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RESUMEN

El cultivo de tomate en la provincia de Santa Elena enfrenta desafios criticos, principalmente
por la alta incidencia de factores bidticos que elevan los costos de produccion. Ante esta
problematica, esta investigacion se justificd en la necesidad de identificar y caracterizar la
presencia del fitopatdgeno Phytophthora spp. a nivel de laboratorio, dada su capacidad para
causar pérdidas devastadoras. La metodologia incluyo la toma de muestra de tejido vegetal
y suelo en cuatro zonas productoras de tomate; las que fueron transportadas al laboratorio
de Centro de Investigaciones Biotecnoldgicas CEB — UPSE. Las muestras fueron procesadas
y aisladas utilizando medios selectivos como Agar Centeno, V8 y PDA. La presencia del
patogeno se realizd mediante el analisis dicotomico (presencia/ausencia) en los medios de
cultivo utilizados. La identificacion morfologica del patogeno se confirmo mediante
caracterizacion macroscopica (micelio algodonoso y blanquecino) y microscopica (hifas
cenociticas y esporangios limoniformes). Los resultados revelaron una distribucion
heterogénea del patdégeno directamente influenciada por las practicas de manejo y las
condiciones edaficas. El Tambo mostrd la mayor presencia de Phytophthora spp. en el suelo,
lo que indica una elevada carga de indculo residente, exacerbada por la ausencia de tutorado
que facilita el contacto entre el cultivo y el suelo. En Manglaralto, el indculo era
predominantemente aéreo, sugiriendo dispersion por esporangios. Olmedo registrd una
ausencia total a pesar de problemas de drenaje, y Chanduy presenté un riesgo bajo,
probablemente debido a temperaturas del suelo fuera del rango dptimo. Ademas de
Phytophthora spp., se identificaron otros patdgenos fungicos (Fusarium sp., Alternaria sp.,
Rhizoctonia sp.) y el agente benéfico Trichoderma sp. Se concluye que Phytophthora spp.
es una amenaza biologica latente y activa en la provincia, cuya severidad esta ligada a
factores culturales, haciendo indispensable el desarrollo de estrategias de manejo integrado

y localizado para su control.

Palabras claves: Aislamiento, Manejo agronémico, Oomiceto.



ABSTRACT

Tomato cultivation in the province of Santa Elena faces critical challenges, mainly due to
the high incidence of biotic factors that increase production costs. Given this problem, this
research was justified by the need to identify and characterize the presence of the
phytopathogen Phytophthora spp. at the laboratory level, given its ability to cause
devastating losses. The methodology included taking plant tissue and soil samples in four
tomato-producing areas, which were transported to the laboratory of the Center for
Biotechnology Research CEB-UPSE. The samples were processed and isolated using
selective media such as Rye Agar, V8, and PDA. The presence of the pathogen was
determined by dichotomous analysis (presence/absence) in the culture media used. The
morphological identification of the pathogen was confirmed by macroscopic
characterization (cotton-like, whitish mycelium) and microscopic characterization
(cenocytic hyphae and lemon-shaped sporangia). The results revealed a heterogeneous
distribution of the pathogen directly influenced by management practices and soil
conditions. Tambo showed the highest presence of Phytophthora spp. in the soil, indicating
a high resident inoculum load, exacerbated by the absence of staking, which facilitates
contact between the crop and the soil. In Manglaralto, the inoculum was predominantly
aerial, suggesting dispersal by sporangia. Olmedo recorded a total absence despite drainage
problems, and Chanduy presented a low risk, probably due to soil temperatures outside the
optimal range. In addition to Phytophthora spp., other fungal pathogens (Fusarium sp.,
Alternaria sp., Rhizoctonia sp.) and the beneficial agent Trichoderma sp. It is concluded that
Phytophthora spp. is a latent and active biological threat in the province, the severity of
which is linked to cultural factors, making it essential to develop integrated and localized

management strategies for its control.

Keywords: Isolation, Agronomic management, Oomycete.
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INTRODUCCION

En la ultima década se ha manifestado un incremento constante del consumo global
de tomate rojo, junto con un aumento en el consumo promedio por habitante. China se
destaca como el principal productor y consumidor a nivel mundial, mientras que Estados
Unidos es el mayor importador y México el principal exportador de esta hortaliza (Ortega et
al., 2022).

En Ecuador, segun el Ministerio de Agriculturay Ganaderia (MAG, 2023), el
tomate de mesa es un componente fundamental en la dieta y contribuye con el 0.5% del valor
bruto agregado, y se extiende a 1 417 hectareas a nivel nacional, con la provincia de Cotopaxi
que tiene la mayor relevancia y que aporta con el 32.3% de las cuarenta mil toneladas
producidas. Predominan las unidades de produccion agropecuaria de menos de una hectarea,
representando el 95.8% del total, con una concentracion superior al 60% en las provincias
de Cotopaxi, Chimborazo y Tungurahua.

En las provincias de Los Rios, Manabi y la Peninsula de Santa Elena, Lainez (2019)
indica, que se cultiva el tomate durante la temporada de verano. El autor mencionado sefiala
que, hace una década existian grandes extensiones agricolas (aproximadamente 103
hectéreas) en la provincia de Santa Elena, las cuales se dedicaban al cultivo a campo abierto.
Sin embargo, la aparicion de problemas fitosanitarios tanto bidticos (plagas y enfermedades)
y abidticos (salinidad) han impactado negativamente en el rendimiento.

Entre los factores biéticos que sobresalen como agentes de enfermedades de Solanum
lycopersicum, son las causadas por fanerégamas parasitarias, bacterias, fitoplasmas, virus,
viroides, nematodos, insectos y hongos. De los agentes mencionados, se destacan las
enfermedades fungicas; los géneros mas importantes, segin Salas et al. (2022), son Botrytis
sp., Alternaria sp., Pythium sp., Fusarium sp., Rhizoctonia sp. y Phytophthora sp. Este
altimo género representa una amenaza importante para los cultivos de la familia Solanacea,
ocasionando pérdidas totales en la produccién, si no se aplica ninguna medida de control
(Cruz et al., 2021).

Por lo que, considerando lo antes mencionado, esta investigacion busca en especifico,
identificar y describir la presencia del género Phytophthora spp., a nivel de laboratorio, por
su conocida capacidad patogénica en el cultivo en estudio.

La identificacién precisa de Phytophthora spp. a nivel de laboratorio es fundamental

para el desarrollo de estrategias de manejo efectivas y sostenibles. Este proceso permitira a



los agricultores, implementar medidas de control preventivas y adecuadas, contribuyendo a

reducir las pérdidas en la produccion y mejorar la salud general de los cultivos.

Problema Cientifico

La produccion de tomate (Solanum lycopersicum L.) en la provincia de Santa Elena
enfrenta un desafio significativo debido a la alta incidencia de enfermedades causadas por
fitopatogenos. Entre ellos se destaca Phytophthora spp., un agente etioldgico conocido por
causar enfermedades como tizon tardio, podredumbre radicular, entre otros, afectando la
rentabilidad del cultivo, no obstante, la limitada informacion sobre el patégeno en Santa
Elena dificulta su manejo adecuado. Es fundamental identificar al patégeno, y su

distribucion en la provincia, por lo que se plantea la siguiente interrogante:

¢Es posible identificar la presencia de Phytophthora spp. a nivel de laboratorio, a
partir de muestras de suelo y tejido vegetal, de cultivos de tomate (Solanum lycopersicum

L.), obtenidas de distintas zonas productoras de la provincia de Santa Elena?

Objetivos

Objetivo General:

*
°e

Identificar al género Phytophthora spp. a nivel de laboratorio, en muestras de tejido
vegetal y suelo recolectadas de cultivos de tomate (Solanum lycopersicum L.) en la

provincia de Santa Elena.

Objetivos Especificos:

1. Aislar al género Phytophthora spp. utilizando técnicas de laboratorio.
2. Identificar el genero Phytophthora spp. mediante la caracterizacion morfolégica.
3. Determinar la distribucion de Phytophthora spp. en las fincas productoras de tomate

muestreadas, de la provincia de Santa Elena.
Hipotesis
El in6culo viable del género Phytophthora spp. esta presente y es factible de ser

caracterizado morfol6gicamente a partir de las muestras de suelo y tejido vegetal de los

cultivos de tomate en la provincia de Santa Elena.



CAPITULO 1. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1 Generalidades del cultivo de tomate

1.1.1 Origen

Granda (2024) menciona que el tomate (Solanum lycopersicum L.) proviene de la
regién andina, extendiéndose por Colombia, Ecuador, Peru, Bolivia y Chile. Aunque se
piensa que fue domesticado en México y Centroamérica, su origen exacto y su historia de
domesticacion aun son un misterio. Lo que si es claro es que la gran dispersion de las
variedades tradicionales de tomate demuestra su notable adaptabilidad, con rasgos
agronémicos que les permiten soportar condiciones ambientales dificiles. Aguilar (2021)
menciona que aln se pueden encontrar tomates silvestres en diversas partes de Sudamérica,

lo que brinda oportunidades para la investigacion y el desarrollo de nuevas variedades.

1.1.2 Clasificacion taxonémica

Vega (2022) indica que el tomate de mesa pertenece a la familia de las Solanaceas,
junto con otras hortalizas como el tomate de arbol, papa, berenjena y pimiento, entre otros.

Su clasificacion taxondmica es la siguiente (Tabla 1):

Tabla 1. Clasificacion taxondémica del tomate (Vega, 2022).

Reino Plantae
Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida
Orden Solanales
Familia Solanaceae
Género Solanum
Especie Lycopersicum

1.2 Importancia econémica del cultivo de tomate

En Tungurahua, segun Ortega et al. (2022), el cultivo de tomate concentra el 60% de
la produccion nacional, mientras que en la provincia de Manabi, segun datos de la Encuesta
de Superficie y Produccién Agropecuaria Continua (ESPAC, 2016) se cultivan 122 hectéreas

de tomate, lo que resulta en una produccion total de 1391 toneladas..



1.3 Las enfermedades en el cultivo de tomate

El tomate (Solanum lycopersicum) ostenta un papel preponderante en la economia
agricola mundial, al ser la hortaliza con mayor superficie de siembra a escala global y un
producto esencial en la alimentacion, consolidando su importancia en la gastronomia. No
obstante, esta produccion vital se encuentra bajo la constante amenaza de diversos
patdgenos. Entre estos factores bioticos, los problemas fitopatolégicos de origen flngico han
demostrado ser los mas importantes, destacando especialmente el oomiceto del género
Phytophthora (Khaliluev et al., 2022).

La peligrosidad de este patogeno se exacerba por su amplia gama de hospederos.
Reportes histéricos han documentado consistentemente la capacidad de especies de la
familia Solan&cea de servir como hospederos alternativos de P. infestans, tanto en
condiciones naturales como en sistemas de cultivo. El autor Delesma et al. (2020), indica
que se han identificado hasta 89 hospederos de Phytophthora infestans, distribuidos en varias
familias botanicas, siendo la familia Solandcea la mas representativa debido a su

susceptibilidad.

1.4 Generalidades del género Phytophthora spp.

1.4.1 Taxonomia

Segun el Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria
(SENASICA, 2021), la taxonomia de Phytophthora spp. es la siguiente (Tabla 2):

Tabla 2. Taxonomia de Phytophthora spp. (SENASICA, 2021).

Reino Chromista
Superfilo Stramenopiles
Filo Oomycota
Clase Oomicetos
Orden Peronosporales
Familia Peronosporaceae
Genero Phytophthora




1.4.2 Morfologia de Phytophthora spp.

Debido a su similitud morfolégica con los hongos verdaderos, el género
Phytophthora fue inicialmente incluido en el reino Fungi. Sin embargo, la taxonomia
moderna, respaldada por analisis moleculares, lo reubica en el reino Chromista (Abad et al.,
2023). A continuacion, se describen las principales estructuras morfoldgicas distintivas de

este patdgeno (Tabla 3):

Tabla 3. Morfologia de Phytophthora spp.

Estructura Descripcion Funcion

Crecimiento  del  patdgeno

Micelio Cenocitico con  filamentos (Mugao, 2023).

hialinos y ramificados.

La forma y tamafio presenta Estructuras de reproduccion
Esporangio gran variacion, los hay desde asexual (Mugao, 2023).
ovoides-elipsoides,
limoniformes, periformes.
Blsqueda y colonizacién de
Zoosporas Célula movil, biflagelada. nuevos hospederos (Trinidad et
al., 2021).

Esporas asexuales relacionadas
a la supervivencia del patdégeno
en periodos criticos (Quispe et

) Suelen ser esféricas, pero en
Clamidosporas  glgunas especies suelen adoptar
formas irregulares o alargadas.

al., 2022).
Oogonio Estructuragrar!deyesferlcaque Estructura de  reproduccion
se forma directamente del
- sexual.
micelio.
Anteridio Célula  sexual  masculina, Se encarga de la fertilizacion

presenta forma irregular y es (Pons et al., 2020).
mas pequefia.

1.4.3 Biologia de Phytophthora spp.

El género Phytophthora spp. es un patdégeno de plantas transmitidas en el suelo que
afectan principalmente a dicotiledoneas, tanto herbaceas como lefiosas. Causan
enfermedades como la pudricion de la raiz, la pudricion basal del tallo, la mancha o tizon de
las hojas y la pudricion de la fruta. Pueden infectar plantas cultivadas y silvestres en todo el
mundo, provocando graves pérdidas agricolas y alterando los ecosistemas forestales
naturales (Manvert, 2022).



El comportamiento de Phytophthora spp. se debe en gran medida a sus estructuras
especializadas, que les permiten dispersarse en el entorno y resistir condiciones
desfavorables. Este patogeno hiberna como oosporas, clamidosporas o micelio en el suelo o
en raices infectadas. Una vez que las condiciones se vuelven favorables, las oosporas y
clamidosporas germinan, mientras que el micelio continta desarrolldndose y produciendo
zoosporas maviles que al entrar en contacto con la punta de la raiz de la planta, la penetra a
través de una extension hifal (Ortiz, 2021). El ciclo de vida de Phytophthora spp. se observa
en la Figura 1.

LOOSDOTES

,Q 3 -

ocospore
sporangium /

Asexual & antheridium
hyphde/mycellum

sporangiophore

Sexual
(rare in nature)

AuO..pOICS swimto
and infect plant roots

O(O{zoospores
chlamydospore @A Q ‘__ sporangium

Figura 1. Ciclo de vida de Phytophthora spp. (Reis et al., 2023).

1.4.4 Factores que favorecen su desarrollo

El desarrollo y la proliferacion del género Phytophthora se ven favorecidos por
condiciones de alta humedad ambiental y temperaturas que oscilan entre los 15 y 35 °C.
Asimismo, los climas humedos, caracterizados por precipitaciones abundantes, y los
terrenos o sustratos con carencia de nutrientes, proporcionan un entorno propicio para su
crecimiento (Torrejano, 2024).

El drenaje deficiente en suelos arcillosos induce el encharcamiento y la consecuente
saturacion hidrica. Este ambiente de alta humedad edafica potencia la susceptibilidad de la

plantacion a la infestacion (Cristancho et al., 2012; Besoain et al., 2020).



Bajo condiciones de alta humedad ambiental, generadas ya sea por periodos
prolongados de precipitacion o por un manejo hidrico deficiente, el patdgeno coloniza el
sistema radicular. Una vez dentro, procede a ocupar los haces vasculares, lo que desencadena
un marchitamiento sistémico y acelerado que resulta en la muerte de la planta en cuestion de
dias (Yentzen, 2020).

1.5 Sintomasy signos de enfermedad

Los sintomas iniciales en las hojas se manifiestan como pequefias manchas de color
verde claro, cuya apariencia varia significativamente segun la temperatura, humedad,
intensidad de la luz, variedad de la planta huésped y a menudo, la infeccién comienza en los
bordes de las hojas y se extiende a lo largo de las nervaduras; las manchas evolucionan hacia
lesiones necroticas de mayor tamafio, de color marrdn a negro, que pueden causar la muerte
de los foliolos y propagarse a través de los peciolos hasta el tallo, lo que en muchos casos
resulta en la muerte de la planta (Murillo, 2024).

En el tallo, los sintomas se manifiestan como lesiones necroticas (pardas claras u
oscuras) y continuas, localizadas predominantemente en el tercio medio o superior de la
planta. Estas lesiones presentan una consistencia vitrea y son altamente quebradizas. La
infeccion por tizon tardio en el tallo puede provocar un estrechamiento de este, resultando
en la marchitez o colapso de las hojas distales al punto de la lesion (Castillo, 2022).

Otro sintoma predominante generada por Phytophthora capsici es la pudricion del
fruto que afecta a frutos sanos en cualquier etapa. La infeccion se inicia generalmente en los
frutos que contactan el suelo, manifestandose como manchas oscuras y empapadas de agua.
Es importante sefialar que los sintomas de pudricion del fruto causados por otras especies
del género, P. dreschlera, P. nicotianae y P. parasitica, son muy parecidos. Sin embargo, la
podredumbre inducida por P. infestans (agente causal del tizon tardio) se diferencia por
presentar una apariencia arrugada con un margen hundido y bien delimitado (Figura 2)
(Roberts et al,, 2022).



Figura 2. Sintomas de Phytophthora spp. en tomate: A. Sintoma de decaimiento
inicial; B. Manchas concéntricas en tomate; C. Necrosis en tallo
provocada por P. capsici; D. Sintomas en tomate de P. nicotianae (Berra,
2022).

1.6 Mecanismos de infeccion y dispersién

La infeccidn iniciada por Phytophthora spp. se regula mediante la rapida formacién
del tubo germinal de las zoosporas. Este tubo penetra directamente el tejido del hospedante
a través de una estructura especializada denominada apresorio, lo que resulta en la
diseminacion de la enfermedad (Cedefio et al., 2020).

El patégeno comienza su desarrollo y los esporangios pueden infectar raices, tallos y
hojas sanas, a través del suelo, agua de riego y el aire. El patdgeno se multiplica en las plantas
infectadas, extendiéndose a otras plantas del mismo campo y actuando como fuente de
infeccién para campos vecinos (Drenth, 2013; Rawnaq et al., 2021).

La infeccidn se inicia cuando las estructuras reproductivas se establecen en las hojas
0 en la union de la hoja con el tallo. La infeccion en el campo es frecuente en condiciones
de temperatura que superen los 25 °C, y humedad relativa entre los 90-95%, la infeccién
ocurre en los extremos y bordes de hojas, donde suele haber una capa de agua (Kaen et al.,
2023).

1.7 Impacto econdémico de las enfermedades causadas por Phytophthora spp.

1.7.1 Pérdida en rendimiento y calidad del tomate

En el caso de México, la produccion de tomate se ve gravemente amenazada por

diversas enfermedades, entre las que destaca el tizén tardio, causado por el patégeno



Phytophthora infestans. Esta enfermedad, junto con otras como el tizén temprano y las
pudriciones radiculares, ocasiona pérdidas que pueden alcanzar hasta el 100% de la cosecha.
Phytophthora infestans en particular, provoca dafios devastadores, llevando a la muerte de
las plantas ya la produccién de frutos de muy baja calidad (Leyva et al., 2013).

Las cosechas de tomate (Solanum lycopersicum) en areas productoras como Sinaloa,
en Mexico, han sufrido graves dafios a causa del tizon tardio, enfermedad producida por
Phytophthora infestans, con perdidas que han alcanzado el 100% (Rodriguez et al., 2021).

El tizon tardio, enfermedad causada por Phytophthora infestans, tiene la capacidad
de destruir cultivos enteros en un lapso de 10 a 15 dias. Aunque su control principal se basa
en fungicidas sistémicos y de contacto, el uso excesivo de estos productos quimicos conlleva
graves consecuencias para el medio ambiente y la salud. Ademas, la aplicacién de estos
insumos por parte de pequefios productores se ve limitada por sus altos costos (Bustamante,
2015).

1.8 Protocolos de muestreos fitopatolégicos

1.8.1 Muestreo de suelo

Los muestreos fitopatologicos deben seguir los protocolos estandarizados. Para,
tomar las muestras de suelo, estas deben recolectarse humedas, preferiblemente durante o
justo despueés de un clima lluvioso, ya que la humedad aumenta la actividad del patégeno.
Lo ideal es tomarlas al menos 5 cm por debajo de la superficie, cerca de las raices de la
planta, ya que la capa superior del suelo es inhdspita para Phytophthora debido a la sequia
y el calor; se recomienda muestrear bajo la copa del arbol o planta, donde el crecimiento de
las raices es mas vigoroso (Drenth et al., 2004; Meszka et al., 2016).

La Agencia de Regulacion y Control Fito y Zoosanitario (AGROCALIDAD, 2018),
del Ecuador indica que para el muestreo de suelo, se debe limpiar la superficie,
posteriormente se cava un hoyo de 0-20 cm de profundidad, luego de una de las paredes del
hoyo se saca una tajada de suelo de 5 cm de ancho. Las muestras recolectadas se introducen
en fundas plésticas herméticas para su envio con el fin de evitar la pérdida de humedad.

1.8.2 Muestreo de tejido vegetal

Soto et al. (2017) mencionan que la toma de muestras de tejido vegetal se realiza en

la zona de transicién, entre el tejido enfermo y el tejido sano adyacente (Figura 3), donde el



patdgeno presenta un crecimiento activo, y se recolectan ejemplares cercanos, incluyendo
hojas, tallos y raices.

Las muestras recolectadas se envuelven en material absorbente seco como papel,
luego se colocan dentro de una bolsa plastica sellada herméticamente, esto ayuda a controlar
ROCALIDAD, 2023).
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Figura 3. Sintomas de Phytopthora spp. en plantas de tomate (Garcia, 2021)

1.8.3 Manejoy conservacion de las muestras

El manejo posterior a la recoleccion es vital para mantener la viabilidad de la muestra.
Para evitar que las muestras se sequen, deben colocarse en bolsas de plastico. Es fundamental
protegerlas de temperaturas extremas; no deben ser expuestos a un calor superior a 45 °C ni
a temperaturas bajo cero, ya que el patdgeno no sobrevive a la congelacién. Para su
almacenamiento temporal, lo ideal es transportarlas en una nevera portatil y conservarlas a
una temperatura de 10-15 °C, asegurandose de que permanezcan himedos si es necesario
(Drenth et al., 2004; Trinidad et al., 2022).

1.9 Bioseguridad en el laboratorio

La bioseguridad se define como el conjunto de medidas implementadas para reducir
o eliminar los riesgos para el personal, derivados de la manipulacion de agentes infecciosos,
fisicos, quimicos y mecénicos (Campoverde, 2023).
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Néapoles et al. (2023) indican que, las normas de bioseguridad se sustentan en
practicas higiénicas y el uso adecuado de equipos de proteccion personal (EPP):

e Lavado de Manos: Se establece como la estrategia fundamental para el control de
infecciones por exposicion a fluidos potencialmente contaminantes. Su uso, con agua
y jabon, previene la exposicion directa de las membranas mucosas a agentes
infecciosos.

e Guantes: Su objetivo es reducir el riesgo de contaminacion de las manos por agentes
bioldgicos, pero no sustituyen las practicas de higiene. Es fundamental realizar el
lavado correcto de las manos antes de la colocacion y después del retiro de los
guantes, ya que no previenen cortes o pinchazos.

e Tapabocas: Debe utilizarse cubriendo por completo la nariz y la boca, desde el
tabique nasal hasta la barbilla, para minimizar la exposicion a aerosoles.

e Batas de laboratorio: Deben emplearse siempre que exista riesgo de que la ropa o la
piel puedan exponerse a fluidos corporales. Para el uso reutilizable, se exige que sean
elaboradas en tela antifluidos de color blanco, con pufio, cuello militar y cremallera,

siendo de uso obligatorio dentro del recinto.

1.10 Técnicas de laboratorio para analisis de las muestras

1.10.1 Medios de cultivo

Un factor clave al seleccionar un medio de cultivo adecuado para aislar, describir e
identificar especies de Phytophthora es la especie especifica con la que se esta trabajando.
Esto se debe a que la eleccion del medio es de suma importancia para lograr resultados
precisos. Un medio de cultivo debe ser especifico para la especie de Phytophthora que se
desea aislar. Por ejemplo, el agar centeno es ideal para especies como P. infestans, P.
ipomoeae y P. mirabilis. Otros medios, como el 3-P y PCH (pimaricina, cloranfenicol,
himexazol), se usan especificamente para aislar P. cinnamomi de suelos y raices.

A nivel de laboratorio se pueden preparar medios de cultivo con ingredientes
disponibles, tales como: agar V8, agar de centeno, harina de avena, agar de zanahoria, frijol
lima y chicharo con sacarosa. Se aconseja probar varios métodos de preparacion para
seleccionar el mas adecuado segun las necesidades de cada laboratorio (Soto et al., 2017) .

El género Phytophthora es dificil de aislar y purificar en medios de cultivo comunes,
por lo que utilizan diversos sustratos organicos para fomentar su crecimiento, esporulacion

y almacenamiento. Estos incluyen: maiz dulce, guisantes, frijoles, avena, jugo V8 y granos
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de cereales, entre otros, sin embargo, entre todos los medios disponibles, el agar de centeno
destaca como el sustrato organico mas utilizado para este fin. Esto se debe a que resulta
especialmente efectivo para promover la esporulacion de P. infestans, lo que facilita su

estudio y conservacion a largo plazo (Ghazanfar et al., 2022).

1.10.2 Técnica de dilucion de suelo

El método de dilucidn en placas es una técnica comun para contar bacterias y hongos
en una muestra de suelo, consiste en mezclar 10 g de suelo con 90 ml de solucion salina para
crear una suspension inicial. Luego, se hacen series de diluciones consecutivas,
generalmente hasta una dilucion final de 0 — 5, que son distribuidos en las cajas petri con
medio de cultivo 100 ul de la solucion (Figura 4). Este medio suele modificarse con
antibioticos para evitar que las bacterias crezcan y compitan con los hongos. Sin embargo,
este método tiene una limitacion importante ya que favorece a los hongos que producen
muchas esporas y crecen rapidamente en el medio de cultivo. Como resultado, subestima la
diversidad de hongos que existen principalmente como micelio activo en el suelo y que no

son tan competitivos en un medio de cultivo rico en nutrientes (Pfenning et al., 2021).
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Figura 4. Diluciones seriadas (Hidalgo et al., 2022)
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1.10.3 Aislamiento a partir de tejido vegetal

Para extraer Phytophthora spp. de una planta enferma, se debe seleccionar
cuidadosamente tejido con una infeccion reciente. Lo ideal es tomar una muestra del borde
de una lesion activa, donde el patdgeno esta creciendo. La muestra de hojas o tallos debe
incluir tanto tejido enfermo como tejido sano. Los trozos de tejido se desinfectan con una
solucion de cloro comercial al 10 % v/v, posteriormente se enjuagan con agua destilada
estéril y se seca con papel absorbente (Reyes et al., 2021).

Utilizando técnicas de esterilizacion y un bisturi esterilizado a la llama, se extrae un
fragmento de tejido de 5 mm cuadrados del borde del area infectada, que se siembra
inmediatamente en un medio selectivo. Las placas se sellan con parafilm y se incuban a 23-
25 °C en oscuridad durante 5-7 dias. Los micelios de Phythopthora spp. recuperados pueden
transferirse a un nuevo medio mediante técnicas estériles (Parada et al., 2021).

Rodriguez et al. (2021) sugieren desinfectar la superficie del tejido vegetal antes de
proceder, este proceso implica sumergir secciones del tejido en etanol al 70% durante un
breve periodo (10-30 segundos). Luego, se enjuagan las secciones con agua destilada estéril
y secan con papel de filtro estéril y por ultimo las secciones se colocan en un medio de

cultivo selectivo para Phytophthora.

1.11 Identificacion morfolégica

Hay varias caracteristicas morfolégicas que son clave para identificar las especies
de Phytophthora, estas incluyen la forma del esporangio, si presenta o0 no una papilacion, si
es caducifolio, y la morfologia del esporangidforo. La identificacion morfologica se realiza

de acuerdo con claves taxondmicas (Gallegly et al., 2008).
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CAPITULO 2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Caracterizacion del area de estudio

El experimento se llevd a cabo en los laboratorios del Centro de Investigaciones
Biotecnologicas (CEB), Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad Estatal Peninsula de
Santa Elena.

Los puntos de muestreo fueron registrados mediante coordenadas, utilizando la
funcionalidad GPS del teléfono movil. Los datos fueron corroboradas con informacion
oficial del Instituto Geografico Militar de Ecuador (IGM, 2025) para establecer la
georreferenciacion, Tabla 4.

Tabla 4. Coordenadas geogréaficas de las zonas muestreadas (IGM, 2025).

Olmedo Latitud Sur 2011"58", Longitud Oeste 79052"59". Se encuentra a una
altitud aproximada de 4 metros sobre el nivel del mar, dado que se ubica
en el casco urbano de Guayaquil.

Manglaralto Coordenadas geograficas 01°50°29” latitud sur, 80°44°24” longitud
oeste, a una altura de 12m.s.n.m; topografia plana con pendiente menor
al 1 %.

El Tambo El Tambo cuyas coordenadas geograficas son: Latitud Sur 02°17°02”,
Longitud Oeste 80°51°27”, a una altitud aproximada de 5 metros sobre
el nivel del mar.

Chanduy Latitud Sur 02°24°05.3”, Longitud Oeste 80°41°07.4”, a una altitud
aproximada de 12 metros sobre el nivel del mar.
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Figura 5. Ubicacion de las fincas muestreadas.
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2.2 Condiciones edafoclimaticas de las fincas muestreadas

2.2.1 Olmedo

El clima predominante es Tropical Monzonico, caracterizado por temperaturas
medias anuales elevadas, entre 25 y 27 °C, y una alta humedad relativa constante,
intensificada durante la estacion lluviosa. Los suelos son sustancialmente franco-arcillosos
a arcillosos, derivados de depdsitos aluviales. Esta composicion textural, junto con la
topografia plana, causa una baja permeabilidad y drenaje deficiente. En consecuencia, la
saturacion hidrica del suelo es frecuente durante los periodos de alta pluviosidad (Moreno et
al., 2013).

2.2.2 Manglaralto

Segun el Gobierno Auténomo Descentralizado (GAD, 2023), el clima de la provincia
de Santa Elena es, en general, seco y arido, pero se distingue por tres zonas climaticas. El
clima tropical himedo se localiza en la Cordillera Chongdn-Colonche, fuente de rios como
el de Manglaralto. La franja costera presenta un clima tropical seco. Finalmente, el clima
tropical de sabana, que cubre la mayor parte de la provincia (valles y zonas bajas), se
caracteriza por largos ciclos secos donde las precipitaciones se concentran exclusivamente

entre febrero y marzo, adaptando la vegetacion a la sequia.

2.2.3 El Tambo

El Tambo presenta un clima arido calido (BWh), caracterizado por temperaturas altas
durante todo el afio, escasas precipitaciones. Presenta estacion seca (junio a noviembre),
calida y ligeramente lluviosa (diciembre a mayo). La temperatura promedio anual en la
provincia es de alrededor de 23.1 °C. la alta humedad relativa provoca que la sensacion

térmica percibida sea mas alta que la temperatura real registrada (Morales, 2014).

2.2.4 Chanduy

Segun el Gobierno Autonomo Descentralizado Parroquia Rural (GADPR, 2019) en
la Parroquia Chanduy, se pueden identificar tres tipos de clima: Clima arido que se
caracteriza por la falta de agua y temperaturas calidas, clima seco, similar al arido, con poca
agua y altas temperaturas, clima subhimedo en el que predomina la deficiencia de agua
durante la estacion seca, y las temperaturas son calidas. El clima en la Parroquia Chanduy

es principalmente calido, con una temperatura promedio anual de 23.7 °C.
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2.3 Materiales, equipos y reactivos

231

Para la investigacion se utilizaron los siguientes materiales y equipos:

Material de campo para colecta de muestras

Palas

Guantes

Fundas herméticas
Rotuladores

Tijeras

Material de laboratorio

Cajas Petri (desechable y vidrio) e Mecheros

Pinzas o Cinta parafilm 4 x 125 FT
Vidrio reloj e Cubrey porta objetos
Bisturi e Espatula

Vasos de precipitacion e Asa de platino
Agitadores

Matraz

Equipos de laboratorio

Contador de colonias
Autoclave

Incubadora
Microscopio

Camara de flujo laminar
Balanza

Calentador

Reactivos para medios de cultivo

Azul de lactofenol
Agua destilada

Medio de cultivo PDA
Alcohol al 95 %
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e Sabouraud Dextrosa Agar
e Agar Centenoy V8
e NaCl

2.4 Tipo de investigacion

El disefio de la investigacion se baso en un enfoque descriptivo, dentro de un marco
de investigacion bésica y exploratoria (Guevara, 2020), ya que se enfoca en la
identificacion y caracterizacion del género Phytophthora spp. a partir de muestras
recolectadas en cuatro fincas especificas en la provincia de Santa Elena. Ademas, esta
investigacion se encuentra directamente vinculada a un proyecto denominado “Elicitores,
crecimiento y desarrollo de especies hortofruticolas en condiciones de estrés bidtico y
abiotico” el cual tiene como objetivo evaluar la interaccion entre los microorganismos del
suelo y los compuestos bioactivos que estimulan la resistencia vegetal. De esta manera, el
presente trabajo contribuye a la fase inicial de diagndstico de patégenos que afectan al

cultivo de tomate.

2.5 Metodologia empleada en la investigacion

El proceso completo de identificacidn de los aislamientos fungicos se llevo a cabo
conforme a la secuencia metodoldgica descrita por Guanoquiza et al. (2025). Dicha

metodologia se esquematiza en la Figura 6.

Muestras: suelo y
tejido vegetal

|

Caracterizacion Macroscopicas: Color , textura,
morfoldgica didmetro y forma de la colonia

Microscépica: Micelio, estructuras de S Purificacion: medio Agar Centeno,
reproduccion, etc. medio V8, PDA

Muestreo — 4 Fincas —— Intencional ——

v

Aislamiento —>

Figura 6. Diagrama metodoldgico de la identificacion morfologica de hongos
fitopatdgenos en cultivos de tomate en la provincia de Santa Elena.
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2.5.1 Recoleccion de muestras de suelo y tejido vegetal

La Tabla 5 detalla el origen y la cantidad de las muestras de suelo y tejido vegetal
recolectadas. De cada finca se recolectaron 5 muestras de suelo y 5 de tejido vegetal, lo
que resultd en un total de 40 muestras para el analisis.

Tabla 5. Recoleccion de muestras de suelo y tejido vegetal

LUGAR FINCA MUESTRA
Suelo Tejido vegetal
Olmedo “Hermanos Lindao” 5 5
Manglaralto "Centro de Apoyo Manglaralto 5 5
(UPSE)"
El Tambo "Don Cacao" 5 5
Chanduy “Don Jorge” 5 5

2.5.2 Muestreo de tejido vegetal

Se recolectaron muestras de plantas que presentaban lesiones (sintomas de
enfermedades flngicas) principalmente de hojas y tallos. Las herramientas utilizadas
fueron previamente desinfectadas antes de cada toma de muestra. Posteriormente, las
muestras se colocaron en bolsas herméticas, que fueron rotuladas y transportadas en
laboratorio para su procesamiento, acorde a las recomendaciones de diversos autores (Soto
etal., 2017).

2.5.3 Muestreo de suelo

Para el muestreo de suelo, se tomaron cinco muestras en las zonas donde las plantas
presentaban sintomas visibles. Utilizando una pala desinfectada, cada muestra se extrajo a
una profundidad de 20 cm. Posteriormente, se guardaron en bolsas herméticas que fueron
rotuladas y transportadas en laboratorio para su andlisis, considerando las recomendaciones
de AGROCALIDAD, (2023).

2.5.4 Manejo del experimento en laboratorio

2.5.5 Esterilizacion de materiales

La esterilizacion de los materiales de vidrio y otros implementos de laboratorio, que
incluyen fiolas, varillas de vidrio, vasos Beacker, tubos de ensayo y cajas Petri, se realizo
mediante el proceso de autoclave (Gomez, 2024).
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2.5.5.1 Preparacion del medio Agar Centeno

Inicialmente se pesaron 30 g de grano de centeno y se colocaron en un matraz de
1000 ml, el grano se cubrio con agua destilada (aproximadamente dos cm por encima del
del nivel del grano) se dejé en remojo por 24 horas para su hidratacion. Al concluir el
remojo el liquido se separd y se reservo. El grano hidratado fue sometido a ebullicion
durante una hora, con adiciones de agua destilada para mantener constante el nivel de
inmersion. Posteriormente el grano cocido se exprimié manualmente mediante un lienzo
para maximizar la extraccion del liquido. El extracto obtenido se mezcld con el liquido
reservado del remojo, se midio el volumen total y se enrasé a 0.5 L con agua destilada.
Finalmente, la solucion se traspasd en un matraz, se le afiadié 10 g de azucar, y 7.5 g de
bactoagar. Finalmente se esterilizd (Chiquito, 2015).
2.5.5.2 Medio Sabourand

Se pesaron 65 g de Agar Sabouraud Dextrosa y se suspendieron en 1000 ml de agua
destilada. La solucién se mezcld de manera uniforme y se calentd con agitacion constante
hasta la completa disolucion del polvo. Posteriormente, el medio se esteriliz6 en autoclave

para su uso posterior (Sagar, 2023).

2.5.6 Medio PDA (Potato Dextrosa Agar)

Para la preparacion del medio PDA, se pesaron 39 gy se suspendieron en 1000 ml
de agua destilada. La mezcla se transfiri a un matraz Erlenmeyer y se calent6 con agitacion
constante en una estufa hasta la completa disolucion del polvo. Posteriormente, se esterilizo

en autoclave a 121 °C y 15 psi de presion durante 15 minutos (Sagar, 2022).

2.5.7 Medio V8

Para la preparacion del medio V8 se mezclaron 200 ml del Jugo V8 y 800 ml de
agua destilada, resultando en un volumen total de 1000 ml. Posteriormente la mezcla fue
suplementada con 15 g de agar y se adicionaron 2 g de carbonato de calcio, la solucion fue

calentada y agitada hasta alcanzar la homogeneizacién. (Harethi et al., 2024).

2.5.8 Aislamiento de tejido vegetal

El tejido de la muestra se cortd en trozos y se desinfectd con alcohol, luego se
enjuagd con agua destilada estéril y se seco con papel absorbente estéril. Utilizando un
bisturi esterilizado a la llama, se extrajeron fragmentos de tejido de 5 mm, los cuales se

transfirieron a las placas Petri que contenian el medio de cultivo. Se realizaron tres
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repeticiones por cada muestra. Finalmente, las placas se sellaron, rotularon e incubaron a

25°C en oscuridad durante siete dias (Parada et al., 2021).

2.5.9 Aislamiento de muestras de suelo

Para el analisis de las muestras de suelo, se prepararon 200 ml de solucién salina.
De esta solucion, se utilizaron 90 ml para mezclar 10 g de suelo, y los 110 ml restantes se
distribuyeron en tubos de ensayo, con 9 ml en cada uno.

Posteriormente, se realizaron diluciones seriadas (10" a 10-°). Con una micropipeta,
se tomaron 1000 ul de la solucion de suelo y se agregaron al primer tubo de ensayo
(dilucion 1072). Después de 5 minutos de reposo, se extrajeron 1000 pl del primer tubo y se
transfirieron al segundo (dilucion 107%), y asi sucesivamente hasta alcanzar la dilucion 10
5.

Finalmente, se sembraron las diluciones en cajas de Petri con los medios de cultivo
Agar Centeno, Sabourand y PDA realizando tres repeticiones por cada dilucion. Luego se

rotularon e incubaron a 25°C por siete dias (Pfenning et al., 2021).

2.5.10 Identificacion morfolégica

Tras siete dias de incubacion, se realizaron las observaciones al microscopio, una
vez que se obtuvo un crecimiento visible de colonias, cuyo conteo se efectué con un
contador de colonias. Para la preparacion de las muestras, se tomé un pequefio fragmento
de cada colonia, empleando palillos estériles; luego se colocd en un portaobjetos agregando
azul de lactofenol para la tincion. Posteriormente, se puso el cubreobjetos y se observo
cada muestra con los objetivos de 40x (Perero, 2024).

La identificacién de los hongos se realizd6 basandose en sus caracteristicas
morfoldgicas, utilizando las claves de Finch (1974) y Gallegly et al. (2008). Ademas, se
fotografiaron las estructuras observadas y se compararon con bases de datos visuales
utilizando una herramienta de inteligencia artificial ChatGPT (2025). Finalmente, las
colonias que se identificaron como el hongo patégeno fueron transferidos a los medios

Agar centeno, V8 y PDA para obtener cultivos axénicos.

2.5.11 Purificacion

Para la purificacion de las colonias de hongos aislados se extrajo una porcion de
micelio con un asa de platino esterilizado a la Ilama, el micelio fue colocado en cajas Petri

con nuevo medio de cultivo Agar centeno, V8 y PDA. Esto se realizo con el fin de evitar
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contaminantes. El procedimiento se realiz6 de dos a tres veces hasta obtener aislamientos
puros. Las placas fueron rotuladas e incubadas en oscuridad a 25°C por siete dias (May,
2022).

2.5.12 Inoculacién de frutos de pera

Para fomentar la esporulacién del patdgeno, se inocul6 en frutos de pera, siguiendo
la metodologia sugerida por Drenth et al. (2004). El procedimiento consistié en hacer un
corte triangular en la pulpa del fruto, retirar un fragmento de tejido y colocar dentro de la
cavidad 20 pl del hongo. Los frutos inoculados se mantuvieron en una camara himeda
hasta que aparecieron los primeros sintomas o estructuras del hongo patogeno a los tres

dias de inoculado.

2.6 Parametros evaluados

2.6.1 Presencia/ausencia de Phytopthora spp. en medios de cultivo utilizados

La presencia/ausencia de Phytophthora spp. en los medios de cultivo se evalud
como un parametro cualitativo, mediante la observacion del crecimiento (1) o no
crecimiento (0) de colonias caracteristicas del género en los distintos medios utilizados.
Esta variable permite determinar la efectividad del medio de cultivo para el aislamiento del

patdgeno y su distribucion en las muestras analizadas (Caggiano et al., 2020).

2.6.2 Caracteristicas macroscépicas

Para la descripcién de las colonias, se evaluaron el color, textura y forma. Es
importante destacar que tanto el color como la forma de la colonia pueden variar

dependiendo del medio de cultivo utilizado, como lo sefialan (Drenth et al., 2013).

2.6.3 Caracterizacién microscopica

Para la identificacion, se evaluaron las estructuras morfoldgicas de los aislamientos
en el microscopio. Las caracteristicas observadas se compararon con las descripciones de
las claves taxonomicas de Finch (1974) y Gallegly et al. (2008). Para confirmar la
capacidad patogeénica de los aislamientos y forzar la esporulacion, se empleo la técnica de
inoculacién en fruto. Segun Sanchez (2020), esta metodologia es esencial para la
identificacion taxonémica de Phytophthora spp. al inducir la formacion de sus estructuras

reproductivas.
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2.6.4 Porcentaje de presencia de Phytophthora spp. en las zonas muestreadas

Para determinar el porcentaje de presencia del patdgeno en las fincas muestreadas,
se procedio al conteo total de Unidades Formadoras de Colonia (UFC) del patdgeno en
relacion con el total de UFC aisladas en las placas de cultivo, de acuerdo a lo descrito por
Acasa et al. (2017). El porcentaje de presencia en las muestras se calcul6 aplicando la
siguiente formula:

Unidades de Phytophthora
Unidades totales aisladas

%Presencia = ( ) X 100

2.7 Analisis estadistico de los resultados

El analisis de los resultados se realizd mediante la aplicacion de pruebas
dicotomicas de presencia-ausencia del patdégeno en los medios de cultivo y la
cuantificacion del patdgeno, para generar mapa de su porcentaje de presencia en las fincas
muestreadas. Adicional a esto se realizo el conteo de Unidades formadoras de Colonias
(UFC) general de los diferentes hongos aislados en cada zona, diferenciando entre las
muestras de tejido vegetal y suelo. Todos los datos obtenidos fueron tabulados y procesados

en la hoja de calculo Microsoft Excel.
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CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Aislamiento del género Phytophthora spp.

La deteccion preliminar y el aislamiento del género Phytophthora spp. se realizaron
empleando los medios de cultivo agar centeno, V8, Sabourand y PDA. La presencia o
ausencia del patdgeno se estableci6 a partir de la evaluacién macroscopica del desarrollo
micelial, considerando patrones de crecimiento, textura y morfologia compatibles con
colonias caracteristicas del género.

Los resultados de esta evaluacion dicotomica (presencia/ausencia) en los distintos
medios de aislamiento se resumen en la Tabla 6. En el medio agar centeno no se registro
crecimiento de Phytophthora spp., lo cual podria atribuirse a una baja carga del in6culo
presente en las muestras de suelo y tejido vegetal, el agar centeno es menos nutritivo en
azlcares simples, puede no haber proporcionado las condiciones energéticas para
establecerse antes de que los hongos filamentosos, que crecen con dietas mas variadas, lo
superaran. Una situacion similar se observd en el medio V8, tampoco se detectd desarrollo
del patégeno, es probable que los hongos contaminantes como Penicillium sp. y
Aspergillus sp., que tienen una alta tasa de crecimiento y esporulacion colonizaron la placa
primero, agotando los recursos y liberando posiblemente metabolitos que inhibieron el
desarrollo posterior de Phytophthora spp.

Los resultados mencionados anteriormente, difieren con Harethi et al. (2024)
quienes en un estudio compararon los medios agar centeno y V8, y obtuvieron que el medio
agar centeno fue mas efectivo que el V8 para promover el maximo crecimiento micelial de
Phytophthora spp., evidenciando que la eficiencia de cada medio puede variar en funcion
del origen del aislado, la fisiologia del micelio y la presencia de microorganismos
competidores.

Con respecto al PDA si hubo presencia del patdgeno tanto de muestras de suelo
como tejido vegetal, esto se logré debido a que este medio tiene un alto contenido de
dextrosa entre sus componentes lo que proporciond una fuente de energia para que el hongo
pudiera establecerse, si bien también hubo presencia de otros hongos, permitié que
Phytophthora se desarrollara lo necesario para ser identificado y purificado.

Lo resultados del presente ensayo, son contrarios a lo observado por Gonzales et
al. (2014) quienes en su estudio sobre el efecto de diferentes medios de cultivo sobre
desarrollo de Phytophthora, obtuvieron que las cepas de Phytophthora spp. crecian a
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mayor velocidad en medios como berenjena cacao y tomate, mientras que en PDA tardaban
mucho mas tiempo en alcanzar el borde de la placa.

Con respecto al medio Sabourand, la presencia del patégeno en el suelo sugiere la
viabilidad de las estructuras de resistencia presentes en la muestra edafica, y su ausencia
en el tejido vegetal podria indicar que la carga de indculo en el tejido era demasiado baja

para competir en ese sustrato.

Tabla 6. Presencia (1) o ausencia (0) de crecimiento del patdgeno en diferentes
medios de cultivo.

Medios de cultivo Tejido vegetal Suelo
Agar centeno 0 0
Medio V8 0 0
PDA 1 1
Sabourand 0 1

3.1.1 Purificacion de Phytophthora spp.

Para la purificacion de Phytophthora, se utilizaron los medios de cultivo V8 (Figura
7), agar centeno (Figura 8) y PDA. Tanto el agar centeno como el medio V8, aunque son
medios selectivos especifico para el patégeno, no promovieron un desarrollo adecuado de
Phytophthora. El crecimiento fungico fue extremadamente lento.

Contrario a Ghazanfar et al. (2022), quienes en su estudio sobre la morfologia el
crecimiento de Phytophthora en diferentes medios de cultivo, determinaron que el agar

centeno favorece la mayor esporulacion del patégeno, seguido del medio de a base de

harina de maiz.

Figura 7. Phytophthora spp. en medio de cultivo V8 a los 7 dias después de incubacion.

21



Figura 8. Phytophthora spp. en medio de cultivo Agar Centeno después de 7
dias de incubacion.

Por otro lado, el medio PDA (Figura 9) evidencié un desempefio superior, al
promover un crecimiento uniforme de las colonias de Phytophthora. Aunque este medio
no es especifico para el patdgeno, su formulacion rica en nutrientes permitié un desarrollo
continuo, lo que facilito su purificacion.

A diferencia de lo registrado por Pérez et al. (2019) quienes evaluaron la dindmica
de crecimiento de Phytophthora en medios de cultivos alternativos y obtuvieron que el
PDA fue el medio nutritivo en el que se registraron las tasas de crecimiento més bajas.

A . B . C ‘
Figura 9. Crecimiento de Phytophthora spp. en medio PDA a 7 dias después

de incubacién. A. Didmetro 44.42 mm. B. Didmetro 59.98 mm. C.
51.99 mm.
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3.2 ldentificacidon de Phytopthora spp.

A nivel macroscopico, las colonias a los 14 dias evidenciaron un crecimiento rapido
con una textura algodonosa, con circunferencias concéntricas, con patron rosaceo y bordes
regulares (Tabla 7). Estos rasgos morfoldgicos son caracteristicos del género, lo que facilita
su diferenciacion frente a otros patdgenos fungicos. Estos resultados son similares a lo
observado por Aristizdbal et al. (2015) al encontrar que los aislados de Phytophthora
mostraron un crecimiento algodonoso no muy elevado, con circunferencias concéntricas
gue a medida que maduraba eran menos visibles hasta que la colonia quedaba algodonosa
sin evidencia de circunferencia. De igual forma, coincide con Harethi et al. (2024)
observaron que las colonias de Phytophthora tras 14 dias de inoculacion presentaron un
micelio blanco y algodonoso en las placas petri.

De igual forma, los resultados son coincidentes con los observado por Sharma et al.
(2018) quienes mostraron que el crecimiento de las colonias de Phytophthora en medio
PDA presentaban colonias circulares con un patron rosaceo, y concuerda con los Cedefio
et al. (2020) quienes en su investigacién sobre la caracterizacion de Phytophthora,

observaron la presencia de patrones de colonias algodonosos con borde regular.

Tabla 7. Caracterizacion macroscopica de los aislados de Phytophthora spp.

Diametro 82.25 mm Didmetro 84.26 mm Didmetro 88.82 mm
Color blanco Color blanquecino Color blanco, densa,
Margen ligeramente ondulado Textura algodonosa y Textura esponjosa
Textura algodonosa de aspecto densa, margen Margen definido y
esponjoso y denso. irregular regular, extendiéndose
Presenta anillo concéntricas radialmente.

bien marcadas.

A nivel microscépico, la observacion de hifas cenocitica y esporangios limoniforme

con una pépila distintiva confirma la identidad de los aislamientos como pertenecientes al

23



género Phytophthora (Tabla 8). La variabilidad en el tamafio y la forma de la colonia,
aunque dentro de los rangos esperados, puede ser atribuida a la diversidad genética entre
las cepas aisladas de diferentes fincas o la adaptacion a las condiciones especificas del
sustrato.

Los resultados son similares a Ghazanfar et al. (2022) quienes en su investigacion
sobre la caracterizacion de Phytophthora observaron que las colonias mostraron un anillo
blanco concéntrico en la colonia algodonosa. Y a nivel microscépico mostraron un micelio
hialino, ramificado y cenocitico. De igual forma, Sdnchez (2020) observo que sus aislados
de Phytophthora presentaban un micelio continuo, esporangios papilados, con forma
limoniforme terminales y caducos. Y concuerdan con Cardenas et al. (2021) quienes en su
investigacion sobre el aislamiento de Phytophthora spp. observaron que los aislados
desarrollaron esporangios ovoides papilados, esporangios simples (sin proliferacion), sin
presencia de hinchamientos en las hifas.

Tabla 8. Caracterizacion microscopica del género Phytopthora spp.

Hifas hialinas, aseptadas y Hifas hialinas, no septadas, Hifas hialinas, no tabicadas,
ramificadas irregularmente. y de pared delgada, ramificacion de forma

Esporangio ovoide con esporangio presenta una irregular. Esporangios
pedicelo corto pequefia protuberancia limoniforme papilado.
apical

3.2.1 Inoculacién de Phytophthora spp. en fruta de pera

Los resultados de la inoculacién confirman la capacidad de los aislados de
Phytophthora spp. para inducir sintomas en frutos de pera, donde se pudo observar lesiones
color café oscuro con desarrollo de un micelio algodonoso blanquecino a los tres dias post-
inoculacioén (Figura 10).
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Similar a lo mencionado por Vélez et al. (2008) quienes inocularon al patdgeno en
frutos de pera y observaron que el tejido alrededor del sitio de inoculacion se torno de color

café oscuro, completamente acuoso y con proceso de descomposicion rapida.

Figura 10. Presencia de micelio algodonoso, blanquecino y lesién marrén
oscuro con borde irregular y progresivo.

En la figura 11 se muestran las estructuras reproductivas del patégeno, la presencia
de hifas hialinas y ramificadas, junto con esporangios de diversas formas (globosos y
elipsoides), asi como la liberacion de zoosporas, son caracteristicas taxondmicas distintivas
de Phytophthora. La capacidad de los esporangios para ser caducos es un rasgo clave que
contribuye a la rapida dispersion del patdgeno a través del agua.

Esto concuerda con Vélez et al. (2008), quienes evaluaron y cuantificaron las
estructuras de Phytophthora inoculando el patdégeno en frutos de pera, pimentdn y papaya,
y determinaron que la mayor formacion de esporangios se registro en los frutos de pera. Y
similar a Reyes et al. (2021), al caracterizar a nivel morfoldgico los aislados de

Phytophthora 'y observar esporangios de forma ovoide, globosos y caducos.
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Figura 11. Estructuras reproductivas asexuales de Phytophthora spp.: A. Hifas hialinas
y ramificadas; B. Esporangios globoso no papilados; C. Esporangio elipsoide
semipapilado; D. Esporangio caduco; E. Liberacion de zoosporas.

3.3 Fincas muestreadas con presencia de Phytophthora spp.

El porcentaje de presencia de Phytophthora spp. en las fincas muestreadas se
presentan en la Figura 12. En la Finca 1 que corresponde a los “Hermanos Lindao” en
Olmedo, se registr6 una ausencia total del patdgeno, esto puede deberse a factores
ambientales o edaficos limitantes que impiden el establecimiento y supervivencia del
patdgeno o la falta de indculo primario en el area, el cual ha evitado la infeccion a pesar
del manejo hidrico inadecuado.

Con respecto a la Finca 2 “Centro de Apoyo Manglaralto (UPSE)” hay una
presencia notable en tejido vegetal pero baja en el suelo, esto indica que el inoculo residente
en el suelo es bajo y probablemente no es la principal fuente de infeccion. La mayor
presencia en tejido vegetal indica que la infeccion es principalmente aérea, proveniente de
esporangios dispersados por el viento o lluvia.

Esto concuerda con Ortiz et al. (2022) quienes en su estudio sobre el efecto del
clima en relacién con el tizén tardio, confirman que Phytophthora spp. puede utilizar
medios abidticos para su rapida diseminacién aérea.

En la Finca 3 “Don Cacao” en ElI Tambo, fue la que mas presencia del patdgeno,

tanto en suelo como en tejido vegetal, pero el suelo fue el que tuvo mayor presencia, lo que
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es un indicador de una elevada carga de inoculo residente. Estos resultados concuerdan con
los hallazgos de Gallegly et al. (2008), quienes identificaron el suelo como el principal
reservorio de inoculo de este patégeno. Cabe mencionar que, a diferencia de las demas
zonas muestreadas, el manejo de las plantas en EI Tambo se realizaba sin tutorado (Tabla
9), lo que promueve el contacto directo entre las partes de la planta y el suelo contaminado,
facilitando la infeccion.

El porcentaje de plantas asintomaticas indica que las plantas presentan infecciones
latentes, esto indica que el patégeno ha logrado colonizar los tejidos, pero el desarrollo de
la enfermedad se encuentra detenido o ralentizado por factores externos o por las propias
defensas de la planta. No obstante, esta colonizacion asintomatica representa un elevado
riesgo potencial, ya que el hongo puede estar como micelio latente o presentar sus
estructuras de supervivencia como clamidosporas que al presentar condiciones favorables
las activarian.

Esto concuerda con Volynchikova et al. (2022) quienes sefialan que Phytophthora
spp. puede sobrevivir en el tejido o en el suelo y activarse rapidamente para causar sintomas
severos cuando se presentan condiciones de alta humedad y temperaturas favorables.

Con respecto a la Finca 4 “Don Jorge” en Chanduy, aunque el inoculo esté presente
en el suelo, algo esta inhibiendo su capacidad para infectar, a pesar de la presencia de
inoculo en el suelo, esto puede ser por la competencia microbiana que existe en el suelo.
Estos resultados concuerdan con Reis et al. (2023) quienes indican que la microbiota del
suelo influye en la presencia activa de Phytophthora spp., al ejercer presion competitiva
sobre el patégeno.
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Figura 12. Presencia de Phytopthora spp. en las cuatro fincas muestreadas de diferentes
zonas de la provincia de Santa Elena.

3.3.1 Caracteristica general del cultivo en las fincas muestreadas

La Tabla 9 sintetiza las caracteristicas generales y de manejo agronémico de los

cuatro predios incluidos en el muestreo. La informacién fue recopilada mediante

observacion directa en campo y mediante preguntas hacia los productores de cada zona,

permitiendo obtener datos cualitativos sobre las practicas implementadas.

Tabla 9. Caracteristica general de las fincas muestreadas.

Fincas Variedad Tutorado

Observaciones

“Los Micaela  Por
Hermanos espaldera
Lindao”

“Centro de - Por estaca

Apoyo

Manglaralto
(UPSE)”
“Don Cacao” Floradade Sin
tutorado

“Don Jorge” Sheila Por
espaldera

El cultivo se encontraba en fase de floracion, el
sistema de riego era por goteo. Se observaron
zonas con suelo saturado, evidenciando problemas
de drenaje, Hubo presencia de problemas fangicos
por Fusarium, y su control se basaba en la
aplicacion de fungicidas.

El cultivo presentaba dafios por insectos y
sintomas de enfermedades flngicas.

El cultivo estaba en fase de fructificacion, con
sistema de riego por goteo, aplicaban fungicidas
una vez por semana como preventivo.

El cultivo estaba en fase vegetativa. Se utiliza el
sistema de riego por goteo.
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3.4 Conteo de colonias

La Figura 13 presenta el recuento promedio de Unidades Formadoras de Colonias
(UFC) obtenidos a partir de muestras de tejido vegetal y muestras de suelo en las cuatro
fincas muestreadas. Se observa que la mayor cantidad de Unidades Formadoras de
Colonias se registro en la Finca 4, tanto en las muestras de tejido vegetal (124 UFC) como
en las de suelo (290 UFC). En contraste, la Finca 2 mostr6 el menor nimero de UFC en
muestras de tejido vegetal. La mayor cantidad de UFC se encuentran en el suelo, esto es
debido a la disponibilidad de recursos.

Los resultados encontrados concuerdan con Qian et al. (2019) al indicar, que la
mayor disponibilidad de recursos en el suelo impulsa la proliferacion y abundancia de

comunidades microbianas, incluyendo patégenos fungicos y oomicetos.

UFC

= T.VEGETAL M.SUELO

290

139
157
142
124
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~ (2]
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Figura 13. Cuantificacién de Unidades Formadoras de Colonias en las cuatro
fincas muestreadas de diferentes zonas de la provincia de Santa
Elena.

3.4.1 Identificacién de otros hongos encontrados en las fincas muestreadas

Los aislamientos se agruparon segun su rol ecolégico predominante, identificando
patdgenos, saprofitos y benéficos.

Se identificaron tres géneros de hongos considerados fitopatdgenos debido a su
potencial para causar enfermedades significativas en el cultivo: Fusarium sp. Rizoctonia
sp. y Alternaria sp. (Figura 14). Con respecto al género Fusarium en las placas tuvo una
colonia color pdrpura con textura algodonosa. Por su parte, Alternaria sp, mostré hifas

septadas con conidios de color oscuro y ovalados.
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Similar a Guanoquiza et al. (2025) quienes en sus aislamientos fangicos de
Fusarium sp. realizados en medio de cultivo PDA mostraron un crecimiento micelial denso
con textura algodonosa, inicialmente de tonalidad blanco-purpura.

Concuerda con Matas et al. (2022) que los aislados de Alternaria sp. mostraron
hifas hialinas septadas y con conidios de forma ovalada a oblonga, transversalmente
septados con tres a cinco divisiones, con color oscuro cuando estan maduros.

Ormefio (2024) indica que varias especies de Alternaria son patogenas de plantas
produciendo frecuentemente manchas foliares.

Los hongos: Rhizopus sp. Aspergillus sp. y Penicillium sp. se clasificaron
principalmente como saprofitos (Figura 15) ya que su presencia en el campo esta asociada
a la revision de materia organica y pueden actuar como patdgenos oportunistas
especialmente en post-cosecha.

Esto corrobora con Ormefio (2024) en su investigacion sobre los hongos
fitopatdgenos, el cual sefiala que Rhizopus sp. se encuentra en suelo y vegetacion en
descomposicion, generalmente son saprdéfitos, provocando pudriciones post-cosecha de
productos agricolas. Con respecto a Penicillium sp. indica que tiene gran importancia en
conservacion de productos, por el deterioro que produce en vegetales almacenados,
también puede ejercer accidn preventiva de enfermedades en plantas, entre otros, por
inducir resistencia sistémica.

El mismo autor indica que los géneros de Aspergillus sp. se dispersan por corrientes
de aire y se encuentran en todo el mundo en diferentes habitats, particularmente en suelo y
desechos vegetales.

También se identifico la presencia de Trichoderma sp. (Figura 16) reconocido por
su funcion como agente biocontrolador, ya que contribuye a la sanidad del suelo mediante
mecanismos de micoparasitismo y antagonico de patogenos de la rizosfera. Este presentd
una coloracion verdosa en el centro de las placas.

Similar a Matas et al. (2022) quienes caracterizaron a nivel morfoldgico el género
Trichoderma sp. y obtuvieron que el aislado presenté micelio blanco de consistencia
esponjosa que se extendié por toda la placa, dos o tres anillos concentricos, con color
amarillo e indicaron que diversas especies tienen la capacidad de actuar como antagonistas

de patdgenos mediante micoparasitismo, antibiosis y competencia por espacio y nutrientes.
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Figura 14. Fotografia macro y microscépicas de los hongos fitopatdgenos aislados. A
Colonia de Fusarium sp. color ligeramente violaceo, margen redondo,
colonia lanosa; B. Macroconidios en forma de medialuna, hialinos y septados
de Fusarium sp; C. Colonia de Rhizoctonia sp. color marron oscuro; textura
algodonosa; D. Hifas largas, gruesas y septadas, color marrén claro de
Rhizoctonia sp; E. Colonia de Alternaria sp. color marrdn, textura
algodonosa; F. Micelio color oscuro; hifas septadas; conidiéforos septados
de color oscuro ramificados; conidios grandes en forma de maza con
divisiones longitudinales.
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Figura 15. Fotografia macro y microscopica de hongos saprofitos aislados. A. Colonia
de Penicillium sp. colonias planas con aspecto aterciopelado; B. Hifas
septadas; conidiéforos en forma de pincel; fidlides rectas y paralelas; C.
Colonia de Aspergillus sp. colonia algodonosa, de color blanco y el centro
café oscuro; D. Vesicula esporifera globosa, fialides radiales, conidios
redondos en cadena, conidioforo largo y liso; E. Colonia algodonosa, color
amarillo; F. Hifas cenociticas conidiéforos, esporangios globosos.

Figura 16. Fotografia macro y microscopica de Trichoderma sp. A. Color verde oscuro
en el centro y blanco en los extremos, textura lanuda; B. Hifas hialinas, finas
y ramificadas; conidioforos ramificados de manera irregular
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones
El aislamiento del género Phytophthora spp. se obtuvo al utilizar los medios PDA

y Sabouraud que permitieron un crecimiento satisfactorio de las colonias.

El género Phytophthora spp. fue identificado mediante la caracterizacion
morfoldgica. Las estructuras microscopicas observadas, incluyendo hifas cenociticas y
esporangios limoniformes con pépila, son consistentes con las claves taxondmicas y

confirman la identidad del patdgeno aislado.

El analisis de las muestras recolectadas en la provincia de Santa Elena permitio
identificar las fincas con mayor presencia de Phytophthora spp., se determind que en la
Finca “Don Cacao” hubo un mayor porcentaje de presencia de Phytophthora spp., tanto en
muestras de suelo (12%) como en tejido vegetal (10.2%). Esto lo establece como la zona
con mayor riesgo del patégeno. En la tres fincas donde se detecté el patgeno, la presencia
fue superior en las muestras de suelo en comparacion con el tejido vegetal, lo reafirma que

el suelo acttia como el principal reservorio de indculo en el sistema de cultivo.

Recomendaciones

e Estandarizar el uso del medio PDA (Potato Dextrosa Agar) suplementado con

agentes selectivos para el diagndstico de campo.

e Se recomienda la identificacion de Phytophthora spp. a nivel de especie debido a

que la virulencia y el rango de hospedantes varian entre especies.

e Realizar evaluaciones de la resistencia de las variedades de tomate cultivadas en la

zona frente a los aislados de Phytophthora spp.
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FIGURA 10A. Cultivo de tomate variedad
Tambo. Floradade.
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FIGURA 13A. Jugo V8 utilizado para la FIGURA 14A.PDA tilizado para la
preparacion del medio de cultivo. preparacion de los medios de

cultivo.

FIGURA 15A. Medio Sabourand Dextrosa FIGURA 16A. Preparacion de medios de
Agar. cultivo.



FIGURA 17A. Siembra de suelo en medio FIGURA 18A.Siembra de tejido vegetal
de cultivo Agar Centeno. en medio de cultivo Agar
Centeno.
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FIGURA 19A. Reactivo utilizado para la FIGURA 20A.Libro de Claves
tincion de los hongos. taxondmicas de hongos.



FIGURA 22A. Medicion del diametro de
las colonias de Phytophthora

spp.

FIGURA 23A. Purificacion de aislados de FIGURA 24A. Conservacion de aislados
Phytophthora spp. de Phytophthora spp.
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