpodios compuestos. k. hinchazones en la base de los
esporangios. |. caracteristicas de las hifas primarias. Escala 100 pm. m. hinchamientos

hifales aislamiento 7638 escala 10 um. n. hinchamientos hifales aislamiento 7628 escala 50

um.
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Tabla 2. Descripcién microscépica de veintiséis aislamientos puros de Phytophthora
andina en medio tomate de arbol
QCAM PA C PE ESP HP CL HF OOG AN O0OS

7491 251 + 1,4 CS 639 NO NO 2964 17,74 21,04

7496 2,01 + 193 CS 63 NO NO 26,76 1781 205

7502 2,02 + 1,78 CS 6,29 NO NO 2551 232 1947

7510 1,99 + 237 CS 61 NO NO NO NO NO

7512 2,59 + 164 CS 5 NO NO 279 225 208

7513 3,01 + 262 CS 565 NO NO NO NO NO

7515 228 + 153 CS 590 NO NO 31,37 1853 208

7518 2,43 + 144 CS 693 NO NO NO NO NO

7519 2,45 + 143 CS 63 NO NO 294 2364 2234

7522 2,55 + 133 CS 644 NO NO NO NO NO

7533 2,67 + 195 CS 512 NO NO 27,42 21,37 23,15

7535 2,14 + 107 CS 6,69 NO NO 2832 2313 20,66

7540 2,06 + 146 CS 6,11 NO NO 2836 25 22,71

7553 1,98 + 193 CS 642 NO NO 295 2236 251

756 220 + 037 CS 629 NO NO 30,65 26,39 21,05

7577 1,99 + 201 CS 591 NO NO 2916 2082 21,53

7585 188 + 1,76 CS 6,09 NO NO 2953 1921 20,75

7587 2,13 + 224 CS 606 NO NO 2745 23 20,94

7594 2,07 + 187 CS 636 NO NO 27,64 17,68 21,76

7603 189 + 156 CS 593 NO NO 2810 245 214
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Tabla 2. Descripcion microscépica de veintiséis aislamientos puros de

Phytophthora andina en medio tomate de &rbol (Continuacién...)

QCAM PA C PE ESP HP CL HF OOG AN OOS
7605 1,98 + 224 CSL 597 NO NO NO NO NO
7610 2 + 219 CSL 619 NO NO NO NO NO
7623 1,96 + 112 CS 585 NO NO 322 224 246
7628 2,85 + 183 CS 6,71 NO Sl NO NO NO
7638 2,45 + 098 CS 6,73 NO Sl 30,34 2272 24
7643 2 + 137 CS 63 NO NO 331 2212 23,83

+, caducos; AN, largo promedio de los anteridios en um; C, caducidad; CL, clamidosporas;

CS, compuesto simpodial; CSL, compuesto simpodial con ramificaciones alargadas; ESP,

esporangidforos; HF, hinchamientos hifales; HP, diametro promedio de la hifa primaria en

pum; OOG, diametro promedio de los oogonios en pum; OOS, diametro promedio de las

oo6sporas en um; PA, largo de la papila en um; PE, largo del pedicelo en um; QCAM, Quito

Catolica Micologia.

Tabla 3. Resultado de la prueba de Kruskal-Wallis para el tamafio de los esporangios

de P. andina

KW (X?) DF P-valor

Largo ~ localidad 181.41 19 < 2.2e-16
Ancho ~ localidad 269.09 19 <2.2e-16
Relacion ~ localidad 300.52 19 <2.2e-16

Se observan valores P < 0,05, estadisticamente significativos para las tres variables: largo,

ancho y relacion largo/ancho de los esporangios dependiendo de su localidad de origen.
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5.2.2. TASA DE CRECIMIENTO

La prueba de Scheirer Ray Hare demostrd que Unicamente la variable medio de
cultivo influyo significativamente (P < 0,05) en la tasa de crecimiento de P. andina (Tabla
4). La prueba de Mann-Whitney arroj0 que los cuatro medios utilizados fueron

significativamente diferentes entre si (Figura 5).

50
40
30
20
10

0
0 5 10 15 20

Tiempo en dias

Radio de la colonia en mm

—e—V38 CA TTA PDA

Figura 5. Crecimiento de P. andina a 21 °C en cuatro diferentes medios de cultivo. Se
observan las medidas promedio del radio en milimetros, tomadas cada 3, 6, 9, 12 y 15 dias
después de la inoculacién en cuatro medios diferentes de crecimiento: V8, agar V8 10%;

CA, agar centeno A; TTA, agar tomate de arbol; PDA, agar papa-dextrosa.

Tabla 4. Resultado de la prueba de Scheirer Ray Hare para tasas de crecimiento de P.

andina segun el medio de cultivo, localidad de origen e interaccion medio de cultivo-

localidad

DF Sum Sq H P-valor
Medio de cultivo 3 210645 98,158 0,00000
Localidad 19 52241 24,344 0,18329
Medio de cultivo:

57 58199 27,120 0,99973

Localidad
Residuos 80 20124

Se observan valores P < 0,05, estadisticamente significativos solo para la variable medio de
cultivo. La localidad de origen de los aislamientos y la interaccién de ambos factores no

influyeron sobre la tasa de crecimiento de P. andina.
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El radio promedio de crecimiento de P. andina en TTA fue de 2,92 mm/dia. Los
datos para los medios de cultivo restantes, PDA, V8 y centeno A, no presentaron una
distribucion normal por lo que no se pudo determinar su tasa de crecimiento mediante
regresiones lineales. La regresion lineal para TTA mostrd una relacion positiva entre el
crecimiento en milimetros y el tiempo de incubacion, con un coeficiente de correlacion de
0,9453 (Figura 6).
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Figura 6. Gréfico de regresion lineal para el medio de cultivo TTA usando intervalos
de confianza e intervalos de prediccion al 95%. Se observa la linea de ajuste del modelo
en azul, los intervalos de confianza en la banda gris y los intervalos de prediccion con lineas

entrecortadas color rojo. El eje X: tiempo en horas, eje Y: radio de la colonia en milimetros.

5.3. ANALISIS DE TIPO DE APAREAMIENTO

Se evalud la produccién de estructuras sexuales (o6sporas) en un total de 65
aislamientos puros de P. andina. Cincuenta aislamientos produjeron odsporas en agar
centeno B, en cruce con el aislamiento de P. andina EC3190 de tipo de apareamiento A2,
por lo que fueron designados como Al. Los 15 aislamientos restantes no produjeron
odsporas al final del experimento con ninguno de los tipos Al o0 A2, por lo que se clasificaron

como tipo de apareamiento no determinado.
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Los oogonios nacieron terminalmente de extremos hifales, no fueron ornamentados,
midieron entre 25,5 — 33,1 um de didmetro (promedio 29,07 £ 1,85 um). Fueron de forma
globosa, de pared delgada, color dorado a café al madurar. Los anteridios fueron anfigenos,
en su mayoria largos y cilindricos, y algunos cortos o globosos; de largo entre 17,6 — 26,4
pum (promedio 21,8 + 2,5 um). Las o6sporas fueron pleroticas, de didmetro entre 19,5 — 25,1
pum (promedio 21,9 + 1,52 um), con pared externa gruesa amarillenta o café (Figura 7). La

densidad de odsporas en la zona de confluencia de los aislamientos fue de una a 46 por cm?,

con un promedio de 8,43 + 7,7 o6sporas.

Figura 7. Morfologia de gametangios y o6sporas de cruces entre muestras de P. andina
y P. andina EC3190 de tipo de apareamiento A2. a. anteridios anfigenos. b. oogonio semi-

maduro. c. oosporas pleroticas. Escala = 10 um.
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6. DISCUSION

6.1. COLECCION, AISLAMIENTO Y PURIFICACION DEL PATOGENO

Phytophthora andina fue exitosamente aislada a partir de muestras de hojas de
tomate de arbol con sintomas de tizon. Se consiguié aislamientos que representaron todas
las provincias muestreadas a lo largo de las zonas tomateras del Ecuador, por lo tanto, se
contd con una buena representacion de la poblacién del patégeno en el pais.

6.2. CARACTERIZACION MORFOLOGICA MACROSCOPICA Y
MICROSCOPICA

Los aislamientos de P. andina analizados en este estudio coincidieron en su mayoria
con la descripcién morfoldgica de la especie dada por Oliva et al. (2010), en cuanto al
didmetro de la hifa primaria, la disposicion de los esporangi6foros como simpodios
compuestos con ensanchamientos en la base de los esporangios, a la variabilidad en la forma
de los esporangios y tipo de papila, al ancho promedio de los esporangios, diametro de las
odlsporas, y largo promedio de los anteridios. Sin embargo, algunas caracteristicas resultaron
no coincidir con las descripciones previas de P. andina o P. betacei, como la presencia de
hinchamientos hifales, la relacion largo/ancho de los esporangios y la densidad de

produccién de odsporas.

La morfologia de la colonia en agar centeno A y V8 10% vari6 considerablemente
entre aislamientos pertenecientes a diferentes zonas geograficas y dentro de las repeticiones
de un mismo aislamiento. En V8 se ha reportado crecimiento denso y algodonoso (Ristaino,
2012), mientras que los aislamientos estudiados varian entre totalmente lisos, pasando por
una combinacion de liso y algodonoso dentro del mismo cultivo, a densamente algodonosos
dependiendo de la localidad de origen de los aislamientos. Las localidades con mayor
variacién morfologica fueron Nanegalito, Bulan, Don Julo, Baeza, Tomebamba y Pillaro.
La rapidez de extensidn de la ramificacion de las hifas ha sido reportado como un factor que
influye en la variacion de patron de las colonias (Appiah, Flood, Bridge y Archer, 2003), y
pudo ser un factor en este estudio. Oliva et al. (2010) no proporciona una descripcion
morfologica de las colonias en agar centeno A. En las muestras estudiadas se observé que,

al igual que en agar V8, hubo alta variabilidad en cuanto a patron y elevacion de la colonia
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en TTAy centeno A, dependiendo de la localidad de origen. Sin embargo, se evidencid una
mayor variabilidad dependiendo del medio de cultivo en que crecieron los aislamientos. Esta
variabilidad pudo deberse a la composicion quimica del medio de cultivo. Medios como
TTA, que incluyen extracto de levaduras en su composicion, actian como una excelente
fuente de amino&cidos, vitaminas y coenzimas, que son factores de crecimiento que
aumentan la rapidez y ramificacion hifal del micelio lo que resulta en diferentes patrones de
la colonia (Appiah et al., 2003; Pradeep, Shakila Begam, Palaniswamy y Pradeep, 2013). Si
bien la caracterizacion de la morfologia de la colonia es importante para la descripcion de
especies de Phytophthora, no se considera como un factor determinante en la taxonomia
puesto que varia notablemente segun el medio de cultivo (Erwin y Ribeiro, 1996).

Los esporangios de las muestras estudiadas correspondieron, en cuanto al ancho, con
la descripcion de P. andina, pero su largo promedio fue de 36,17 um, notoriamente inferior
al descrito, de 44,6 um (Oliva et al., 2010). Estos valores influyeron en el célculo de la
relacién largo/ancho de los esporangios, lo que resulté en un valor mucho menor (2,05) que
los reportados anteriormente para P. andina (2,4 — 2,7) y también para P. betacei (2,6)
(Mideros et al., 2018). Cabe indicar que hubo diferencias significativas entre el tamafio de
los esporangios analizados en este estudio (Tabla 3). La variabilidad observada en las
lecturas tomadas, se puede atribuir a la propia naturaleza variable del patégeno, fendmeno

comun dentro del género Phytophthora (Erwin y Ribeiro, 1996; Fodor et al., 2015).

Para fines comparativos con P. betacei, se analizé la morfologia microscopica de los
aislamientos Unicamente en medio TTA, pero estudios han demostrado que pueden existir
diferencias en el tamafio y forma de los esporangios, y en su caducidad y tamafio de los
pedicelos dependiendo del medio de cultivo utilizado. Se recomienda, entonces, analizar
estos caracteres morfoldgicos en los otros tres medios de cultivo (centeno A, agar V8'y PDA)
para tener una informacion mas completa de los caracteres morfologicos de la poblacion de
P. andina (Al-Hedaithy y Tsao, 2016; Mideros et al., 2018).

Morfolégicamente, P. andina es similar a la nueva especie recientemente descrita en
Colombia, P. betacei, en cuanto a su tasa de crecimiento en TTA y el didmetro de los
oogonios, pero se diferencia de esta en otros aspectos como la disposicion de los
esporangioforos, diametro de las o6sporas y largo de los anteridios. El grosor de la papila,

la relacion largo/ancho de los esporangios y el ancho de la hifa primaria son los caracteres
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mas robustos para la diferenciacion entre especies de Phytophthora (Martin et al., 2012;
Mideros et al., 2018). Las muestras estudiadas fueron todas semipapiladas (< 3,5 um), con
una relacion largo ancho de los esporangios de 2,05 y el ancho promedio de las hifas
primarias de 6,15 um; mientras que el 75% de esporangios de P. betacei reportados por
Mideros et al. (2018) fueron papilados (> 3,5 um), con una relacion largo ancho mayor, de
2,6, y el ancho de sus hifas primarias menor, con un promedio de 2,8 um. La forma de los
esporangios reportado para P. betacei es elongada elipsoide o limoniforme, formas que
estuvieron presentes en las muestras analizadas en este estudio, aun asi, los aislamientos de
P. andina también presentaron otro tipo de formas muy variables, en concordancia con la
descripcion de Oliva et al. (2010). Se ha reportado para otras especies de Phytophthora que
la forma y tamafio de los esporangios puede variar dentro una misma especie, poblacion o
muestra (Fodor et al., 2015).

En este estudio se reporta por primera vez la presencia de hinchamientos hifales para
P. andina. Al contrario de las clamidosporas, los hinchamientos hifales son abultamientos
en las hifas que no estan delimitados por septos y presentan paredes delgadas, sin embargo,
no cumplen una funcion de supervivencia. Los hinchamientos hifales son un caracter robusto
en la identificacion de complejos especificos de especies del género Phytophthora (Martin
et al., 2012), pero en el caso de P. andina es considerado Util, no determinante, mientras que
P. betacei no presenta hinchamientos hifales. Esta caracteristica se registré Unicamente en
las localidades de Baeza campo 1 y Baeza campo 2, lo que sugeriria que existe una relacién
con la localidad de origen de los aislamientos. No se conoce la funcion que cumplen los

hinchamientos hifales en especies de Phytophthora.

Las diferencias morfoldgicas encontradas entre la descripcién de P. andina de Oliva
et al. (2010) y este estudio pueden ser resultado de que en el primer estudio se evaluaron
muestras provenientes de varios hospederos, no solo tomate de arbol sino también de otras
especies silvestres (S. hispidum, Solanum sp., Anarrhichomenum) y cultivadas de Solanum
(S. quitoense, S. muricatum). Los autores no especifican la morfologia encontrada en cada
hospedero. Otros investigadores han encontrado variabilidad morfologica en especies del
género Phytophthora dependiendo del hospedero (Eggers, Balci y MacDonald, 2012). Se
sugiere analizar la poblacion del patégeno no solo en tomate de arbol, sino en otros
hospederos, para determinar si este factor genera variabilidad morfoldgica en la poblacion

de P. andina.
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6.3. TASA DE CRECIMIENTO

El medio de cultivo fue el factor mas influyente en la tasa de crecimiento. En base
unicamente a las observaciones registradas durante el experimento, el crecimiento mas
rapido fue en agar centeno A, sin embargo, no se pudo comprobar esta hipétesis debido a la
falta de normalidad de los datos.

La tasa de crecimiento promedio de P. andina en TTA fue similar a la descrita por
Mideros et al. (2018) para P. betacei. El crecimiento de P. betacei en PDA fue muy limitado,
con una tasa promedio de 0,02 = 0,01 mm/d, mientras que, en este estudio, aungque no se
pudo calcular la tasa de crecimiento en este medio, si se registro crecimiento para todas las

muestras analizadas. Esta fue una caracteristica que distinguio a P. betacei de P. andina.

6.4. ANALISIS DE TIPO DE APAREAMIENTO

No se encontrd ningan aislamiento con tipo de apareamiento A2 entre las muestras
evaluadas. Los resultados sugieren que no ha habido cambios en el tipo de apareamiento en
la poblacion de P. andina en los ultimos 10 afios en tomate de arbol. Cincuenta muestras se
clasificaron como tipo de apareamiento Al, mientras que 15 aislamientos no produjeron
odsporas con ninguno de los controles Al o A2. Los resultados apuntan a que la poblacion
de P. andina de Ecuador aun es de reproduccién asexual al no estar presente el tipo de
apareamiento A2, como fue reportado en tomate de arbol en Per( (Forbes et al., 2016), sin
embargo, analisis genéticos son necesarios para determinar si existe 0 no reproduccion

sexual en la poblacion del patégeno.

En especies heterotdlicas de Phytophthora como P. andina, ambos tipos de
apareamiento son capaces de producir oogonios y anteridios, pero tienden a producir uno de
los dos gametangios en mayor proporcién que el otro (Agrios, 2005), mientras que la
formacion de o6sporas depende de dos procesos: la produccion de las hormonas sexuales o
y o?, y la respuesta positiva a dichas hormonas determinada por la presencia de receptores
activos (Ko, 2007). Normalmente se espera que el tipo de apareamiento Al produzca la
enzima o! y presente receptores para la hormona a?, y que el tipo de apareamiento A2
produzca la enzima a? y presente receptores para la hormona al, pero existe una tercera

posibilidad, en la cual ninguno de los dos aislamientos en un ensayo de apareamiento
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estimula al otro para la formacién de odsporas, aunque esta posibilidad es ain hipotética.
Existe también evidencia de que aislamientos A2 son capaces de producir ambas hormonas
y que la produccion de estas depende de las variantes genéticas de la especie (Tomura, Molli,
Murata, y Ojika, 2017). Al estar todos los aislamientos expuestos a las mismas condiciones
de cultivo, es posible que los 15 aislamientos que fallaron en producir o6sporas presenten
alguno de estos dos sistemas poco frecuentes, es decir, que sean de tipo de apareamiento A2

1o o?y su aislamiento control carezca de los receptores para la hormona

y produzcan o
producida; o que sean variantes genéticas incapaces de producir estas hormonas. Cualquiera
de estas dos posibilidades deberia probarse a través de ensayos de produccidn y recepcion

de hormonas.

Otra posibilidad puede ser que el tiempo en el cual se realiz6 el experimento no fue
suficiente para que esas 15 muestras produjeran odsporas. Sin embargo, los 50 aislamientos
de tipo de apareamiento Al produjeron odsporas entre 21 y 30 dias de iniciado el ensayo, lo
que se considera un tiempo estandar para la evaluacion de la produccion de ooGsporas
(Mideros et al., 2018).

El tomate de arbol en Perd es cultivado a pequefia escala y principalmente en jardines
caseros, sin fines comerciales. La poblacion A2 registrada por Forbes et al. (2016) en ese
pais fue obtenida de la provincia de Oxapampa en el departamento de Pasco, ubicada a 1571
km de la frontera norte con Ecuador. Para que un evento de interaccion sexual entre ambas
poblaciones ocurra, debe existir transferencia del patégeno, ésta pudiera ser mediante
exportacion de la fruta 0 movimiento de estructuras de una planta infectada de una regién a
otra (Forbes etal., 2016). Peri no es un pais exportador de tomate de arbol, la baja
produccién del fruto no resulta rentable para su comercializacion fuera del pais (Amaya,
2006), por lo que se esperaria baja probabilidad de que un evento de este tipo ocurra. Sin
embargo, no se puede descartar que pueda haber movimiento de material infectado entre

ambos paises.

La morfologia de las odsporas y anteridios analizada en este estudio coincidié con la
descripcion de P. andina, sin embargo, el didmetro de los oogonios fue de 25 um, menor a
37,5 um descrito por Oliva et al. (2010). Aun asi, la morfologia y tamafio de los oogonios

no ha sido considerado lo suficientemente variable dentro del género como para ser un factor
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taxonodmico en la caracterizacion de especies de Phytophthora (Kaosiri, Zentmyer y Erwin,
1980).

Aln falta esclarecer aspectos de la etiologia de la enfermedad en tomate de arbol,
como, por ejemplo, si el indculo P. andina de tomate de &arbol puede sobrevivir en
hospederos alternativos como en especies silvestres de Solanum, o naranjilla donde también
se ha encontrado al patégeno (Oliva et al., 2010), o cuanto tiempo puede permanecer viable
el inoculo en ausencia del hospedero, o si puede dispersarse por corrientes de agua o viento.
Sabemos que P. andina puede producir oosporas in vitro en presencia del tipo de
apareamiento opuesto de P. infestans, o de P. andina de otros hospederos, como se demostrd
en este estudio y en el de Forbes et al. (2016) y Oliva et al. (2010), pero no se sabe si esa
progenie es capaz de infectar al tomate de arbol o cuan viable es en el tiempo. Al no tener
resueltas estas incertidumbres, se debe considerar que existe el potencial para un movimiento
y apareamiento del patdgeno a lo largo de las zonas tomateras de la region, desde Colombia
hasta Per( y otras zonas andinas, por lo que es indispensable monitorear los cambios que se

puedan dar en la poblacion del patogeno.

El uso de marcadores fenotipicos, como la morfologia y andlisis de tipo de
apareamiento, es el primer paso para la identificacion y caracterizacion de especies de
Phytophthora. Sin embargo, estudios a nivel genético son indispensables para detectar
cambios en las poblaciones de P. andina. Actualmente, analisis moleculares en cuanto a
haplotipo mitocondrial, secuenciacion de genes nucleares y microsatélites, se estan
realizando para obtener informacion completa sobre la poblacion ecuatoriana de P. andina.
Las diferencias morfoldgicas encontradas en este estudio, en comparacion con la descripcion
de Oliva et al. (2010), deben ser analizadas mas a fondo para encontrar las posibles razones
de esta variabilidad. Los efectos de factores como la temperatura, humedad y uso de
agroquimicos, sobre la morfologia de fitopatégenos como P. andina, deben ser evaluados en
futuros estudios para que ayuden a una identificacion certera del patégeno y poder ofrecer a
los agricultores herramientas mas eficientes de control de la enfermedad y evitar efectos

negativos en el ambiente y salud humana, asi como pérdidas econdémicas importantes.
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7. CONCLUSIONES

Marcadores fenotipicos, como la morfologia microscopica y el tipo de apareamiento,
permitieron la caracterizacion del patdgeno P. andina, agente causal del tizén en cultivos de

tomate de arbol y jardines caseros del Ecuador.

La poblacion actual de P. andina presento diferencias morfoldgicas, principalmente

microscopicas, en comparacion con la poblacion descrita hace 10 afios.

No se ha encontrado el tipo de apareamiento A2 en la poblacion de P. andina en el
Ecuador. Sin embargo, no se puede descartar que eventos de movimiento de material
infectado entre Per( y Ecuador puedan ocurrir en el futuro por lo que un monitoreo

permanente de la poblacion es necesario.

La poblacion de P. andina del Ecuador es diferente macro y microscopicamente de

la poblacion de P. betacei en Colombia.

El estudio de la morfologia macroscépica y microscopica es importante y necesario
para todo estudio de caracterizacion de especies del género Phytophthora, pero por si solo
no puede llegar a definir especies con exactitud por lo que debe ser complementado con

estudios a nivel genético.
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Anexo 1. Porcentaje de superficie plantada, cosechada y producida, de tomate de arbol

en Ecuador, segun regién y provincia (tomado de ESPAC, 2017).

SUPERFICIE PLANTADA

Region
Costa
0,57%

egion
riental
5,59%

Zonas no
delimitadas
0,00%

PRODUCCION PROVINCIAL

7

Esmeraldas w

EREDOO

Intervalos porcentuales
Sin produccion
Menos del 20%
Del 20% a menos del 40%
Del 40% a menos del 60%
Mas del 60%




Anexo 2. Formulario de muestreo.

Cddigo de campo: Fecha de coleccidn: No. De foto:
Coordenadas GPS:

Provincia: Cantdn: Altitud:
Localidad:

Descripcidn del sitio:

Colector/es:

Hospedero:

Variedad:

Estructuras colectadas:

Nivel de enfermedad al momento de coleccidn:

Manejo del cultivo:

Fecha de siembra:

Dueifio:

Manejo:

B WN R

Riego:

Aplicaciones previas de pesticidas:

Fecha de aplicacion:

Protectante o curativo:

Dosis (g/ha):

B W N =

Desempefio del producto:

Comentarios:

36
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Anexo 3. Protocolos de medios de cultivo utilizados

Agar Centeno A (Caten y Jinks, 1968)

Para 1000ml
1. Remojar 60g de centeno en agua destilada durante 24 horas. Cernir el agua 'y
reservarla.
2. Licuar los granos de centeno con agua destilada por 15 segundos.
3. Llevar el grano licuado a bafio Maria a 60 °C durante dos horas o a coccion durante
45 minutos.
4. Filtrar y descartar el sedimento.
5. Combinar el agua de remojo reservada con el filtrado de coccién y afiadir 20g de
sacarosa y 15g de agar.
6. Aforar a1lt.
7. Autoclavar a 15psi por 20 minutos.
8. Dejar enfriar hasta 60 °C y afiadir 400ul de mix de antibidticos.
9. Agitar hasta disolver los antibidticos y servir.
Antibidticos

Para 10ml de stock en DMSO

Griseofulvina 200mg
Polimixina B 500mg
Rifamicina 300mg
Nistatina 50mg
Benlate (50%WP) 100mg
Acido nalidixico 50mg

Preparar un stock en 10ml de DMSO y dividir en alicuotas de 1ml. Mantener en congelacion

hasta su uso. De cada alicuota de 1ml usar 400ul por litro de medio.
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Agar Centeno B (Danies et al., 2013)

Para 1000ml

w N

N o ok

Remojar 60g de centeno en agua destilada durante 36 horas.

Cernir y reservar el agua.

Hervir los granos de centeno durante 1 hora en suficiente agua destilada para cubrir
los granos.

Cernir y combinar el agua filtrada con el agua de remojo.

Anadir 20g de sacarosa, 15g de agar y 0,05g de B-sitosterol, aforar a 1It.
Autoclavar a 15 psi por 20 minutos.

Dejar enfriar y servir en cajas Petri.

Agar V8 10% no clarificado (Miller, 1955)

Para 1000ml

w

Combinar 100ml de jugo V8 con 900ml de agua destilada en una botella BOECO
de 1It.

Afadir 1g de CaCO3 y 15g de agar, y mezclar bien.

Autoclavar a 15 psi por 20 minutos.

Dejar enfriar y agitar mientras se dispensa para evitar la precipitacion del CaCO3.

Agar tomate de arbol (TTA) (Mideros et al., 2018)

Para 1000ml

Preparar extracto de tomate de arbol licuando 5509 de fruta pelada y cortada en 1lt
de agua destilada.

Combinar 100ml de extracto de tomate de arbol con 900ml de agua destilada y
afiadir 0,259 de CaCO3, 0,59 de extracto de levadura, 259 de sacarosa y 15 de agar.
Autoclavar a 15 psi por 20 minutos.

Dejar enfriar y agitar mientras se dispensa para evitar la precipitacion del CaCO3.
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Anexo 4. Esquema de ensayo de tipo de apareamiento (tomado de Forbes, 2001). Aly

A2 corresponden a las muestras control y X a las muestras con tipo de apareamiento

desconocido a evaluar.

Al

A2

Anexo 5. Mapa de ubicacion de las localidades muestreadas para P. andina en S.

betaceum (tomado de BioWeb.bio). Localidades se muestran como puntos amarillos.
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Anexo 6. Descripcién macroscopica de veintiséis aislamientos puros de P. andina en cuatro diferentes medios de cultivo: agar V8 10%, agar

centeno A, agar tomate de arbol, agar papa-dextrosa

V8 Ca TTA PDA
QCAM
s E o) T s E o) T s E o) T s O F M T
LE ADC
7491 A P LO 89 A EC LO 89 A LE LO 89 O I F 292
LB
CA
A PB
* — — — —_ —
T4 Lo Lo LO 827 L P LO 89 L P LO 89
LB PC ADC
496 . cp LO 89 LA P LO 89 A LE o) (I O I F 56
LE
LEB A
* —_ —_ —_ —_ —_ —_ —_ —_ —_
a6 A T 89 . p EB LO 89
CA
oe ADC
7502 A LO 89 LA P LO 89 A LE o) 89 CR O | F 575
EB
LB
“C o pe
7502¢  HTC o T 89 - - - - L P o) 89 - - - - -
AB
52
P L ADC
510 L LO 89 LLA P o) 89 . P LO 89 "o o I F
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Anexo 6. Descripcion macroscopica de veintiseis aislamientos puros de P. andina en cuatro diferentes medios de cultivo: agar V8 10%, agar centeno
A, agar tomate de arbol, agar papa-dextrosa (Continuacion...)

V8 cA TTA PDA
QCAM
s E C O FM T s E C O FM T S E C O FM T s EC OFM T
LC PC AC ADC
7512 o g B LO I F 89 LA P B LOC F & o P B O I F 72 . UB O I F 289
A
753 L P B T | F 696 LA PFR B LO C F 89 Lg P B O | F 765 AL[;C Uu B O I F 204
P ADC
7555, L . B T | F 65 LA P B LO C F 8 A P B LO I F 792 .7 U B O I F 301
7515 - - - - - - - L LE B LO I F 776 - - - - - — = = - - - - - -
P ADC
758 L . B T | F 69 A LE B O C F 8 LA P B LO | F 87 . U B 0 I F 302
75184 - - - - - - - L P B LO C F 8 - - - - - — - - - - - - - -
ADC
7590 L P B T I F 722 A LE B O | F 81 A P B LO I F 83 ' UB O I F 439
PC
* — — — - — - - - — - - - - — — — — — — — —
7819+ LA o B LO I F 793
ADC
752 L P B T I F 718 A P B LO C F 8 LA LE B LO I F 86 ' U B O I F 562
753 " P B T 1| F 753 LA P B LO C F 8 LA = B 1o 1 F 812 u B 0o 1 F 302

HTC FR LB
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Anexo 6. Descripcion macroscopica de veintiseis aislamientos puros de P. andina en cuatro diferentes medios de cultivo: agar V8 10%, agar centeno
A, agar tomate de arbol, agar papa-dextrosa (Continuacion...)

V8 Ca TTA PDA
QCAM
s E C O F M T s E C O F M T s E C O E M T s E C O EM T
A 80. ADC
7535 E B LO | F AD E B O C F 8 AD E B O | F 8.6 U B O | F 549
HTC 6 LB
5 PB
7535% EC B LO C F 8 - i - - - - - - -
AC
FR
IC e LEC ADC
7540 HTC B T | F 8 LA LE B O C F 8 AR EBB B O C F 89 U B O | F 56
EB LB
AB R
7540 - - - - - - - A E B O C F 8 - - — — — — - - - - - - - -
A LEC ADC
763 L P B T | F 82 LA LE B O C F 8 - EB B LO | F 82 ' UB O I F 60
R
7553% - - — - - - - - - - - - - - LA LE B LO I F 81 - - - — — — -
7566 L EE B T | F 8 LA LE B LO C F 8 A LE B O C F 89 AL[;C U B O | F 541
A g
7566* HTC _ . B LO | F 81 - . .

LB
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Anexo 6. Descripcion macroscopica de veintiseis aislamientos puros de P. andina en cuatro diferentes medios de cultivo: agar V8 10%, agar centeno
A, agar tomate de arbol, agar papa-dextrosa (Continuacion...)

V8 Ca TTA PDA
QCAM
s E C O F M T s E C O F M T s E C O F M T s E C O F M T
LC PC AC PB ADC
577 .5 gg B LO I F 767 LA P B LO | F 86 o .. B O I F 73 .7 U B 0O I F 42
AC PB ADC EC ADC
755 L P B T I F 63 o .- B LO | Fo8s 7 o B O CF 8 "0 UB O I F 45
L P
* —_ —_ —_ —_ —_ —_ —_ —_ —_ —_ —_ —_ —_ —_ —_ —_ —_ —_ —_ —_ —_
7585 gl g B O 1 F 762
L AC PB ADC
787 .. P B T I F 743 LA P B LO | F 86 o .. B O I F 73 .7 U B O I F 379
LAB PB ADC
7% L P B T I F sl ° LE B LO | F 83 LA _. B O I F 84 ' U B O I F 458
L AC PB ADC PB ADC
7603 . P B T I F s o .. B O | Foel 7 .o B O I F 8 "7 U B O I F 432
L P
* —_ —_ —_ —_ —_ —_ — — —_ — — — — —_ —_ —_ —_ —_ —_ —_ —_
7603 o g B LO I F 484
L ADC
7605 . P B T I F 733 LA P B LO C F 8 L P B LO C F 8 7 U B O I F 633
ADC
760 L P B T C F 8 LLA P B LO C F 8 L P B LO C F 89 U B O | F 679

LB
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Anexo 6. Descripcion macroscopica de veintiseis aislamientos puros de P. andina en cuatro diferentes medios de cultivo: agar V8 10%, agar centeno
A, agar tomate de arbol, agar papa-dextrosa (Continuacion...)

V8 Ca TTA PDA
QCAM
s E C O F M T s E C O F M T s E C O F M T S E C O FM T
7623 L LE B LO | F 768 A LE B LO c F 8 ¢ P g 1o 1 F o5 20 8 0 1 F 401
LB EC LB
7628 AD EPL B O C F 8 AD EE B O C F 8 AD E B O C F 744 ALDBC U B O | F 538
7628 - - - - - - - - - - - - - - AD E B O C F 64 - - - - - - -
LC PC PB ADC
7638 L gm B LO C F 8 LA LE B LO C F 8 A _. B O | F 86 U B O I F 766
7638 A E B O C F 8 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
ADC
7643 A E B LO | F 55 LA P B O C F 8 LA LE B LO | F 81 U B 0 I F 242

7643 L P B T I F 39 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

*Repeticiones en las que hubo diferencias morfoldgicas en al menos un medio de cultivo.

A, algodonoso; AB, algodonoso hacia los bordes; ABI, algodonoso en el borde izquierdo; AC, algodonoso en el centro; AD, algodonoso denso;
ADB, algodonoso denso hacia los bordes; ADC, algodonoso denso en el centro; B, blanco; C, circular; Ca, agar centeno A; CA, con colonias
algodonosas; CAE, con colonias algodonosas elevadas; CO, color; E, elevado; EB, elevado hacia los bordes; EBI, elevado en el borde izquierdo;
EC, elevado en el centro; EL, elevacion; EPL, elevado con parches lisos; F, filiforme; FO, forma FR, finamente radiado; HTC, con halo traslucido
en el centro; I, irregular; L, liso; LA, ligeramente algodonoso; LAB, ligeramente algodonoso hacia los bordes; LB, liso hacia los bordes; LC, liso en
el centro; LE, ligeramente elevado; LEB, ligeramente elevado hacia los bordes; LEC, ligeramente elevado en el centro; LO, ligeramente opaco; M,
margen; O, opaco; OP, opacidad; P, plano; PB, plano hacia los bordes; PC, plano en el centro; PDA, agar papa-dextrosa; QCAM, Quito Catdlica
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Micologia; R, radiado; S, superficie/patron de la colonia; T, traslicido; TA, tamafio final de la colonia en mm; TTA, agar tomate de arbol; U,
umbonado; V8, agar V8 10%.



