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Resumen.- La uvilla (Physalis peruviana L.) es una planta herbdcea originaria de Sudamérica. El
fruto tiene un alto contenido nutricional asociado con la creciente demanda del producto a nivel
nacional e internacional. Lamentablemente, el cultivo de esta planta se ha visto afectado por
diversas enfermedades como la mancha foliar causada por Cercospora spp. Esta se caracteriza
por presentar manchas de color marrén en las hojas y puede provocar una defoliacion
prematura de la planta, disminuyendo el rendimiento y la calidad del cultivo. Es por ello que
esta investigacion tiene como objetivo identificar a Cercospora sp. en plantas de uvilla. Para
este fin, se realizd un muestreo en diferentes parcelas ubicadas en las provincias de Imbabura
y Pichincha. Los aislamientos fungicos obtenidos a partir de las lesiones compatibles con el
género se caracterizaron a nivel macroscopico y microscopico. La caracterizacion genética de
las cepas se realizd con la amplificacion de los genes ITS y TEF- 1a. Las secuencias obtenidas se
compararon con las bases de datos GenBanky Mycobank, donde la identidad de las cuatro cepas
aisladas correspondié a Cercospora beticola. Finalmente, los postulados de Koch confirmaron
que este hongo fitopatdgeno es el agente causal de la mancha foliar en cultivos de uvilla.

Palabras clave: Cercospora beticola, mancha foliar, Physalis peruviana L., hongo fitopatégeno,
agente causal.

Abstract.- The Goldenberry (Physalis peruviana L) is an herbaceous plant native to South America.
This fruit has a high nutritional content, which has led to increased consumption, both locally
and internationally. Unfortunately, various diseases, such as leaf spot caused by Cercospora spp.,
have affected the cultivation of this plant. This disease produces brown spots on the leaves and
can cause premature defoliation of the plant, reducing crop efficiency and quality. This research
;thus, aims to identify Cercospora sp. in goldenberry plants. Sampling was carried out in different
plots located in the provinces of Imbabura and Pichincha. The strains isolated from typical lesions
in plant material were characterized macro- and microscopically. The genetic characterization of
the isolated strains was carried out based on amplification of the ITS and TEF-1a. The resulting
sequences were compared with those deposited into the GenBank and Mycobank databases,
where four strains of Cercospora beticola were identified. Finally, Koch's postulates confirmed
that this phytopathogenic fungus is the causal agent of leaf spot in goldenberry crops.

Keywords: Cercospora beticola, leaf spot, Physalis peruviana L., phytopathogenic fungus, causal
agent.
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Introduccién

La uvilla (Physalis peruvia na L) es una planta herbacea y perenne que forma parte de la familia
Solanaceae (Fischer et al. 2021). Es originaria de los Andes sudamericanos; en especial, de
Colombia, Pert y Ecuador, donde crece como una planta silvestre o semi-silvestre en zonas altas
entre 1500y 3000 m.s.n.m. (Trillos et al. 2008). Aunque también se ha confirmado la presencia de
esta planta en algunos paises como Kenia, Sudafricay Egipto, donde puede crecer en los tropicos
0 subtrépicos y no, exclusivamente, en condiciones frias y templadas (Fischer y Melgarejo 2020).
En Ecuador crece entre 1300 a 3500 m.s.n.m, con temperaturas promedio de 13 a 15 °Cy puede
alcanzar una altura de 1-1,5 metros (Fischer et al. 2014).

Physalis peruviana L. produce una fruta exdtica que, cuando alcanza la madurez, presenta un
sabor agridulce y posee un color amarillo-anaranjado. Su forma es redonda y su tamafo oscila
entre 1,5-2,5 cm de didmetro (Giraldo et al. 2017). Ademas, se presenta envuelta en un céliz,
también conocido como capacho o capuchén, que protege el fruto de las condiciones climéticas
extremas, enfermedades, aves e insectos hasta la madurez (Balaguera- Lépez et al. 2014). Las
temperaturas entre 13-15 °C, y la luz con una intensidad luminica entre 1,500 y 2,000 horas luz/
ano, resultan favorables para un mejor rendimiento del cultivo y frutos con mayor coloracién,
gran contenido de azucares y almidones (Lopez- Sandoval et al 2018). Esta fruta posee altos
niveles de azlcar, especialmente, glucosa, sacarosa y fructosa, vitaminas A, By C (Corrales-Bernal
et al. 2015). Adicionalmente, contiene microelementos tales como fosforo, hierro, calcio, zinc y
potasio, los cuales le atribuyen propiedades nutricionales y medicinales (Gonzélez Cabrera et
al. 2020). En funcién de su contenido nutricional, el consumo de uvilla se asocia con efectos
antioxidantes y antiinflamatorios, que podrian tener un uso médico para el control de ciertas
enfermedades como hepatitis, reumatismo y diabetes (Fischer y Melgarejo 2020).

En el Ecuador, las principales provincias dedicadas a cultivar esta fruta con fines comerciales son
Cotopaxi, Pichincha, Carchi e Imbabura, las cuales representan el 74% de la superficie de cultivos
de uvillaen el pais (MAG 2020). Las caracteristicas nutricionales antes mencionadas se relacionan
con el aumento de lademanda de uvilla a nivel nacional e internacional; especialmente, Canada,
Estados Unidos, Alemania, Espafa y Pafses Bajos (Portal Fruticola 2020). Consecuentemente, las
exportaciones, tanto del fruto fresco como deshidratado, se han incrementado en los Ultimos
anos. Entre el 2016 y el 2019 se evidencid un crecimiento en la exportacion anual del 53,1%
de uvilla deshidratada. Ademads, segun el Banco Central del Ecuador, en el 2019 se exportd un
volumen correspondiente a 208 mil dolares de uvilla fresca (Pro Ecuador 2020). Los principales
destinos de las exportaciones de uvilla en 2019 fueron: Australia (210 mil dolares), Alemania (204
mil doélares), Estados Unidos (108 mil dolares), Reino Unido (64 mil dolares) y Canada (23 mil
dolares) (Pro Ecuador 2020).

Lamentablemente, el cultivo de esta planta se ha visto seriamente afectado por diversas
enfermedades causadas por microorganismos que disminuyen el rendimiento y la calidad del
cultivo, generando dafos significativos en la planta y provocando grandes pérdidas econdmicas
a los productores (Catarina 2014). En Colombia, las enfermedades de mayor importancia
econdémica son: el marchitamiento vascular causado por Fusarium oxysporum; la muerte
descendente generada por Phoma spp. en ambientes que presentan alta humedad y baja
temperatura; y la mancha de la hoja y el capacho, causada por Cercospora spp. Esta Ultima es la
mayor enfermedad foliar de la uvilla (Catarina 2014; Fischer et al. 2014).

El género Cercospora, perteneciente a la familia Mycosphaerellaceae, es uno de los géneros
mas grandes y sus especies se consideran patégenos importantes de una amplia variedad de
plantas (Park et al. 2017; Rangel et al. 2020). Se reconocen 659 especies en el género Cercospora
y 281 especies morfolégicamente idénticas que se incluyen en el complejo Cercospora apii
(Groenewald et al. 2005; Park et al. 2017). La mayoria de especies de este género no tienen
una etapa sexual conocida y en las pocas especies que tienen una etapa sexual, el teleomorfo
pertenece al género Mycosphaerella (Goodwin et al. 2001; Swiderska-Burek et al. 2020). Las
especies de Cercospora spp. se asocian con infecciones que generan manchas de las hojas y
frutas en diferentes plantas cultivadas y silvestres en todo el mundo (Nguanhom et al. 2015). Los
sintomas de la mancha foliar se presentan con mayor intensidad en las partes mas externas e



inferiores de la planta, aunque pueden encontrarse en cualquier parte de la hoja, como pequefnas
manchas irregulares de color marrén claro o, incluso, blancas, con halos amarillos que se tornan
secos y quebradizos (Tian et al. 2008). Durante las primeras etapas de la infecciéon, el hongo
posee un estilo de vida biotréfico. Sin embargo, cambian su estilo de vida a uno necrotréfico
en el que se produce la muerte de la célula huésped para completar su ciclo de vida (Ebert et
al. 2020).

Actualmente, en Ecuador, las investigaciones realizadas en relacion a enfermedades del cultivo
de uvilla son escasas. En el estudio realizado por Diaz et al. (2019) sobre hongos asociados a
las manchas foliares en hojas de la uvilla, se logro aislar e identificar Cercospora sp., pero no
se determind la especie causante de la enfermedad denominada mancha foliar. Ademds de
la limitada informacion referente a esta enfermedad en plantas de uvilla, las caracteristicas
morfolégicas del fitopatdgeno asociado tienen una estrecha similitud con géneros como:
Corynespora spp., Pseudocercospora spp., Mycosphaerella spp., etc,; lo que dificulta ain mas la
identificacion del género (Groenewald et al. 2013). En este contexto, el presente estudio resulta
de gran interés agricola, al proponer aislar e identificar a nivel de especie al agente causal de
la enfermedad. De esta manera, se pretende que la metodologia aplicada y los resultados
generados en esta investigacion contribuyan al establecimiento de eficientes medidas de
control orientadas a la prevencion y correcto diagnéstico de Cercospora spp. en cultivos de uvilla.

Materiales y Métodos

Recoleccién de muestras de tejido vegetal

El muestreo se realizd en siete localidades, pertenecientes a las provincias de Pichincha (El
Tingo, San José de Minas y Aloasi) e Imbabura (Moraspungo, Huchinguero/ Alesochopa y
Cumbasconde). En cada una de las parcelas, las muestras se tomaron de acuerdo con el modelo
aleatorio estratificado, donde se seleccionaron las plantas con sintomatologia compatible con
aquella descrita brevemente arriba y que es ocasionada por la infeccion de Cercospora spp. en
cultivos de uvilla. Con base en esto, se recolectaron las hojas con pequefas manchas, de la zona
baja, media y superior de cada planta (Tian et al. 2008).

Las hojas se colocaron en fundas de cierre hermético y fueron etiquetadas con datos
correspondientes afecha, hora,nombre de lafincay georeferencia. Las muestras se transportaron
en una caja hermética a los laboratorios de la Escuela de Ciencias Bioldgicas de la Pontificia
Universidad Catolica del Ecuador para su posterior andlisis en un lapso de 24 horas.

Aislamiento del hongo

Para la desinfeccion superficial del tejido foliar, primero se realizé un lavado de la hoja en agua
potable para eliminar contaminantes presentes en la superficie. Posteriormente, se cortaron
secciones de aproximadamente 1 cm? de la zona de la hoja donde se encontraba la lesiéon
(Farrag 2011). Inmediatamente, los fragmentos de tejido sintomético se sumergieron en alcohol
etilico al 70% durante 1 min. Luego, se colocaron en hipoclorito de sodio al 1% durante 1 min
y, finalmente, se realizaron tres lavados con agua destilada estéril (Rengifo-Guzman et al. 2002;
Agrios 2005). Los cortes de hoja desinfectados fueron secados en papel absorbente estéril vy,
posteriormente, se sembraron en cajas Petri conteniendo Agar Papa Dextrosa (PDA, por sus
siglas en inglés) suplementado con gentamicina (80 mg/L). Las cajas fueron incubadas a
temperatura ambiente (20 a 25° Q) y se observé el desarrollo de los cultivos diariamente por
aproximadamente 10 dias (Milosavljevic et al. 2014a). Los hongos aislados con caracteristicas
macroscopicas similares a Cercospora spp. se purificaron en los medios PDA, Agar zanahoria (CA,
por sus siglas en inglés) y Agar extracto de malta (MEA, por sus siglas en inglés) hasta conseguir
un cultivo axénico en cada uno de los medios.

Caracterizacién morfoldgica a nivel macroscdpico y microscopico

La descripcion de la morfologia a nivel macroscépico se realizé a partir de los cultivos axénicos
obtenidos en los medios PDA, MEAy CA. Estos fueron incubados a 23 + 2 °C durante tres semanas.
Se tomd en cuenta caracteristicas como textura, bordes, presencia de exudados y coloraciéon de
anverso y reverso.

Cercospora spp. agente causal de mancha foliar en uvilla
Paredes et al. 2021.
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La caracterizacion microscépica se realizd con base en la morfologia que presentaron las cepas
cultivadas en medio CA por su capacidad de promover la esporulaciéon (Chen et al. 1979). Para
esto, se realizd una impronta con cinta adhesiva del micelio aéreo de la colonia fungica, la cual
se ubicd en un portaobjetos con azul de lactofenol. De forma paralela, se cortd un pequefo
fragmento de la colonia fungica con una aguja micoldgica y se colocd sobre un portaobjetos
con agua. Las placas se observaron en el microscopio con un aumento de 400x (Lopez et al. 2014).
Las estructuras observadas fueron fasciculos de conidiéforos y conidios, los cuales se midieron
mediante el software DinoCapture 2.0 (Mukhtar et al. 2019). Las caracteristicas macroscopicas y
microscopicas se compararon con fotografias y descripciones detalladas del género Cercospora
en literatura cientifica (Agrios 2005; Crous et al. 2006; Park et al. 2020).

Identificacion molecular de los aislamientos fingicos

Se extrajo ADN a partir de los aislados fungicos de 10 dias, utilizando el kit Wizard® Genomic DNA
Purification (Promega, Madison, Wisconsin, E.E.U.U. 2019). La concentracion y calidad de ADN
se midieron, espectrofotométricamente, usando el equipo NanoDrop 2000 (Thermo Scientific,
Wilmington, Delawere, E.E.U.U. 2009).

La amplificacién de las secuencias nucleotidicas de interés se llevé a cabo mediante Reaccion
en Cadena de Polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés). La regiéon ITS (espaciador transcrito
interno del ADN nuclear ribosomal) fue amplificada utilizando los pares de cebadores ITS-1 (5'
TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3'), ITS-4 (5" TCCTCCGCTTATTGATATGC 3') (White et al. 1990). Los
pardmetros programados para esta reaccion fueron: etapa de desnaturalizacion inicial de 1
min a 95 °C, 30 ciclos de desnaturalizacién a 95 °C por 1 min, una hibridaciéon de primers a
55 °C por 30 seg, una elongacién por 1 min a 72 °C y una elongacién final de 5 min a 72 °C.
Asimismo, el gen Factor de elongacién 1-alfa (TEF-1a) se amplificé con los cebadores EF1-983
(5' GCYCCYGGHCAYCGTGAYTTYAT 3'), EF1-2218 (5" ATGACACCRACRGCRACRGTYTG 3') (Rehnery
Buckley 2005). La desnaturalizacién inicial se realizd a 94 °C por 5 min, seguido de 30 ciclos de
desnaturalizacién a 94 °C por 60 seg, la hibridacion de primers a 55 °C por 60 seg, una elongacion
de 72 °C por 60 seg y, finalmente, una elongacion a 72 °C por 4 min. Ambas reacciones tuvieron
un volumen final de 25 l, utilizando el kit comercial GoTag® Green Master Mix (Promega,
Madison, Wisconsin, EE. UU. 2018).

Los productos de PCR (500 y 900pb, respectivamente) obtenidos en la amplificaciéon se separaron
mediante electroforesis (95 voltios por 60 minutos) en gel de agarosa 1,5% y visualizados
mediante luz UV (Cornejo Romero et al. 2014). Los amplicones fueron secuenciados mediante el
método de Sanger por Macrogen (Seul, Corea del Sur).

Las secuencias consenso se alinearon mediante la herramienta ClustalW, perteneciente al
programa MEGA-X (Kumar et al. 2018). Posteriormente, estas secuencias se compararon con
aquellas depositadas en la base de datos Mycobank y, a través de la herramienta BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) de GenBank (NCBI), para determinar el género y la especie de los
hongos aislados.

Postulados de Koch

Las plantulas de uvilla sanas, de 15 dias de edad, fueron proporcionadas por Terrafertil (Tabacundo,
Pichincha). Estas se sembraron en tarrinas con el sustrato comercial de vermiculita PRO-MIX GPX
(PRO MIX, Quakertown, Pennsylvania, EE. UU. 2012) y se mantuvieron en un invernadero con
condiciones controladas de temperatura dentro de un rango de 15-23 °C y un porcentaje de
humedad entre 70-80% (Crosley et al. 2019).

Para la preparacion del inéculo se propagaron, previamente, de forma individual, las cuatro
cepas de Cercospora sp. en 12 cajas Petri conteniendo el medio CA. Estas fueron incubadas a 25
°C con fotoperiodo de 12h/12h por tres semanas (Rooney-Latham et al. 2011). A partir de estos
cultivos, se procedio de dos maneras. En el primer caso, se colocaron 5 mL de agua estéril y se
removieron las esporas superficiales de la colonia fungica con la ayuda de un asa de Drigalsky. La
suspension obtenida se diluyd en una soluciéon acuosa de polisorbato 80 al 0,1%, hasta obtener
una concentracién de 1x10* conidias/mL (Caesar et al. 2009), misma que fue confirmada



mediante recuento en cdmara de Neubauer (Aguilar- Ulloa et al. 2015). En el segundo método
se utilizaron discos miceliales de 5 mm de didmetro, obtenidos a partir de los cultivos del hongo
en CA (Bobev et al. 2009; Mukhtar et al. 2019).

La inoculacién en plantas, de aproximadamente cinco semanas de edad, se realizé por triplicado
para cada cepa seleccionada y modalidad de inoculacion (Bobev et al. 2009). De forma previa
a la inoculacion de las cepas fitopatogenas, bajo las dos modalidades, se realizaron pequenas
laceraciones con una aguja de 6 mm en las hojas de 24 plantas, previamente desinfectadas
con alcohol etilico 70% (Milosavljevic¢ et al.,, 2014b). En el primer método, se rocié la suspension
obtenida previamente (1x10* conidias/ mL) hasta la escorrentia; mientras que en el segundo
método se colocaron, al menos, tres tampones miceliales directamente sobre cada hoja.
También se utilizaron tres controles negativos en los cuales se rocié agua estéril. Todas las
plantas se mantuvieron en cdmara himeda durante 72 horas y, posteriormente, se transfirieron
a un invernadero, donde se mantuvieron en condiciones de luz/oscuridad de 12/12h a 25 °Cy
80% de humedad (Marin et al. 2020).

Diariamente, se evalué la ocurrencia de cambios y la aparicion de sintomatologfa caracteristica
de la mancha foliar por Cercospora sp. en las hojas inoculadas y se reaislo el patégeno, mediante
la metodologia arriba descrita, para su posterior identificacion molecular con los primers TS 1
e TS 4 utilizando el protocolo descrito anteriormente (Soylu et al. 2003). Se utilizé la regién TS
para la identificacién de cepas en postulados de Koch, debido a la disponibilidad inmediata
de los cebadores para la amplificacion de esta regién. Sin embargo, lo ideal serfa identificar las
cepas tanto con la region ITS como la region TEF-1a para obtener resultados mas precisos.

Resultados

Aislamiento y caracterizacién fenotipica de Cercospora spp.

Los sintomas caracteristicos de la infeccion por Cercospora spp. en las hojas de uvilla se
presentaron como manchas necroéticas de forma circular o irregular, con un centro gris
blanquecino, un marcado borde de color marrén oscuro y un pequeho halo de color marréon
claro (Figura 1). A partir de las muestras procesadas, se obtuvieron cuatro aislados fungicos que
coincidieron con las caracteristicas macroscépicas de Cercospora spp. (Tabla 1).

Tabla 1. Cepas obtenidas en cada localidad muestreada entre enero 2020- enero 2021
Mes de

Provincia Localidad Georreferencia Cdédigo de cepa
muestreo
. San José de 00°16'52.2” N
Pichincha . Enero -
Minas 078°21'03.8" W
0°17'44.352” S ET-41
Pichincha El Tingo Noviembre ET-22
78°26'51.682” W ET-24
ET-81
Pichincha Aloasi 0°30°8.679"5 Diciembre -
78° 36'48.36” W
Imbabura Huchinguero/ 0°15'25.279” N Enero )

Alesochopa 78°20'22.372" W
Imbabura Moraspungo 0°16'31.742" N Enero -
78°21'5.493 W
Imbabura Cumbasconde 00°15'45.0" N Enero -
078° 18'55.1" W
Los cadigos ubicados en la parte derecha de la tabla pertenecen a la codificaciéon interna

del laboratorio

Cercospora spp. agente causal de mancha foliar en uvilla
Paredes et al. 2021.



108

Figura 1. A) Mancha necrdtica caracteristica de Cercospora spp. en hoja de uvilla. Observacion microscopica de las estructuras
de Cercospora spp. en Agar zanahoria (CA, por sus siglas en inglés) después de 10 dias. B) Conidio con septos; C- E) Fasciculos de
conididforos; D) Conidio sin septos (Aumento total: 400x).

REMCB 42 (2): 103-121, 2021



Debido al crecimiento lento del hongo, las caracteristicas macroscopicas en los medios PDA,
MEA y CA se evaluaron después de tres semanas de incubacion. En el medio PDA, las colonias
presentaron una forma irregular, bordes erosionados, micelio aéreo moderado, presencia de
exudados; con un color blanco en el centro de la colonia, seguido de un anillo irregular color
verde olivaceo y, finalmente, un borde blanco griséaceo. En el reverso de las colonias se observé
un color completamente negro (ET-22, ET-24 y ET-41), mientras que ET-81 presentd un color
negro con borde negro azulado (Figura 2). Por otra parte, las colonias desarrolladas en MEA
presentaron una forma circular, elevacion plana, micelio aéreo moderado, borde liso (ET-81 y
ET-22) o borde irregular (ET-24 y ET-41), centro gris olivaceo o gris blanquecino con borde negro
blanquecino y una tonalidad amarillo-verdosa en la periferia. El aislamiento ET-41 difiri¢ del resto,
ya gue en el borde no presentd coloracion amarilla'y, en su lugar, presenté una tonalidad blanca.
En el reverso, se observd un color negro en el centro con un anillo negro grisdceo y un ligero
color amarillo (Figura no presentada).

Por Ultimo, en CA la forma de las colonias fue irregular o circular, colonia elevada, bordes bien
definidos y micelio algodonoso de color marrén oscuro a negro con una capa de color gris
blanquecino encima. En el reverso, se presentd una coloracién negra en todas las colonias
(Figura 2).

La descripcion microscopica se realizd a partir de un cultivo en agar zanahoria de 20 dias. Se
observaron entre 3y 17 conidioforos agrupados en fasciculos sueltos. Los conidiéforos filiformes,
rectos o ligeramente curvados presentaron color marrén claro y contenfan entre 2 y 4 septos
(Figura 1). Los conidios se presentaron de forma aislada, fueron hialinos, rectos o curvados,
mas anchos en el centro y en algunos casos con forma de aguja en uno de los extremos; se
presentaron entre 0y 14 septos (Figura 1). Las mediciones de los conidiéforos y los conidios
realizadas se presentan en la Tabla 2.

Figura 2. Observacion macroscépica de los aislados de Cercospora spp. después de 3 semanas de crecimiento. 1) Anverso; 2)
Reverso; A-D) Colonias en agar papa dextrosa (PDA, por sus siglas en inglés); E-H) Colonias en agar zanahoria (CA, por sus siglas

eninglés.

Cercospora spp. agente causal de mancha foliar en uvilla
Paredes et al. 2021.
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Tabla 2. Tamafio de las estructuras microscdpicas (conidios y conidiéforos)
después de 20 dias de crecimiento.

Cdédigo de Conidiéforos Conidios
cepa Largo (um)  Ancho (um) Largo (um) Ancho (um)
ET-41 56,3-103,9 2,9-5 36.7-171.7 3.0-5.1
ET-22 33,3-103,8 2,2-5,2 39.2-138.7 2.3-4.2
ET-24 37,1-100,3 3,6-4,4 49.4-144.3 29-44
ET-81 37,9- 66,2 2,7-3,9 33.3-97.6 2.6-4.3

pm: micrémetros; Numero de estructuras medidas de conidiéforos: 5;
Numero de estructuras medidas de conidios: 25

Identificacién molecular

Los amplicones obtenidos mediante PCR, a partir de cuatro aislados, correspondientes a las
regiones ITS y TEF-1q, tuvieron un tamafno aproximado de 500 y 900 pb, respectivamente.

Las secuencias consenso obtenidas a partir de la secuenciacion y alineamiento del gen ITS,
resultaron en la identificacion del género Cercospora, debido a que se observéd un porcentaje
de similitud > 99%, de manera simultdnea, con diferentes especies de Cercospora spp. (Tabla
3); mientras que las secuencias obtenidas con el gen Factor de elongacién, resultaron en la
identificacion de Cercospora beticola con un porcentaje > 98% de similitud y > 99% de cobertura,
al menos, en una de las bases de datos consultadas (Tabla 3).

Postulados de Koch

Las cuatro cepas inoculadas, individualmente, en plantas de uvilla presentaron sintomatologia
caracteristica de la mancha foliar por Cercospora spp. En la Tabla 4 se describe la presencia de
sintomas de forma semicualitativa. Los primeros sintomas se evidenciaron 12 dias después de la
inoculacion. Estos se presentaron como pequefias manchas irregulares y blanquecinas alrededor
de las heridas (Figura 3). Después de 7 dias de la aparicion de los primeros sintomas, las manchas
se agrandaron y se evidenciaron manchas con un centro de color marrén claro, borde marrén
oscuroy un halo verde grisdceo o marrén (Figura 3). Adicionalmente, se presenté una defoliacion
prematura y clorosis en todas las plantas, mientras que el control negativo no presentd cambios
visibles. Por otro lado, el tratamiento con discos miceliales resultd en la ocurrencia de 10 a 15
manchas necroticas por hoja, mientras que el tratamiento de aspersién con esporas condujo
a la formacién de 2-4 manchas necroticas por hoja. En el aislamiento del patdgeno, a partir de
las plantas infectadas, se identificaron las cuatro cepas por medio de métodos moleculares; no
obstante, Unicamente, se logré llegar a nivel de género debido a que la similitud fue de 100%
con diferentes especies. Asi, se determind que el causante de los sintomas fue Cercospora sp.

Discusién

El género Cercospora incluye una gran cantidad de especies consideradas importantes
patdgenos de plantas, las cuales causan graves problemas econdmicos debido a su distribucion
mundial y la carencia de mecanismos eficientes de resistencia por parte de los hospedadores
(Daub et al. 2005; Park et al. 2020). Este hongo es considerado un importante patdgeno de la
uvilla en Colombia, donde se ha observado que provoca manchas necréticas en las hojas y
el capacho causando pérdidas en los cultivos (Fischer et al. 2014). Adicionalmente, la mancha
foliar puede conducir a una defoliacidn total cuando la enfermedad no es controlada a tiempo;
por lo que se le atribuye una gran importancia econdmica (Shahzady et al. 2017). En Ecuador,
se han reportado sintomas caracteristicos de esta enfermedad en diferentes localidades, pero
no se han realizado los estudios necesarios para su correcta identificacion y reporte (A. Jarrin,
comunicacién personal, 16 diciembre 2020). En este estudio, se lograron identificar cuatro cepas
de Cercospora spp. en la Sierra norte del Ecuador. A pesar de que se realizaron muestreos en
distintas localidades, la enfermedad solo pudo encontrarse en la localidad de El Tingo, Pichincha.
Es posible que esto se deba a que ciertas localidades no presentaron la temperatura y humedad
necesaria (24-27 °C 'y > 90% de humedad) para el desarrollo de la enfermedad, durante los



Tabla 3. Identificacién molecular en base a la comparacion de secuencias de la region ITS y TEF obtenidas
de las cepas con las bases de datos NCBI y Mycobank.

Codigodela  Region de Numero de acceso de Microorganismo Porcentaje de Porcentaje de
cepa ADN referencia 8 similitud (%) cobertura (%)
MZ047502.1 (GenBank) Cercospora sp. 99,32 100
MWS581369.1 (GenBank)  Cercospora beticola 99,32 100
TS MF681087 (Mycobank) Cercospora beticola 99,32 100
Cercospora
CBS 140164 (Mycobank 99,32 100
ET-41 (Mycobank) glycinicola
MF681101 (Mycobank) Cercospora sp. 99,32 100
MF681072 (Mycobank) Cercospora apii 99,32 100
i(cl;\/l_(;23i?4009.1 Cercospora beticola 98,97 100
TEF-1a oonoan
CBS 116456 (Mycobank) Cercospora beticola 98,77 100
Cercospora cf.
JX143616.1 (GenBank) . 100 100
ipomoeae
AY840540.1 (GenBank) Cercospora apiicola 100 100
MW581361.1 (GenBank)  Cercospora beticola 100 100
ITS c
CBS 140164 (Mycobank) o -0spora 100 100
£T-22 glycinicola
JX143590 (Mycobank) Cercospora delaire 100 100
JX143616 (Mycobank) Cercospora sp. 100 100
AY840540 (Mycobank) Cercospora apiicola 100 100
E(GM—(;B?:;L‘OOQ'l Cercospora beticola 98,2 100
TEF-1a ool
CBS 116456 (Mycobank) Cercospora beticola 98,19 99,46
JX143616.1 (GenBank) Cercospora cf. 100 100
ipomoeae
MK752901.1 (GenBank) Cercospora nicotinae 100 100
ITS MK318663.1 (GenBank) Cercospora beticola 100 100
ET-24 MF681101 (Mycobank) Cercospora sp. 100 100
MF681092 (Mycobank) Cercospora beticola 100 100
MF681072 (Mycobank) Cercospora apii 100 100
XM_023594009.1
G _B K Cercospora beticola 98,24 99
TEF-1q ooroen
CBS 116456 (Mycobank) Cercospora beticola 98,43 99,61
MF681169.1 (GenBank) Cercospora beticola 100 100
MT626618.1 (GenBank) Cercospora sp. 100 100
C f.
MK989498.1 (GenBank) < CoPora ¢ 100 100
flagellaris
f.
MT338044.1 (GenBank) ~ _c/c0SPord ¢ 100 100
ITS sigesbeckiae
ET-81 MF681093 (Mycobank) Cercospora beticola 100 100
CBS 140167 (Mycobank) Cercospora 100 100
CBS 140166 (Mycobank) Cercospora cyperina 100 100
CBS 128.27 (Mycobank) Cercospora kikuchii 100 100
XM_023594009.1
G _B K Cercospora beticola 97,93 99
TEF-la ensan
CBS 116456 (Mycobank) Cercospora beticola 98,12 99,63

Cercospora spp. agente causal de mancha foliar en uvilla
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meses en los que las muestras fueron recolectadas (De Lemos Cardoso et al. 2013; Rangel et al.
2020). Esta enfermedad se desarrolla frecuentemente durante el verano y debe tener una alta
humedad con largos periodos de lluvia (Fischer et al. 2014; Shahzady et al. 2017).

Segun Catarina (2014), los sintomas de la infeccion por este hongo fitopatdgeno se presentan
en hojas y en capachos de la uvilla como pequenias dreas necroticas de color gris, con presencia
de pequenos halos amarillos y la formacion de anillos concéntricos en funciéon del progreso
de la infeccion en el tejido vegetal. Sin embargo, en otros casos, se presentan como lesiones
irregulares con bordes definidos limitados por las nervaduras. Por el contrario, Tian et al. (2008),
reportan que las lesiones necroticas provocadas por Cercospora spp. se distinguen de las
causadas por el patégeno Alternaria spp. (tizén tardio) por la ausencia de anillos concéntricos.
Los sintomas encontrados en este estudio coincidieron con lo reportado en el estudio de Chai et

! 4

’

e

Figura 3. Lesiones producidas por Cercospora spp. en los postulados de Koch utilizando plantas de uvilla. A) Primeras lesiones
producidas después de 12 dias; B-C) Manchas necroticas producidas después de 19 dias; D) Clorosis completa y manchas
necroticas.
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Tabla 4. Determinacion semicualitativa del desarrollo de sintomas de cada cepa
analizada en los postulados de Koch.

Sintomatologia

Cepa . Manchas Defoliacién
Clorosis A
irregulares prematura
ET- 41 Tratam!entol ++ ++ +
Tratamiento 2 +++ +++ ++
ET- 81 Tratam!ento 1 + + +
Tratamiento 2 ++ +++ ++
ET- 24 Tratam!ento 1 + ++ +
Tratamiento 2 +++ +++ 4+
ET-22 Tratam!ento 1 + + +
Tratamiento 2 + ++ ++

al.ao, ya que las lesiones se caracterizaron por presentar un centro color blanco grisdceo, con un
borde marrén oscuro seguido de un halo marrén claro o verdoso, con forma irregular y bordes
bien definidos. Ademas, coincidieron parcialmente con lo reportado por Catarina (2004), ya que
no presentaron anillos concéntricos, sino, Unicamente un halo alrededor de la mancha.

Las cepas aisladas en PDA se caracterizaron por la presencia de exudados en las colonias que
presentaron tonalidades blancas, verde oliva y gris con un crecimiento lento. Estos resultados
son parcialmente similares a los obtenidos por Chai et al. (2021), quienes describen a las colonias
en PDA como blanquecinas a grises con micelio aéreo algodonoso; mientras que en las colonias
desarrolladas en MEA se observaron colores verde-grisaceo, amarillo, gris y negro blanquecino.
Crous et al. (2006) reportan resultados parcialmente similares describiendo una colonia en MEA
con micelio aéreo escaso, margenes irregulares, superficie gris oliva con manchas irregulares de
color blanco o gris hierro. Tanto en MEA, como en PDA, el crecimiento fue lento y no se observo
el desarrollo de conidioforos ni conidios. Por otro lado, el crecimiento en CA también fue lento
y dio como resultado colonias marrén oscuro y una alta produccion de conidios, aunque
los fasciculos fueron escasos. Marin et al. (2020) llegaron a la conclusion de que el cultivo de
Cercospora spp., en los medios CA y PDA + sacarosa al 6%, conduce a una gran produccion
de estructuras reproductivas (conidiéforos y conidios), lo que permite la correcta identificacion
microscopica del hongo. Adicionalmente, este género flngico se caracteriza por tener un buen
crecimiento en diferentes medios de cultivo como V8, OMA (Agar harina de avena), PDA, MEA y
CA, donde las temperaturas de incubacion dptimas son 24-25 °C con un fotoperiodo de 12h/12h
(Mukthar et al. 2019).

Segun Crous et al. (2007) es posible distinguir, morfolégicamente, al género Cercospora spp. de
otros géneros similares (Passalora, Pseudocercospora y Stenella) a través de rasgos en la estructura
de las cicatrices de conidios, estructura de las hifas y presencia o ausencia de pigmentacion
de conidios y conidiéforos (Bakhshi et al. 2012; Swiderska-Burek et al. 2020). Las caracterfsticas
microscopicas observadas del hongo en este estudio presentaron conidiéforos de color marron,
rectos o ligeramente curvos, multiseptados, distribuidos en fasciculos de 3a 17y con un tamano
de 2-5 um x 33-104 um, mientras que los conidios fueron hialinos, con septos de 0 a 14, rectos o
ligeramente curvosy presentaron un tamafo de 33-175 x 2-5 um. Estas caracteristicas coinciden
con las reportadas en el estudio de Mukhtar et al. (2019) donde los conidiéforos se presentaron
de forma simple, color marrén, pero subhialinos en el dpice, rectos, con un tamano de 4,5
a5 x 20 a 100 um, y cicatrices de esporas distintivas. Los conidios fueron solitarios, hialinos,
filiformes, rectos o ligeramente curvados, el apice fue obtuso o en punta, multiseptados (1 a
18) y un tamano de 28 a 230 x 2,5 a 4 um. De la misma forma, Marin et al. (2020), describieron
caracterfsticas similares a las presentadas anteriormente con pequefas variaciones, tanto en el
tamano de los conidiéforos como en el de los conidios.

Cercospora spp. agente causal de mancha foliar en uvilla
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Aunque las caracteristicas morfologicas son utilizadas frecuentemente para identificar
aislamientos fungicos, no es posible distinguir a las especies pertenecientes a Cercospora spp.,
Unicamente, con base en la morfologia; muchas veces, hay una superposicion significativa en
estas caracteristicas y complica la taxonomia del género (Meghvansi et al. 2013; Park et al. 2017).
Es por ello que los enfoques polifasicos, basados en ecologia, morfologia y estudios moleculares,
se utilizan para la identificacion de las especies de este género (Park et al. 2020; Swiderska-Burek
et al. 2020). En esta investigacion se utilizaron las regiones TS y TEF-1a, dando como resultado
amplicones de 500 y 900 pb, respectivamente, en todas las cepas analizadas. Los cuatro aislados
fungicos no pudieron ser identificados a nivel de especie mediante la secuenciacién de la
region TS, debido a que se obtuvo la méxima similitud con diferentes especies del género
Cercospora y resulté imposible discriminar entre estas e identificar cada cepa con una especie
determinada. Por lo tanto, los resultados fueron inconcluyentes al comparar las secuencias en
las bases de datos GenBank y Mycobank. El espaciador transcrito interno (ITS) es un fragmento
de ADN que actualmente es considerado un cédigo de barras universal de los hongos, debido
a que tiene la mayor probabilidad de identificacion exitosa para una amplia gama de hongos
(Schoch et al. 2012; Badotti et al. 2017) Sin embargo, Groenewald et al. (2010) sugieren que la
regién ITS tiene una baja capacidad para distinguir entre especies de Cercospora spp. Park et
al. (2017) obtuvieron resultados similares al obtener 100% de similitud con diferentes especies
utilizando la region ITS. Estos autores tuvieron que realizar un analisis multigénico para encontrar
la especie de Cercospora spp. Por lo tanto, en esta investigacion se amplificé y secuencio el gen
de Factor de elongacion para discriminar entre especies de este género. Como resultado, se
pudieron identificar los cuatro aislados como Cercospora beticola con un alto porcentaje de
identidad y cobertura, tanto en la base de datos GenBank como en Mycobank. Actualmente, los
codigos de barras de ADN secundarios se implementan cada vez mas para grupos donde ITS no
proporciona suficiente precision (Lucking et al. 2020). En varios estudios, se ha determinado que
la combinacion de genes de actina (ACT), calmodulina (CAL), histona (H3), Factor de elongacién
(TEF 1-a) y B-tubulina (TUB) es una de las formas mas efectivas para diferenciar entre las especies
de Cercospora spp. (Montenegro-Calderdn et al. 2011; Groenewald et al. 2013; Meghvansi et al.
2013). Adicionalmente, se han utilizado los genes ARN polimerasa Il y gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa que ayudan para la identificacion de algunas especies del complejo C. apii
(Swiderska-Burek et al. 2020).

Las cuatro cepas con las que se infectaron las plantas de uvilla, en el ensayo de postulados de
Koch, produjeron sintomas de la enfermedad de la mancha foliar por Cercospora beticola. Las
lesiones iniciales se observaron como pequefas manchas blanquecinas e irregulares similares
a las reportadas en el estudio realizado por Mi-Jeon et al. (2020). Con el avance de las lesiones,
se observé un centro gris blanquecino con un borde marrén oscuro y un halo marrén grisaceo,
ademds de clorosis completa de la hoja y defoliacién prematura. Rangel et al. (2020), describieron
sintomas idénticos alos descritos en este estudio y también reportaron que, a medida que avanza
la enfermedad, se produce clorosis de la hoja y las manchas pueden fusionarse para formar areas
necréticas mas grandes (Marin et al. 2020). Vaghefi et al. (2017) encontraron sintomas similares
y mencionaron que las lesiones necroticas se expandieron en la superficie de la hoja. Esta
expansion se debe a una colonizacion necrotréfica para obtener nutrientes que podria matar a
sus células huésped mediante toxinas (Jay et al. 2020; Andrade et al. 2021). Adicionalmente, se
produce una defoliacién prematura hasta del 90%. Incluso, cuando la enfermedad tiene una alta
severidad se puede producir la muerte de la planta (Guzman-Piedrahita y Rivillas-Osorio 2005).
El tratamiento en el que se utilizaron discos miceliales presentd mayor cantidad de manchas en
menos tiempo (4 dias antes). Por eso, se considera que fue més efectivo, en relaciéon método de
infeccion con suspension de esporas. En ambos tratamientos, se realizo una pequena laceracion
para permitir la entrada del patégeno en el tejido foliar. El dafo fisico provocado en las hojas
ayuda a aumentar la gravedad de la enfermedad, ya que facilita la adhesion y penetracion del
micelio en las hojas (Subedi et al. 2019). Por Ultimo, se observé la aparicion de sintomas similares
a los de Cercospora sp. y se realizé el aislamiento del patdbgeno para su posterior secuenciacion,
en donde se demostré que el causante de las manchas necréticas fue el hongo fitopatdgeno
aislado previamente, cumpliendo asf con los postulados de Koch.



Los resultados obtenidos en este estudio son de gran importancia en la investigacion sobre
enfermedades foliares de la uvilla porque contribuyen al desarrollo de técnicas rapidas y precisas
para el diagndstico de la mancha foliar. Cercospora beticola es, principalmente, conocido por
asociarse con la enfermedad foliar mds importante y destructiva en la remolacha azucarera,
provocando graves pérdidas econdmicas en este cultivo donde fue identificada por primera
vez (Turgay et al. 2010; Zhou et al. 2014). Se caracteriza por diseminar sus esporas a través del
viento, la lluvia, el riego, las salpicaduras de agua o la transferencia de insectos. Adicionalmente,
los restos de plantas infectadas se consideran una fuente importante de inéculo que inicia
las epidemias de la mancha foliar, ya que este hongo fitopatégeno puede persistir en forma
de micelios y pseudoestromas durante un maximo de 22 meses a 3 afos (Vaghefi et al. 2017).
De esta manera, las esporas entran en contacto con los estomas de la hoja y dan lugar al
crecimiento de hifas intercelulares (Rangel et al. 2020). En este estudio, se observaron manchas
necroticas de coloracién marrén que avanzaban hasta fusionarse entre ellas. Esta fase se conoce
como necrotréfica y, en ella, empieza la produccién de fitotoxinas y proteinas que conducen
a la muerte de la célula huésped (Daub y Chung 2007). Una de las toxinas mds conocidas que
produce Cercospora spp. es la cercosporina. Esta toxina produce una coloracion rojiza o marron
que se evidencia en la superficie del hospedero y se activa en presencia de luz y oxigeno,
produciendo la muerte celular; por lo que se considera un factor de virulencia de este género
(Mitchell et al. 2002). Las manchas necréticas que produce este hongo pueden expandirse
por todas las hojas causando una defoliacion prematura de la planta, lo que provoca pérdidas
de rendimiento superiores al 50% (De Lemos Cardoso et al. 2013). La severidad del ataque de
este hongo, registrado en diferentes cultivos, ha provocado que se preste especial atencién
a este fitopatdgeno y se realice estudios en los posibles cultivos en los que podria atacar. Al
haber identificado Cercospora spp. en cultivos de uvilla en Colombia, es de gran importancia
identificarlo en Ecuador también para evaluar los posibles efectos que tenga en los cultivos
de uvilla del pais para evitar dafios a nivel de grandes plantaciones. Actualmente, se utiliza
la aplicacion de una mezcla de fungicidas, con diferentes modos de accién, para controlar al
hongo fitopatégeno Cercospora spp. También se pueden utilizar cultivos de alto rendimiento
con resistencia mejorada del hospedador y diferentes practicas culturales como la rotacion de
cultivos, el manejo de malezas hospedantes y raleo de las plantas (Rangel et al.2020).

Conclusiones

Este es el primer reporte de la presencia de Cercospora beticola en cultivos de uvilla (Physalis
peruviana L) en la regién centro norte de la Sierra ecuatoriana. Los postulados de Koch
confirmaron que este hongo es el agente causal de la mancha foliar en cultivos de uvilla,
mediante la presencia de sintomatologia en plantulas sanas. Finalmente, esta investigacion
servird como base para el desarrollo de métodos de identificacion rapidos y eficaces de este
microorganismo. También, serd una contribucion para proximos estudios sobre estrategias para
la prevencién y control de esta enfermedad, evitando asi pérdidas econdémicas causadas a los
pequefos y grandes agricultores.
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