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Aislamiento, caracterizacién cultural y morfolégica de aislados monospoéricos
del agente causal del moho gris de la hoja de Solanum lycopersicum L. en la

provincia de Tungurahua
Isolation, cultural and morphological characterization of monosporic isolates of the causative
agent of gray mold on the leaf of Solanum lycopersicum L. in the province of Tungurahua.
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Resumen: Una de las enfermedades fungicas mas frecuentes en Ecuador, que afecta al cultivo de tomate es el moho
gris de la hoja, causado por el hongo ascomiceto Passalora fulva (Cooke) U. Braun & Crous, cuyo estado anamorfo
corresponde a Cladosporium fulvum. La investigacion tuvo el propdsito de obtener aislados monospoéricos a partir de
hojas de tomate con signos del moho gris y caracterizarlos cultural y morfolégicamente. La investigacion se realizo en la
provincia de Tungurahua donde se tomaron muestras en ocho cantones. Se obtuvieron 80 aislados monospéricos de C.
fulvum a partir de hojas de tomate afectadas por el moho gris. Los aislados del hongo mostraron colonias de color verde
olivaceo en el anverso y negro en el reverso, elevacion superficial, textura afelpada y forma irregular. La mayoria de los
aislados presentaron present6 bordes lobulados. No se observé pigmentacion ni liquido de transpiracion en las colonias
de los aislados. El crecimiento micelial fue registrado a los 7 y 14 dias, con velocidades promedio de 0,93 mm.dia'y 1,23
mm.dia™', respectivamente. El diametro promedio de las hifas fue de 5,41 pm, mientras que los conidiéforos tuvieron un
tamafio promedio de 33,01 ym mientras que los conidios tuvieron 6 um de largo y 5 um de ancho. Estas caracteristicas
coinciden con las descripciones morfolégicas informadas para la especie C. fulvum.
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Abstract: Gray leaf mold, caused by the ascomycete fungus Passalora fulva (Cooke) U. Braun & Crous (anamorph:
Cladosporium fulvum), is one of the most common fungal diseases affecting tomato cultivation in Ecuador. This study
aimed to isolate monosporic cultures from tomato leaves exhibiting signs of gray leaf mold and characterize them culturally
and morphologically. The investigation was conducted in the Tungurahua province, where samples were collected from
eight municipalities. Eighty monosporic isolates of C. fulvum were obtained from leaves affected by gray mold. The fungal
isolates exhibited olive-green colonies on the obverse and black on the reverse, with raised surfaces, felty texture, and
irregular shape. The majority of isolates displayed lobed edges. No pigmentation or exudates were observed in the colonies.
Mycelial growth was measured at 7 and 14 days, with average velocities of 0.93 mm/day and 1.23 mm/day, respectively.
The average hyphal diameter was 5.41 ym, while conidiophores had an average size of 33.01 ym, and conidia measured
6 um in length and 5 ym in width. These characteristics correspond to the reported morphological descriptions of C. fulvum.

Key words: Cladosporium fulvum, cultural characterization, gray mold, tomato, morphology.
|
Introduccién

A partir de la llegada de los espafioles a América, co- toneladas métricas y una generacion de alrededor de 25
menzaron a cultivarse pequefas extensiones de tomate en  millones de ddlares?.
las regiones andinas de Sudamérica, especialmente en el En Ecuador la produccion de tomate de rifidn se lleva
area Mesoamericana. Aunque inicialmente carecia de im- a cabo en todas las regiones debido a su adaptabilidad a
portancia econémica, el tomate experimenté un alto grado  diferentes tipos de suelo. Su cultivo supera las 1970 ha,
de domesticacion, dando lugar a variedades con diferen- con una produccion total de 62675 t y un rendimiento anual
tes tamafos, formas y colores de frutos'. En la actualidad, promedio de 32 t.ha"'. Las provincias con mayor produccién
el tomate es considerado uno de los productos agricolas son Tungurahua, Pichincha y Santa Elena y a su vez las
mas comercializados a nivel nacional e internacional, con que poseen rendimientos superiores®.
un consumo total de aproximadamente 211 millones de En la provincia de Tungurahua, el tomate se ha con-
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vertido en un cultivo de importancia econdmica entre los
productores. En la mayoria de los casos, se utiliza el sis-
tema de produccion bajo cubierta, lo cual ha mejorado los
rendimientos y la calidad del producto®. Sin embargo, a lo
largo del ciclo vegetativo del cultivo, se presentan desafios
debido a la presencia de numerosas plagas causadas por
hongos, bacterias, virus, nematodos e insectos, lo que pue-
de afectar la calidad y la productividad. EI manejo de dichas
plagas puede significar hasta un 20% de los gastos que se
incurren en la produccion, lo que afecta la rentabilidad de
los productores®.

Sobre el cultivo de tomate inciden enfermedades fungi-
cas que pueden danar todas las partes de la planta e inclu-
so causar la muerte prematura. Algunas de las principales
enfermedades fungicas incluyen éstos son agentes causa-
les, no enfermedades Fusarium oxysporum sensu (Smith &
Swingle), Alternaria solani (Ellis & G. Martin) L.R. Jones &
Grout, Rhizoctonia solani (J.G. Kihn 1858), Phytophthora
infestans (Mont.de Bary 1876), Leveillula taurica (Lév. G.
Arnaud 192), Passalora fulva (Cooke) U. Braun & Crous
20032.Una de las enfermedades fungicas mas frecuentes
en el pais, que afecta al cultivo de tomate es el moho gris
de la hoja, causado por el hongo ascomiceto P. fulva, cuyo
estado anamorfo corresponde a Cladosporium fulvum®.

Los principales sintomas de la enfermedad incluyen
manchas amarillas en el haz de las hojas y crecimiento fi-
lamentoso cubierto de conidios de color pardo olivaceo en
el envés, lo que resulta en dafios en la superficie foliar y
una disminucion en la capacidad de realizar la fotosintesis,
lo que afecta la calidad y el rendimiento de los frutos®. Se
ha planteado que el manejo de esta enfermedad se pue-
de lograr mediante medidas agrondmicas como una buena
ventilacion en los invernaderos, una correcta fertilizacion,
un adecuado manejo de las condiciones de temperatura y
humedad en el invernadero, evitar la presencia de agua en
las hojas y mantener una densidad de siembra apropiada
de acuerdo con las recomendaciones técnicas de las va-
riedades’.

Con el fin de realizar la identificacion molecular de C.
fulvum, se requiere seguir una serie de pasos criticos que
incluyen el aislamiento, manipulacion y analisis del hongo.
En primer lugar, se debe extraer el ADN a partir de una
cepa pura e intacta del hongo. A continuacion, se sigue un
protocolo especifico que, si se lleva a cabo con éxito, puede
contribuir al desarrollo de sistemas de diagndstico y control
de esta enfermedad?®. De ahi la importancia de obtener ais-
lados monosporicos a partir de hojas de tomate con signos
del moho gris y caracterizarlos cultural y morfolégicamente
para conformar una coleccion de cultivo. definir claramente
el objetivo de la investigacion.

|
Materiales y métodos

La investigacion se realizd en la provincia de Tungu-
rahua, se tomaron muestras de hojas con signos de moho
gris en ocho cantones y posteriormente se trasladaron al
Laboratorio de Microbiologia vegetal de la Facultad Cien-
cias Agropecuarias de la Universidad Técnica de Ambato.
Las muestras de hojas de tomate con signos del moho gris
fueron colectadas de 8 cantones de la provincia de Tun-
gurahua y fueron trasladas al laboratorio de microbiologia
vegetal de la Facultad de Ciencias Agropecuarias donde
por método de impresién de hojas en el medio de cultivo
PDA conteniendo sulfato de gentamicina (100 mg/L) para la

obtencion de los aislados de C. fulvum.

Para la caracterizaciéon de las colonias de los aislados
monosporicos se evaluaron los siguientes aspectos: color
de la colonia (el color del anverso y reverso), pigmentacion
de las colonias, diametro de las colonias, textura de las
colonias, borde de las colonias, presencia o ausencia de
liquido de transpiracion, velocidad de crecimiento micelial
(mm. dia").

Para describir las caracteristicas morfoldgicas de los
aislados monospoéricos de C. fulvum se determinaron las si-
guientes: diametro promedio de las hifas (100 hifas al azar),
longitud promedio de conidiéforos (50 conidiéforos al azar)
y de conidios (100 conidios al azar).

Obtencion de aislados monospéricos de C. fulvum a
partir de hojas de tomate con signos del moho gris

Se tomd un fragmento de micelio a partir de colonias
puras de C. fulvum. El micelio fue transferido a un tubo
de ensayo con 9 ml de agua estéril y se agité durante 35
segundos, de este contenido se tomo6 1 ml y se vertio en
un segundo tubo de ensayo bajo las mismas condiciones.
Todo el contenido de este segundo tubo de ensayo fue ver-
tido en una caja Petri con PDA 'y se realizaron movimientos
circulares de esta. Al finalizar, el contenido liquido sobrante
de la caja Petri fue vertido a un vaso de precipitacion. Se
sellaron las cajas Petri y se colocaron en posicién vertical
para ser incubadas en incubadora (Gallenkamp) a 20°C du-
rante 24 horas. Transcurrido el tiempo con la ayuda del mi-
croscopio se seleccionaron cinco conidios y se transfirieron
a una nueva caja de Petri. Para obtener a los ocho dias de
incubacioén a 24°C, los aislados monospéricos.

Caracterizacion cultural de las colonias de los aislados
monosporicos de C. fulvum en medio de cultivo Agar
Papa Dextrosa (PDA)

La caracterizacion cultural se realizé bajo caracteres
morfoldgicos cualitativos y cuantitativos. Se observé el co-
lor tanto del anverso como del reverso de la colonia, la for-
ma, textura y borde de esta. También se evalud la presen-
cia/ausencia de: pigmentacion y de liquido de transpiracion
asi como la elevacion de la colonia.

Caracterizacion morfolégica de los aislados
monosporicos de C. fulvum mediante microcultivos y
su observacion bajo microscopio clinico

Se esterilizaron los materiales y medios (cajas de Petri,
portaobjetos, vidrio fusible, papel filtro). Se prepard el me-
dio de cultivo (PDA, Difco®). En el contenedor se coloco
en el fondo el papel filtro previamente humedecido y pos-
teriormente se acomodd un vidrio fusible que sirvi6 como
soporte para el portaobjetos. Luego se procedioé a dispersar
Y2 de medio de cultivo PDA en los portaobjetos. Se dejo
reposar por unos minutos hasta que el medio de cultivo ge-
lificd, para sembrar el hongo en el portaobjeto. Finalmente
se observaron las estructuras fungicas (hifas, conidiéforos
y conidios) con un microscopio éptico de luz transmitida
marca Leica DM500.

|
Resultados

Obtencion de aislados monospéricos de C. fulvum a
partir de hojas de tomate con signos del moho gris

Se obtuvieron 10 aislados monospdricos de cada can-
tén (Tisaleo, Baios, Patate, Ambato, Cevallos, Pillaro, Mo-
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cha y Pelileo) acorde con lo mostrado en tabla 1 partir de
las muestras tomadas. Estos constituyen la primera colec-
cion de 80 aislados de la provincia Tungurahua (Figura 1).
Como se aprecia en la figura 1 las colonias presentaron un
color verde-olivaceo en el anverso de las mismas, mientras
que en el reverso de las mismas se observa el color negro
(figura 2).

Descripcion de las caracteristicas de las colonias de
los aislados monospéricos de C. fulvum en medio de
cultivo Agar Papa Dextrosa (PDA)

Todas las colonias de los aislados monospdricos de C.
fulvum en medio de cultivo Agar Papa Dextrosa tuvieron un
color verde olivaceo en el anverso y negro en el reverso.
El 80 % de las colonias presentaron un verde lobulado y el

province of Tungurahua

98,8 % tuvo una forma irregular y la totalidad tuvieron tuvo
una elevacion superficial y una textura afelpada. Ningun
aislado pigmento el medio de cultivo (PDA), ni tampoco se
encontro liquido de transpiracion (tabla 1).

El crecimiento micelial hasta los 7 dias tuvo un prome-
dio de 0,93 mm.dia™' y hasta los 14 aumentd a una veloci-
dad de 1,23 mm.dia™" (tabla 2).

Caracterizacion = morfolégica de los aislados
monospéricos de C. fulvum mediante microcultivos
¥ su observaciéon bajo microscopio 6ptico de luz
ransmitida

Al caracterizar los aislados monospodricos desde el
punto de vista morfoldgico se observd que los conidios tu-
vieron un largo que oscil6 entre 2 ym a 14 ym, con un pro-

Figura 1. Color verde olivaceo y gris (A'y B) en el anverso y color negro (C y D) en el reverso de las colonias de los

aislados de C. fulvum.
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Mocha

Pelileo

Caracteristicas de las colonias

Figura 2. Crecimiento de co-
lonias de C. fulvum a partir
de un solo conidio germina-
do a los 7 dias de crecidas a
20°C.
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medio de 6,01 ym, mientras que el ancho varié de 2 ym a permiten establecer una relacion patogénica especifica. A
7 um, con un promedio de 2,88 um. Las hifas se ubicaron su vez, nuestros resultados difieren de los obtenidos por
en un rango de 2 um a 17 ym con un promedio de 5,4 um.  Lucentini et al.® quienes plantean que “a partir de hojas de
Los conidiéforos presentaron registros de 82,00 ym hasta tomate con sintomas y signos tipicos del Moho de la hoja
110 um de longitud, con un promedio de 94,56 um (tabla 3). del tomate obtuvieron cultivos monospoéricos con una colo-
racion purpura en el medio agar-agua 2%.
| Medina® afirmé que las caracteristicas morfoldgicas y
Discusion culturales de los aislados de C. fulvum son elementos nece-
sarios para su clasificacion. En este estudio, se obtuvieron
resultados similares a los encontrados en la investigacion
mencionada anteriormente. Sin embargo, se observd que
ciertos aislados presentaban un color verde olivaceo y bordes
mas regulares. Estos aislados se obtuvieron de lugares con
condiciones controladas y considerando que las condiciones
agrometeoroldgicas en las diferentes localidades de la provin-
cia Tungurahua quizas haya sido el motivo de la uniformidad
de las colonias observada. Ademas. el cultivo de tomate rifién

Los aislados monospdricos de C. fulvum a partir de
hojas de tomate con signos del moho gris presentaron un
color gris-olivaceo. Estos resultados coinciden con los ob-
servados por Bernal®, quien informé la obtencién de aisla-
dos de C. fulvum con colonias de tonalidad gris a gris oli-
vaceo, textura suave y bordes irregulares, y el reverso de
color negro. Segun sus conclusiones, estas caracteristicas
morfoldgicas fueron homogéneas entre los aislados y no

Caracteristicas Canton
I 22 : 5 E 2 E 2 :°F
< & I~
Color An- Verde 10 10 10 10 10 10 10 10 80 100
Verso Olivaceo
Color Re- Negro 10 10 10 10 10 10 10 10 80 100
Verso
Borde Lobulado 8 7 9 9 8 7 8 8 64 80
Entero 2 3 1 1 2 - 2 2 13 16,2
Regular - - - - - 3 - - 3 3,8
Pigmentacion Si - - - - - - - - - -
No 10 10 10 10 10 10 10 10 80 100
Liquido de Si - - - - - - - - - -
transpiracion No 10 10 10 10 10 10 10 10 80 100
Elevacion Superficial | 10 10 10 10 10 10 10 10 80 100
Textura Afelpada 10 10 10 10 10 10 10 10 80 100
Forma Irregular 9 10 10 10 10 10 10 10 79 98.8
Circular 1 - - - - - - - 1 1.2
Tabla 1. Caracterizacion cultural de los aislados de C. fulvum.
Dias evaluados Velocidad minima Velocidad maxima Media
Evaluacion mm.dia™! mm.dia! se repite 3 mm.dia!
(dias) veces en la tabla
7 0,50 1,29 0,93
14 0,95 1,46 1,23

Tabla 2. Crecimiento micelial de los aislados monospéricos de C. fulvum.
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Canton Conidios pm Hifa Conidiophores
Largo Ancho
Patate 6,01 pm 3,34 um 5,88 um 82-94 pm
Pillaro 6,29 um 2,93 um 5,38 pm 88-102 um
Tisaleo 5,57 um 2.88 um 5,52 pm 90-105 um
Cevallos 4,94 um 2,92 um 5,28 pm 83-97 um
Ambato 6,00 um 2.5 um 5,23 pm 95-110 uym
Baiios 6,11 ym 2,86 um 5,14 pm 86-100 um
Pelileo 6,45 um 3,18 um 5,52 pm 92-107 uym
Mocha 6,68 um 2,45 um 5.33 pm 84-98 um
Promedio 6,01 um 2,88 um 5,41 pm 94,56 pm

Nota: C. (conidioforo)
Tabla 3. Caracterizacion morfolégica de C. fulvum utilizando microscopio 6ptico de luz transmitida eliminar revisr tbl.

bajo invernadero es comun en todos los cantones estudiados
donde suelen prevalecer las mismas variedades y técnicas de
manejo. Estas circunstancias pudieron contribuir a que los ais-
lados de C. fulvum obtenidos fueran uniformes.

Se describen diversas caracteristicas de las colonias de
aislados monospoéricos de C. fulvum, como su color en el
anverso y reverso, borde, pigmentacion, liquidos de traspi-
racion, elevacion, textura y forma. Los resultados obtenidos
demuestran una notable uniformidad en estos rasgos. Por
otra parte es la primera vez que se obtienen aislados monos-
poricos de este hongo en Ecuador. Sin emabrago, Lucentini
et al.® sostuvieron que existe una considerable diversidad en
la poblacion de C. fulvum debido a cambios genéticos en su
genoma lo cual no fue observado ni a nivel morfolégico ni
cultural en los aislados obtenidos. El presente estudio coinci-
de con Bernal?, quien indicé que las caracteristicas culturales
de los aislados de C. fulvum suelen ser homogéneas. Ade-
mas, Medina® sugirié que el medio de cultivo utilizado influye
en la obtencién de colonias homogéneas, algo comun con
DPA pero no tan frecuente en otros medios de cultivo.

La produccién de tomate bajo cubierta es muy frecuen-
te en la provincia de Tungurahua, y la presencia de C. ful-
vum esta ampliamente extendida en toda la provincia. Las
condiciones controladas en los invernaderos, como la tem-
peratura y humedad, limitan cualquier influencia de la ubi-
cacion y altitud en las caracteristicas de las colonias obte-
nidas. Sin emabargo, tomando como punto de partida esta
investigacion, se recomienda realizar estudios mas exhaus-
tivos que involucren técnicas genéticas mas resolutivas con
las cuales se podrian determinar diferencias entre aislados
que cultural y morfolégicamente son similares.

Segun la investigacion realizada por Bernal et al.’®, se
encontré que el crecimiento micelial de C. fulvum es 6ptimo
en el medio de cultivo PDA a una temperatura de 24°C, sin
embargo en nuestros aislados fue favorable la temperatura
de 20°C. Después de los 7 dias de crecidas las colonias, la
velocidad de crecimiento micelial variaron entre 0,65 mm.dia™

hasta 1,17 mm.dia™', de acuerdo con los resultados plasma-
dos en la Tabla 2. Estos valores de crecimiento, observados
en el mismo periodo de tiempo, estuvieron en el rango de 0,50
mm.dia™ a 1,29 mm.dia™, lo cual concuerda con los hallazgos
de la investigacion mencionada anteriormente.

Los resultados de la caracterizacién morfologica de los
aislados monospdricos, presentados en la Tabla 3, revelan
variaciones en el tamafio de los conidios. Se observé que el
largo de los conidios oscilé entre 2 um y 14 pm, con un pro-
medio de 6,01 um, mientras que el ancho se encontré entre
2 ymy 7 pym, con un promedio de 2,88 ym. En el estudio
realizado por Bernal®, se obtuvieron conidios de tamafos di-
versos, con medidas de 20,1 ym a 23,2 ym de largo y 4,6 ym
a 5,81 ymde ancho, y presentaron colores verde y gris oliva-
ceo. Lucentini et al.®* mencionaron que estos cultivos exhiben
un alto indice de crecimiento y conidios relativamente pe-
quefios. La localidad no parece tener un impacto significativo
en las diferencias morfoldgicas de los hongos estudiados, ya
que se observd una amplia variabilidad en todos los aisla-
mientos sin distinguir una localidad o altitud en particular. El
tamario de los conidios esta relacionado con la velocidad de
crecimiento, indicando que a medida que el crecimiento es
mas lento, los conidios tienden a ser mas grandes®.

En cuanto a las hifas, se encontraron en un rango de 2
pgm a 17 pym, con un promedio de 5,4 ym. Segun Knapp™",
las dimensiones de las estructuras fungicas microscépicas,
como las hifas, estan principalmente influenciadas por las
condiciones fisicoquimicas del medio de cultivo. Aunque el
medio PDA es propicio para el desarrollo de colonias fun-
gicas, se obtienen mejores resultados con otros medios
como MEA (Agar-Extracto de Malta) o SNA (Agar-Nutritivo
sintético) en términos del desarrollo de las hifas.

Por ultimo, los conidiéforos presentaron una variacion
en el tamafo, que varié desde 82 ym hasta 110 uym, con un
promedio de 94,56 um. Medina® menciond que los conidiofo-
ros de C. fulvum son casi erectos, ramificados y flocosos, a
menudo forman un césped, con un color oliva, aunque las di-
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mensiones registradas en su estudio fueron mas alargados y
mas redondeados que los informados en el presente trabajo.

|
Conclusiones

En esta investigacion se obtuvieron 80 aislados mo-
nosporicos de C. fulvum a partir de hojas de tomate afec-
tadas por el moho gris en diferentes eliminar!!! cantones
de la provincia de Tungurahua. Los aislados del hongo
mostraron caracteristicas morfoldgicas consistentes, como
colonias con color verde olivaceo en el anverso y negro en
el reverso, elevacion superficial, textura afelpada y forma
irregular. La mayoria de los aislados presentaron presen-
té!!! bordes lobulados. No se observd pigmentacion ni li-
quido de transpiraciéon en las colonias de los aislados. El
crecimiento micelial fue constatado a los 7 y 14 dias, con
velocidades promedio de 0,93 mm.dia’ y 1,23 mm.dia™,
respectivamente. El diametro promedio de las hifas fue de
5,41 ym, mientras que los conidiéforos tuvieron un tamafio
promedio de 33,01 uym y los conidios un tamafo promedio
de 6 ym de largo y 5 ym de ancho. Estas caracteristicas
coinciden con las descripciones morfoldgicas conocidas de
la especie C. fulvum.
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