
 

 

 

PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATÓLICA DEL ECUADOR 

 

 

FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES  

 

 

ESCUELA DE CIENCIAS BIOLÓGICAS 

 

 

CARRERA DE MICROBIOLOGÍA 

 

 

 

 

 

 

 

Identificación de Colletotrichum spp. como agente causante de la antracnosis en  

hojas de uvilla (Physalis peruviana L.) en el centro de la región interandina del  

Ecuador 

 

 

  

 

 

 

Disertación previa a la obtención del título de Microbióloga 

 

 

  

 

 

ANABELIZA KATHERIN CAJAS SALAZAR 

 

 

 

 

 

 

 

Quito, 2020



II 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CERTIFICACIÓN 

 

 

 

 

 

 

 

Certifico que, la disertación de Microbiología de la candidata Anabeliza Katherin Cajas  

Salazar, ha sido concluida de conformidad con las normas establecidas; por lo tanto, 

puede ser presentada para la calificación correspondiente. 

 

 

 

 
 

Mtr. Jeniffer Marcela Yánez Altuna 

Directora de la Disertación 

Quito, 16 de diciembre de 2020 

 

 

 

  



III 

 

 

 

 

DEDICATORIA 

 

 

 

 

 

 

 

Con cariño y amor, para todas las personas que con esmero y paciencia supieron 

encaminar mis pasos, para ver realizado este sueño. 

 

 

Anabeliza 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



IV 

 

AGRADECIMIENTOS 

 

 

Agradezco a mis padres Jaime Cajas y Ana Salazar por darme la oportunidad de formarme 

como profesional, por apoyarme en cada decisión y proyecto de vida. A mi hermana 

Diana y cuñado Javier por aportar cosas buenas a mi vida. A mi prima Gaby y a mi 

segunda mamá Paty por acompañarme en cada larga noche de estudio. A mis abuelitos 

por ser un ejemplo a seguir y permitirme ser su orgullo, y a toda mi familia por creer en 

mí.  

 

A mi directora de disertación Jeniffer Yánez, por contribuir en mi formación como 

investigadora dentro de su proyecto, por su orientación y por valorar mis ideas. Gracias 

al Dr. Martín Marcial y a la Mcrb. Anita Almeida, por enriquecer con sus conocimientos 

y sugerencias el desarrollo de esta tesis. Un especial agradecimiento, al Dr. Alberto 

Rengifo por siempre brindarme palabras de aliento para no decaer y a todos mis docentes 

por transmitirme su conocimiento e incentivarme a conocer el fascinante mundo de la 

Microbiología.  

 

 

De la misma forma a mis mejores amigas Mishelle y Sol por su amistad incondicional y 

estar para mí. A mis amigos de universidad Andrea, Nicol, Estanislao y Lesly por 

echarme una mano cuando más lo necesité y por permitirme aprender más de la vida a su 

lado. Finalmente, a Gabriel por su inmensa paciencia y su inigualable deseo de verme 

triunfar.  

 

Gracias a todas las personas que fueron participes de este proceso, que el día de hoy se 

ve reflejado en la culminación de mi carrera universitaria.    



V 

 

TABLA DE COTENIDOS  

 

RESUMEN. – .................................................................................................................. 1 

PALABRAS CLAVE: .................................................................................................... 2 

ABSTRACT. – ................................................................................................................ 2 

KEYWORDS: ................................................................................................................. 3 

INTRODUCCIÓN .......................................................................................................... 3 

MATERIALES Y MÉTODOS ...................................................................................... 5 

Muestreo ...................................................................................................................... 5 

Aislamiento y purificación de hongos a partir de tejido sintomático .................... 6 

Identificación macroscópica y microscópica ............................................................ 7 

Identificación molecular............................................................................................. 7 

Postulados de Koch ..................................................................................................... 8 

Análisis de datos ......................................................................................................... 9 

RESULTADOS ............................................................................................................... 9 

Aislamiento y caracterización morfológica .............................................................. 9 

Identificación molecular........................................................................................... 10 

Postulados de Koch ................................................................................................... 10 

Análisis de datos ....................................................................................................... 11 

DISCUSIÓN .................................................................................................................. 11 

CONCLUSIONES ........................................................................................................ 16 

AGRADECIMIENTOS ............................................................................................... 17 

REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS ....................................................................... 17 



VI 

 

FIGURAS ...................................................................................................................... 28 

TABLAS ........................................................................................................................ 34 

 

 

  



VII 

 

LISTA DE FIGURAS 

 

Figura 1. A) Vista panorámica de una parcela de uvilla. B-C-D) Hojas de uvillas en 

estados avanzados de la enfermedad(manchas necróticas, halos cloróticos y anillos 

concéntricos).. ................................................................................................................. 28 

Figura 2. Observación macroscópica y microscópica de aislados presuntivos de 

Colletotrichum spp. (A.T 400X). Colonias en PDA anverso y reverso (A1-D2-G3-J4-M5-

P6); Colonias en MEA anverso y reverso (B1-E2-H3-K4-N5-Q6). Conidias: C1) P4h003; 

F2) P4h010 ; I3) P4h011; L4) P4h014; Q5) P4h016; R6) P5h006-2. ............................ 29 

Figura 3. Estructuras microscópicas de Colletotrichum spp. (A.T. 400X). A) conidias, B) 

apresorio, C) bases de setas, D) conidióforo, E) acérvulo.  ............................................ 30 

Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa de productos de PCR a partir del ADN obtenido 

de aislamientos de Colletotrichum spp. asociado a la antracnosis en hojas de uvilla. M = 

marcador molecular 100pb; carril 1 a 6 aislados de hongos obtenidas de hojas; (+) = 

control positivo (Phoma sp.); (-) = control negativo (agua libre de nucleasas). 1) P4h003; 

2) P4h010, 3) P4h011; 4) P4h014; 5) P4h016; 6) P5h006-2. ......................................... 31 

Figura 5. A) Vista panorámica de plántulas de uvilla infectadas con diferentes especies 

de Colletotrichum spp. en condiciones de invernadero (postulados de Koch). Hojas 

sintomáticas en etapa inicial de antracnosis (13 días después de la inoculación). 1) 

P4h003; 2) P4h014, 3) P4h016; 4) P5h006-2; 5) Control negativo ............................... 32 

Figura 6. Conidias recuperadas en los postulados de Koch idénticas a los aislados 

originales (A.T 400X) 1) P4h003; 2) P4h014, 3) P4h016; 4) P5h006-2. ....................... 33 

 

  



VIII 

 

LISTA DE TABLAS 

 

Tabla 1. Aislados fúngicos colectados en Cotopaxi y Pichincha obtenidos a partir de 

plantas diferentes de Physalis peruviana L. ................................................................... 34 

Tabla 2.  Tamaño de estructuras microscópicas de cada aislado después de 15 días de 

crecimiento. .................................................................................................................... 35 

Tabla 3. Identificación molecular de secuencias ITS de aislados fúngicos obtenidos de 

tejido foliar necrótico...................................................................................................... 36 

Tabla 4. Sintomatología en hojas de uvilla post-infección, postulados de Koch. ......... 37 

Tabla 5. Identificación molecular de secuencias ITS de los aislados fúngicos obtenidos 

en los postulados de Koch. ............................................................................................. 38 

 

  



IX 

 

MANUSCRITO PARA LA PUBLICACIÓN 

 

Revista 

Revista Ecuatoriana de Medicina y Ciencias Biológicas 

Titulo  

Identificación de Colletotrichum spp. como agente causante de la antracnosis en hojas de 

uvilla (Physalis peruviana L.) en el centro de la región interandina del Ecuador 

Autores  

Anabeliza Katherin Cajas Salazar* 

Correo electrónico  

* 
anabelizacajas@gmail.com 

Dirección  

Laboratorio de Fitopatología y Control Biológico, Carrera de Microbiología, Facultad de 

Ciencias Exactas y Naturales, Pontificia Universidad Católica del Ecuador, Quito, 

Ecuador. 

  



X 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El siguiente trabajo de investigación se presenta en el formato de la Revista Ecuatoriana 

de Medicina y Ciencias Biológicas a partir de la siguiente página.  

 

 



 

Identificación de Colletotrichum spp. como agente causante de la antracnosis en  

hojas de uvilla (Physalis peruviana L.) en el centro de la región interandina del  

Ecuador 

Identification of Colletotrichum spp. as causal agent of anthracnose in goldenberry 

leaves (Physalis peruviana L.) in the center of the Sierra region of Ecuador 

 

Anabeliza Cajas1 

1Laboratorio de Fitopatología y Control Biológico, Facultad de Ciencias Exactas y 

Naturales, Quito, Ecuador.  

 

RESUMEN. –  

La uvilla (Physalis peruviana L.) es una especie frutícola andina que por su alto valor 

nutricional y medicinal ha adquirido importancia económica en todo el mundo. 

Lamentablemente, la productividad y calidad del cultivo es afectado por agentes bióticos 

como: hongos, bacterias, nematodos y virus. La antracnosis es una enfermedad fúngica 

que lesiona las hojas de la uvilla y es objetivo de este estudio, identificar a Colletotrichum 

spp. como el agente causal de este problema en las provincias de Cotopaxi y Pichincha. 

Para esto, se colectó tejido foliar con manchas necróticas con anillos concéntricos y los 

aislados fúngicos obtenidos se caracterizaron fenotípicamente mediante descripción 

macroscópica y microscópica de la colonia. La identificación molecular se realizó 

mediante análisis de secuencias obtenidas con los primers ITS1/ITS4 que se compararon 

en bases de datos referenciales (GenBank, MycoBank, ISHAM, UNITE) y presentaron 

una similitud ≥ 97 % para C. gloeosporioides, C. fructicola, C. scovillei y C. coccodes. 

Finalmente, se confirmó mediante postulados de Koch que estas cepas causan síntomas 

de antracnosis en plantas de uvilla sanas, mediante el re-aislamiento y análisis 



 

morfológico y molecular de los hongos fitopatógenos que fueron idénticos a los 

originales. Es importante destacar que este es el primer reporte de un complejo de 

especies de Collectotrichum infectando cultivos de uvillas en Ecuador. 

 

PALABRAS CLAVE:  

Antracnosis, Colletotrichum spp., espaciador transcrito interno, postulados de Koch, 

Physalis peruviana L. 

 

 

ABSTRACT. –  

The goldenberry (Physalis peruviana L.) is an Andean fruit species that due to its high 

nutritional and medicinal value has acquired economic importance throughout the world. 

Unfortunately, the productivity and the quality of the crop is affected by biotic agents 

such as: fungi, bacteria, nematodes and virus. Anthracnose is a fungal disease that 

damages the leaves of the goldenberry. The objective of this study is to identify 

Colletotrichum spp. as the causal agent of this disease in Cotopaxi and Pichincha 

provinces. Leaf tissue with necrotic spots with concentric rings was collected and the 

fungal isolates obtained were phenotypically characterized by macroscopic and 

microscopic description of the colony. The molecular identification was done by analysis 

of sequences obtained with the ITS1 / ITS4 primers compared in reference databases 

(GenBank, MycoBank, ISHAM and UNITE) with a ≥ 97 % similarity for C. 

gloeosporioides, C. fructicola, C. scovillei and C. coccodes. Finally, Koch postulates 

confirmed that these strains cause anthracnose in healthy goldenberry plants, through re-

isolation, morphological and molecular analysis of the phytopathogenic fungi that were 

identical to the original. It is important to highlight that this is the first report of a 

Collectotrichum species complex infecting goldenberries crops in Ecuador. 



 

 

KEYWORDS: 

Anthracnose, Colletotrichum spp., Internal transcribed spacer, Koch postulates, Physalis 

peruviana L. 

 

INTRODUCCIÓN 

La uvilla (Physalis peruviana L.) conocida como uchuva, goldenberry, aguaymanto o 

ushun es originaria de la región andina de Sudamérica y pertenece a la familia Solanaceae 

(Dostert et al. 2012). Es una planta perenne, arbustiva y ramificada con un crecimiento 

que llega a superar los dos metros de altura; su potencial óptimo de cultivo se da en 

altitudes entre 1800 y 2800 msnm con temperaturas promedio entre 13 y 18 ºC (Almanza 

y Fischer 2012; Dostert et al. 2012; Aldas 2013). Physalis se caracteriza por poseer un 

tallo herbáceo cubierto de vellosidades suaves; hojas acorazonadas; flores acampanadas 

y bayas carnosas, semiácidas globulosas (1,25 a 2,5 cm y 4 a 10 g) que contienen entre 

150 a 300 semillas (Almanza y Fischer 2012; Aldas 2013; García et al. 2014; Servicio 

Nacional de Aprendizaje SENA 2014; Ruiz Gaitan et al. 2018). El valor nutricional del 

fruto es alto por poseer vitaminas (A, B y C), fibra y minerales como fósforo y hierro 

(Almanza y Fischer 2012; Servicio Nacional de Aprendizaje SENA 2014). Esta especie 

frutícola andina ha adquirido gran importancia económica por su potencial alimenticio y 

medicinal en los Andes sudamericanos, principalmente en Colombia, Perú y Ecuador 

(Trillos González et al. 2008; Tapia et al. 2020). 

 

Las plantaciones de uvilla en el Ecuador se encuentran en las provincias de Carchi, 

Imbabura, Pichincha, Cotopaxi, Tungurahua, Bolívar y Chimborazo, ocupando un 

aproximado de 700 hectáreas. El Ecuador exportó en el año 2019, 206 mil dólares a 



 

destinos como: Países Bajos, Estados Unidos, Alemania, Francia y Canadá ( Pro Ecuador 

2020; Servicio de Aduana del Ecuador SENAE 2021). La uvilla es una alternativa real de 

exportación para el pequeño productor, que según datos proporcionados por el Ministerio 

de Agricultura y Ganadería (MAG), de las 992 Unidades Productivas Agrícolas (UPAs) 

el 98 % corresponde a pequeños productores (Agrocalidad 2019; Pro Ecuador 2020). 

Debido a la importancia comercial de este cultivo en el mercado nacional e internacional, 

resulta prioritario que los productores inviertan recursos financieros en controles 

fitosanitarios eficaces, de manera que, se obtenga una producción de uvilla de buena 

calidad y con un alto rendimiento que garantice la venta del producto final (Fischer et al. 

2014; Pro Ecuador 2020).   

 

Considerando la creciente demanda global de uvilla, es importante optimizar el control 

de plagas y enfermedades que afectan a este cultivo, debido a que limitan su producción 

y comercialización a nivel mundial (Pinzón 2014). Lamentablemente, este cultivo a 

menudo se ve afectado por diversos agentes bióticos como: hongos, bacterias, nematodos 

y virus ( Fischer et al. 2005; García et al. 2014; Servicio Nacional de Aprendizaje SENA 

2014). La antracnosis es una patología causada por el hongo Colletotrichum, los síntomas 

de esta enfermedad incluyen lesiones necróticas limitadas, a menudo deprimidas, en 

hojas, tallos, flores y frutos, así como pudrición de la corona y del tallo, y tizón de las 

plántulas (Waller et al. 2002; Cannon et al. 2012; Tapia et al. 2020). Colletotrichum spp. 

se caracteriza por ser altamente destructivo, ataca con gran severidad un amplio rango de 

hospederos (cereales, pastos, legumbres, vegetales, ornamentales y cultivos perennes), se 

presenta en temporada de lluvias y en condiciones de alta humedad relativa (Nieto et al. 

2019; Tapia et al. 2020). La infección de este patógeno se desarrolla en tres etapas: 

adhesión de esporas, germinación y formación del apresorio, y penetración de la hifa 



 

(intracelular y/o subcuticular); en la colonización intracelular, se desarrolla una infección 

inicial en base a una fase biotrófica, asociada con una gran hifa primaria intracelular, 

convirtiéndose después en una fase necrotrófica destructiva asociada con una hifa 

secundaria angosta, que se ramifica a través del tejido del hospedante mientras que en la 

colonización cuticular, el patógeno no penetra inmediatamente el lumen celular, sino que 

se desarrolla bajo la cutícula y después de un breve período asintomático, el hongo 

comienza a expandirse rápidamente a través del tejido del hospedante, finalmente estas 

dos formas matan las células vegetales y degradan las paredes celulares mediante las 

enzimas producidas por el hongo (Diéguez-Uribeondo et al. 2005; O’Connell et al. 2012). 

La antracnosis reduce sustancialmente la productividad del cultivo y provoca necrosis de 

los tejidos, a tal punto que el rendimiento baja e inclusive puede existir la pérdida total 

del cultivo, y a futuro puede convertirse en un gran problema fitosanitario (García et al. 

2014; Pinzón 2014). La identidad precisa de un patógeno, la descripción de sus rasgos 

característicos, la diversidad y distribución geográfica de sus poblaciones, son datos 

fundamentales para reducir los efectos devastadores de la enfermedad y evaluar 

eficientemente las medidas de prevención y control de enfermedades (Pinzón 2014; Nieto 

et al. 2019). En Ecuador existe limitada información sobre los patógenos que afectan al 

cultivo de uvilla, incluyendo Colletotrichum spp. (Agrocalidad 2017). Por lo anterior, 

esta investigación pretende identificar el agente causal de la antracnosis en hojas de uvilla, 

lo que facilitará su control en la región interandina del Ecuador. 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Muestreo  

La colecta de muestras se realizó en cinco parcelas productoras de uvilla de las provincias 

de Pichincha (San José de las Minas) y Cotopaxi (Pilaló), pertenecientes a las zonas 2 y 



 

3 de la región interandina del Ecuador (Secretaría Nacional de Planificación y Desarrollo 

2019). El muestreo se desarrolló de manera aleatoria estratificada, en cada parcela se 

seleccionaron 25 plantas con sintomatología caracterizada por necrosis y manchas a nivel 

foliar (Pinzón 2014). El material vegetal seleccionado se recolectó en fundas de cierre 

hermético con su respectiva etiqueta (fecha y hora de recolección, nombres del recolector, 

zona y georreferencia) y se transportó bajo condiciones de refrigeración, al laboratorio de 

Fitopatología y Control Biológico de la Escuela de Ciencias Biológicas de la Pontificia 

Universidad Católica del Ecuador (PUCE), para el respectivo análisis en un lapso no 

mayor a 24 horas (Agrios 2005).  

 

Aislamiento y purificación de hongos a partir de tejido sintomático  

Las muestras foliares recolectadas se lavaron con abundante agua corriente para limpiar 

la contaminación superficial interferente. A partir de las lesiones se realizaron cortes de 

20 mm2, los cuales fueron desinfectados mediante un lavado en hipoclorito de sodio al 1 

% durante un minuto, después en agua destilada estéril durante 30 segundos, luego en 

etanol al 70 % por 30 segundos, y finalmente dos enjuagues con agua destilada estéril por 

un minuto (Agrios 2005). Los fragmentos de tejido se secaron sobre papel toalla estéril 

durante 5 a 10 minutos y se sembró cada pedazo en cajas Petri conteniendo el medio de 

cultivo PDA (Potato Dextrose Agar, por sus siglas en inglés), suplementado con 

gentamicina (Gentamax 280mg/2ml en 1L), para inhibir la contaminación bacteriana 

(Agrios 2005; Morales et al. 2018). Las cajas se incubaron a temperatura ambiente (20-

25°C) y se revisó el crecimiento micelial a diario durante 15 días. Los hongos de interés 

se subcultivaron en PDA y MEA (Malt Extract Agar, por sus siglas en inglés) bajo las 

mismas condiciones iniciales hasta conseguir  cultivos axénicos, este último medio de 

cultivo se usó para observar esporulación (Alemu et al. 2020).  



 

 

Identificación macroscópica y microscópica  

El desarrollo de los aislamientos fúngicos puros fue observado diariamente por 15 días. 

La caracterización macroscópica se realizó en función a características morfológicas de 

la colonia, y se registró las siguientes variables: color (reverso-anverso), textura, bordes, 

esporulación y presencia de exudados (Velázquez et al. 2018). La caracterización 

microscópica se realizó a partir de una impronta del micelio del hongo, usando cinta 

adhesiva transparente, que fue teñida con azul de lactofenol y observada al microscopio 

óptico con una amplificación de 400X (Barnett y Hunter 1998; Molina et al. 2017; Crous 

et al. 2019). La longitud y ancho de las conidias (15 por aislamiento) se midieron con el 

software Piximetre (Zapata y Opazo 2017). Para corroborar las características 

macro/microscópicas visualizadas, se utilizó claves dicotómicas y literatura especializada 

para la identificación del género Colletotrichum spp.  (Barnett y Hunter 1998; Hanlin 

1998; Crous et al. 2019).  

 

Identificación molecular  

Se extrajo ADN fúngico utilizando el kit comercial Wizard® Genomic DNA Purification, 

siguiendo las instrucciones del fabricante (Promega 2019) y su concentración y pureza se 

determinó con un espectrofotómetro NanoDrop 200 con una absorbancia de 260/280 y 

260/230 (Thermo Fisher Scientific 2010). La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

se usó para la amplificación de la región ITS (Internal transcribed spacers, por sus siglas 

en inglés), del ADN ribosomal de los aislados y controles (positivo - negativo) con los 

primers ITS-1 e ITS-4 (ITS1: 5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’; ITS4: 5’-

TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) (White et al. 1990). Cada reacción se llevó a cabo 

con un volumen total de 25µl con el siguiente programa térmico: desnaturalización inicial 



 

a 94 ºC por 5 min; 40 ciclos compuesto de desnaturalización a 93 ºC por 1 minuto, 

alineamiento a 55 ºC por 2 minutos; extensión a 72 ºC por 2 minutos; y una extensión 

final de 72 ºC por 10 minutos (Bruns et al. 1999; Espinosa 2007; Salazar et al. 2012). La 

productos de PCR obtenidos fueron separados por electroforesis en gel de agarosa al 2 % 

a 95 voltios por 60 minutos (Espinosa 2007) y se visualizaron bajo luz UV con un tamaño 

esperado ~450 a ~550 pares de bases (pb) (Salazar et al. 2012; Gijón et al. 2019). Los 

productos de PCR obtenidos fueron enviados a Macrogen Inc. (Seúl, Corea del Sur) para 

ser purificados y secuenciados por el método de Sanger. Las secuencias conceso se 

obtuvieron con la herramienta Clustal W del programa MEGA 6 (Tamura et al. 2013), y 

para validar su identidad molecular fueron comparadas con aquellas depositadas en el 

GenBank del NCBI (National Center for Biotechnology Information) así como también, 

en bases curadas en MycoBank, ISHAM y UNITE (Yegneswaran et al. 2017; Velázquez 

et al. 2018; Macrogen 2020). 

 

Postulados de Koch 

Se obtuvieron plántulas de uvilla mediante la extracción húmeda de semillas, estas fueron 

desinfectadas con alcohol al 70 % para ser germinadas y sembradas en un sustrato con 75 

% de humus más 25 % de cascarilla de arroz; dependiendo de las condiciones climáticas 

se dotó de un riego diario tanto en semillero como en macetas (Socay 2017). Una vez que 

las plántulas de uvilla desarrollaron tres a cuatro hojas verdaderas, se preparó el inóculo 

de conidias siguiendo el protocolo de Castellanos y colaboradores (2011). Se propagó el 

hongo en cajas Petri con agar PDA incubadas por 15 días a 25 °C, se agregó 5 ml de agua 

destilada estéril en cada caja Petri para desprender las conidias mediante un raspado 

superficial con bisturí estéril y lo obtenido se filtró con gasas estériles. La suspensión se 



 

diluyó con Tween 80 al 0.01 % hasta alcanzar una concentración de 1.2 x 106 conidias/ml, 

contabilizadas con cámara de Neubauer (Castellanos et al. 2011). 

 

La superficie de las hojas de 14 plántulas de uvilla fueron inoculadas mediante tres 

métodos: aspersión, laceración de los tejidos e inyección de la suspensión  (López y 

Castaño 2013), cada método se aplicó en dos hojas por planta y por cepa. Las plantas 

inoculadas fueron mantenidas bajo condiciones de invernadero con temperaturas de 20±2 

°C y 60 % humedad relativa. Los síntomas característicos de Colletotrichum en las 

plántulas inoculadas se evaluaron después de 10 días. El patógeno fue aislado nuevamente 

mediante la metodología antes descrita (Castellanos et al. 2011), y su identidad se 

confirmó mediante análisis microscópico y molecular.  

 

Análisis de datos  

Los datos registrados se presentaron y organizaron mediante estadística descriptiva para 

establecer la frecuencia de Colletotrichum spp. en las provincias en estudio.  

 

RESULTADOS 

Aislamiento y caracterización morfológica  

 

A partir de 125 muestras de tejido foliar sintomático (Figura 1), se obtuvieron seis 

aislamientos fúngicos de dos de las cinco parcelas muestreadas, que coincidieron con las 

características macroscópicas de Colletotrichum spp. (Tabla 1). Después de 15 días de 

crecimiento en medio PDA las colonias fúngicas presentaron patrones de crecimiento 

circular, micelio algodonoso escaso-abundante, borde ondulado, anillos concéntricos 

grises-marrones-salmón y en algunos casos masas irregulares negras alrededor de la 

colonia. Las colonias mostraron morfología divergente en cuanto a color donde, P4h010, 



 

P4h011 y P4h016 desarrollaron colonias blancas-gris-verde (anverso) y crema (reverso); 

P4h014 y P5h006-2 colonias blancas-salmón-café (anverso) y salmón-café (reverso); 

mientras que, P4h003 una colonia blanco-salmón (anverso y reverso) (Figura 2). Las 

características morfológicas en el medio MEA fueron similares a los observados en PDA 

excepto por el aislado P4h011 que desarrolló una colonia color café y P4h014 que 

presentó exudados sobre la colonia (Figura 2).  Los conidios se presentaron unicelulares, 

hialinos, cilíndricos con extremos redondeados y agudos; apresorios irregulares color 

marrón; bases de setas marrones y conidióforos hialinos dispuestos en empalizada sobre 

el estroma de los acérvulos en las preparaciones microscópicas, estas características 

microscópicas fueron similares en los dos medios de cultivo (Figura 3). Las medidas de 

las conidias se presentan en la tabla 2.  

 

Identificación molecular 

La amplificación del ADN genómico de los seis aislamientos con los primers ITS1 e 

ITS4, reportó fragmentos de ~500 pb y las secuencias consenso resultantes 

correspondieron a distintas especies de Colletotrichum spp. (Figura 4). Las secuencias 

presentaron una similitud ≥ 97 % y cobertura del 100 % con aquellas depositadas en los 

bancos de genes (GenBank, MycoBank, ISHAM y UNITE). Las especies identificadas 

fueron Colletotrichum gloeosporioides, C. fructicola, C. scovillei y C. coccodes (Tabla 

3). 

 

Postulados de Koch  

El día 13 después de la inoculación se visualizó que cuatro de seis cepas produjeron 

síntomas típicos de antracnosis en las hojas de las plántulas tratadas (Tabla 4). Estos se 

presentaron como lesiones con tamaño de 0,3 a 0,8 mm de diámetro, de forma redonda 



 

irregular, color castaño claro, seguidas de una necrosis parcial y formación leve de anillos 

concéntricos, mientras que, el control negativo no presentó cambios en el tejido vegetal 

(Figura 5). El método de inoculación por aspersión infectó cuatro hojas de aislados 

diferentes, por laceración dos hojas y por inyección dos hojas. Los hongos re-aislados a 

partir de hojas infectadas presentaron características morfológicas y moleculares 

idénticas a las cepas inoculadas (Figura 6) (Tabla 5).  

 

Análisis de datos  

Se identificaron tres cepas de Colletotrichum gloeosporioides (50 %) siendo la especie 

más frecuente y cepas individuales de C. fructicola (17 %), C. coccodes (17 %) y C. 

scovillei (16 %).  

 

DISCUSIÓN 

 

En esta investigación, se reporta por primera vez a cuatro especies diferentes de 

Colletotrichum spp. como causantes de antracnosis en uvilla, basados en la 

caracterización morfológica y secuencia del ITS. Realizar un primer reporte de estos 

hongos contribuye al conocimiento de la causa de la antracnosis en cultivos de uvilla en 

Ecuador, el desarrollo y la perfección de las técnicas de diagnóstico, siendo un 

mecanismo clave en la elección de prácticas de manejo integral de la enfermedad (Gañán 

et al. 2015). La perspectiva de exportación de la uvilla (Physalis peruviana L.) en Ecuador 

se ha incrementado de forma significativa en los últimos años, motivando a los 

productores a extender sus cultivos y sobre todo a obtener un producto de buena calidad. 

Sin embargo, la vulnerabilidad del cultivo a enfermedades que lo afectan durante la etapa 

de producción es limitante para que esto se cumpla. Por esta razón, es primordial la 

identificación y el manejo de las principales enfermedades en el cultivo de uvilla, en 



 

especial las causadas por hongos y bacterias, que son los que mayores daños ocasionan 

(Zapata et al. 2002). De esta manera, los agricultores pueden detectar a tiempo problemas 

fitosanitarios y prevenirlos, evitando así pérdidas en el rendimiento del cultivo(Zapata et 

al. 2002; Nieto et al. 2019).  

 

Varios estudios señalan que la antracnosis cuyo agente etiológico es Colletotrichum spp. 

ataca a cultivos en regiones tropicales, subtropicales y templadas en todo el mundo 

(Wharton y Diéguez Uribeondo 2004; Gan et al. 2019; Khodadadi et al. 2020; Nieto et 

al. 2019; Sharma et al. 2017), sin embargo, hasta el momento de redacción de este trabajo 

no se reportó su presencia en plantas de Physalis peruviana L. Según Dean y 

colaboradores (2012), el género Colletotrichum por su relevancia científica-económica 

está clasificado en el octavo grupo más importante de hongos patógenos de plantas en el 

mundo. Además, este organismo es interesante por su estilo de vida intracelular 

hemibiotrófico único y la facilidad con la que se puede cultivar y manipular en laboratorio 

(Dean et al. 2012). Este hongo provoca lesiones necróticas inmersas de color gris con 

borde oscuro que incrementan de tamaño a medida que la lesión avanza, y si desarrollan 

acérvulos generalmente se ven como anillos concéntricos ya sea en hojas, tallos, flores o 

frutos (Rojo-Báez et al. 2017; Weir et al. 2012). Todos los síntomas descritos antes 

coinciden con los observados en las muestras recolectadas. Colletotrichum spp. es un 

género que posee una alta complejidad taxonómica y diversidad genética, sin embargo, a 

partir del año 2012 se usa el término Colletotrichum (anamorfo) sobre el de Glomerella 

(teleomorfo) debido a que ese nombre es el más utilizado en las ciencias aplicadas (Zhang 

et al. 2013). De acuerdo a su clasificación taxonómica encuadra en la división 

Ascomycota, clase Sordariomicetos, orden Glomerellales, familia Glomerellaceae 

(Réblová et al. 2011; National Center for Biotechnology Information 2020).  



 

 

Las características morfoculturales que se destacan son: las diferentes tonalidades de las 

colonias (blanco, gris, verde, salmón, café y crema), la presencia de anillos concéntricos 

grises-marrones, de masas conidiales negras y de exudados. Abera y colaboradores 

(2016), determinaron que este hongo muestra un mejor crecimiento y esporulación en 

PDA y MEA que en TWA (Tap Water Agar, por sus siglas en inglés) y SDA (Sabouraud 

Dextrose Agar, por sus siglas en inglés), que en general mostraron micelio algodonoso 

en algunos casos abundante o escaso, crecimiento circular con borde ondulado y anillos 

concéntricos. Además, Carreño y Sánchez (2020) indican que algunas cepas de 

Colletotrichum spp. presentan masas conidiales negras de textura dura en el medio de 

cultivo cuando intentan formar acérvulos. Nirenberg y colaboradores (2002), explican 

que la variabilidad de color de las colonias podría depender de la preferencia del 

hospedero por parte de la especie o por aislado geográfico. Tradicionalmente, la 

identificación de Colletotrichum spp. se basa en sus caracteres morfológicos como: el 

tamaño y la forma de los conidios y apresorios; presencia o ausencia de setas, esclerocios, 

acérvulos, y caracteres culturales del teleomorfo como: el color de la colonia, la tasa de 

crecimiento y la textura (Hyde et al. 2009). El hongo en estudio desarrolló conidias, hifas, 

apresorios, bases de setas, conidióforos y acérvulos, estructuras que participan directa e 

indirectamente en el proceso de infección de una planta. Estas estructuras reproductivas 

mostraron similitud tanto en MEA como PDA, pero en diferentes tiempos. Las 

características morfológicas mencionadas son típicas de Colletotrichum spp. Por lo tanto, 

estas permitieron orientar la investigación hacia identificación de los aislados obtenidos 

como parte de este género fúngico. A pesar de ello, una identificación rigurosa a nivel de 

especie requiere de una caracterización basada no solo en una caracterización fenotípica, 

sino también genotípica, ya que las especies tienen pocos caracteres morfológicos 



 

distintivos que pueden coincidir entre ellos, varían por factores ambientales (temperatura 

o sustrato de crecimiento) y porque las etapas teleomórficas rara vez se forman (Hyde et 

al. 2009; Cannon et al. 2012). Además, esto ha llevado a organizar al género en complejos 

como: C. acutatum, C. gloeosporioides, C. magnum y C. boninense, los cuales facilitan 

la identificación de las especies involucradas (Cannon et al. 2012; Cobo 2017). 

 

Actualmente, el uso combinado de herramientas de taxonomía polifásica (diagnóstico 

molecular junto con técnicas morfológicas tradicionales) constituye una estrategia 

confiable para estudiar las especies de Colletotrichum spp. (Hyde et al. 2009; Cannon et 

al. 2012; Rojo-Báez et al. 2017; Tapia et al. 2020). En ese contexto, el análisis molecular 

permitió amplificar la región del gen ITS que arrojó productos de PCR con un tamaño de 

banda aproximado de 500 pb para los seis aislamientos (Cobo 2017; Gijón et al. 2019). 

La región espaciadora transcrita interna (ITS) es el código de barras más comúnmente 

usado para el reconocimiento molecular y análisis filogenético primario de hongos por su 

alta amplificación de ADN y secuenciación (Cobo 2017; Yegneswaran et al. 2017). Las 

identificaciones de estos aislamientos correspondieron a especies del género 

Colletotrichum spp., donde la especie que se aisló con mayor frecuencia fue C. 

gloeosporioides (complejo gloeosporioides), seguido de C. fructicola (complejo 

gloeosporioides), C. scovillei (complejo acutatum) y C. coccodes (Shin et al. 2019; de 

Silva et al. 2019). Es importante mencionar que, la identidad de las secuencias de interés 

fue comprobada en varias bases de datos curadas, ya que en ocasiones GenBank alberga 

secuencias incorrectamente identificadas o incompletas (Yegneswaran et al. 2017). Por 

otro lado, algunos investigadores sugieren complementar la caracterización con un 

análisis multilocus, donde el ADN de interés es analizando usando marcadores múltiples 

con el fin de encontrar polimorfismos en las secuencias para finalmente llegar a un 



 

diagnóstico preciso y clasificación filogenética del patógeno; entre los sets de primers 

usados están: gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), actina (ACT), quitina 

sintetasa (CHS1), β-tubulina 2 (tub2), histamina (HIS3), glutamina sintetasa (GS), 

calmodulina (CAL), liasa (APN2), región intergénica de apn2 y MATI-2-1 (ApMat), 

factor de elongación 1-alfa (EF-1α) y manganeso superóxido dismutasa (SOD2) (Rojo-

Báez et al. 2017).  

 

Las cepas P4h003 (C. fructicola), P4h014 (C. gloeosporioides), P4h016 (C. 

gloeosporioides) y P5h006-2 (C. coccodes) causaron síntomas de antracnosis en las 

plantas de uvillas inoculadas. Presentando pequeñas manchas circulares con necrosis 

parcial, similar a lo reportado por otros autores (Waller et al. 2002; Cannon et al. 2012; 

Tapia et al. 2020). Los diferentes métodos de inoculación aplicados en este estudio 

condujeron a resultados uniformes, en términos de sintomatología. El método de 

inoculación por aspersión fue más efectivo en relación al método por laceración y por 

inyección (Tabla 4), sin embargo, de Silva y colaboradores (2019) indican que realizar 

una herida en el tejido del huésped mejora enormemente la infectividad de Colletotrichum 

spp. La cepa P4H010 (C. scovillei) y P4H011 (C. gloeosporioides) no causaron síntomas, 

hay que resaltar que una cepa de las tres de C. gloeosporioides no tuvo la capacidad de 

generar enfermedad. La ausencia de patogenicidad puede relacionarse a una falla en el 

proceso de inoculación, o que las condiciones ambientales o fisiológicas del hospedero 

impidieron el desarrollo del hongo manteniéndolo en un estado de quiescencia, condición 

donde el patógeno reduce su actividad metabólica deteniendo el proceso de infección por 

un periodo considerable (Parra 2008). Además, Baquero y Pérez (2002) mencionan que, 

para que la enfermedad se desarrolle, las esporas del patógeno necesitan una película de 

humedad en la superficie de la planta para su germinación y penetración, factor que pudo 



 

ocasionar la no infectividad. Finalmente, la confirmación de patogenicidad de cuatro de 

seis cepas se verificó mediante el re-aislamiento del hongo fitopatógeno y la 

identificación morfológica y molecular, las cuales coincidieron con las previamente 

obtenidas a partir de los síntomas en campo, verificando así el cumplimiento de los 

postulados de Koch.  

 

Los resultados del presente estudio sobre la variabilidad morfológica y genética de las 

diferentes especies encontradas de Colletotrichum spp., y su patogenicidad son relevantes 

y de gran utilidad para generar alternativas de solución que contribuyan a reducir el daño 

producido por este patógeno en cultivos de uvilla y a la vez aumentar la productividad de 

esta especie frutícola.   

 

CONCLUSIONES 

El presente estudio constituye el primer reporte que asocia a varias especies del género 

Colletotrichum como agentes causales de la antracnosis en cultivos de uvilla en Ecuador. 

De acuerdo al análisis morfológico y molecular, se identificaron las especies C. 

gloeosporioides, C. fructicola, C. scovillei y C. coccodes, las mismas que se agruparon 

en los complejos de especies acutatum y gloeosporioides. Incluso, se evidenció la 

diversidad morfológica y cultural que pueden presentar las especies de Colletotrichum 

spp., en esta planta de la familia Solanaceae, en cuanto a variabilidad del color de las 

colonias y forma de las conidias. La mayoría de las cepas cumplieron con los postulados 

de Koch pudiendo comprobarse que las especies C. gloeosporioides, C. fructicola y C. 

coccodes causan antracnosis, sin desmerecer a los aislados que no presentaron 

infectividad, ya sea por razones de inadaptabilidad o que se mantuvieron en estado de 

quiescencia. Finalmente, este estudio servirá como una guía para detección rápida y 



 

precisa de este fitopatógeno reduciendo el daño que puede ocasionar sobre los cultivos 

de uvilla, lo cual genera pérdidas económicas y a la vez favorecer el aumento de 

producción de esta especie frutícola. Se sugiere para próximos estudios reforzar la 

identificación de este microorganismo con otros marcadores, así como también, formular 

medidas preventivas y de control para esta enfermedad en cultivos de uvilla.  
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Figura 1. A) Vista panorámica de una parcela de uvilla. B-C-D) Hojas de uvillas en 

estados avanzados de la enfermedad (manchas necróticas, halos cloróticos y anillos 

concéntricos). 
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Figura 2. Observación macroscópica y microscópica de aislados presuntivos de Colletotrichum spp. (A.T 400X). Colonias en PDA, anverso y 

reverso (A1-D2-G3-J4-M5-P6); Colonias en MEA, anverso y reverso (B1-E2-H3-K4-N5-Q6). Conidias: C1) P4h003; F2) P4h010; I3) P4h011; 

L4) P4h014; Q5) P4h016; R6) P5h006-2.



 

 

 

 

 
 

Figura 3. Estructuras microscópicas de Colletotrichum spp. (A.T. 400X). A) conidias, 

B) apresorio, C) bases de setas, D) conidióforo, E) acérvulo.   



 

 

 

 

 

 
 

Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa de productos de PCR a partir del ADN 

obtenido de aislamientos de Colletotrichum spp. asociado a la antracnosis en hojas de 

uvilla. M = marcador molecular 100pb; carril 1 a 6 aislados de hongos obtenidas de 

hojas; (+) = control positivo (Phoma sp.); (-) = control negativo (agua libre de 

nucleasas). 1) P4h003; 2) P4h010, 3) P4h011; 4) P4h014; 5) P4h016; 6) P5h006-2. 

  



 

 
 

 

 
 

Figura 5. A) Vista panorámica de plántulas de uvilla infectadas con diferentes 

especies de Colletotrichum spp. en condiciones de invernadero (postulados de Koch).  

Hojas sintomáticas en etapa inicial de antracnosis (13 días después de la inoculación) 

1) P4h003; 2) P4h014, 3) P4h016; 4) P5h006-2; 5) Control negativo 



 

 

 

Figura 6. Conidias recuperadas en los postulados de Koch idénticas a los aislados 

originales (A.T 400X). 1) P4h003; 2) P4h014, 3) P4h016; 4) P5h006-2. 

 

  



 

TABLAS 

 

Tabla 1. Aislados fúngicos colectados en Cotopaxi y Pichincha obtenidos a partir de 

plantas diferentes de Physalis peruviana L.   

CÓDIGO 

AISLADO 

LOCALIZACIÓN 

(Zona - provincia) 

TEJIDO 

AFECTADO 
GEORREFERENCIA 

ALTITUD 

(m s. n. m) 

P4h003 

P4h010 

P4h011 

P4h014 

P4h016 

Pilaló, Cotopaxi Hoja 
0° 56' 47.089" N 

78° 0' 59.693" W 
2241 

P5h006-2 
San José de Minas, 

Pichincha 
Hoja 

0° 10' 7.491" N 

78° 23' 59.586" W 
2496 

Código P4: parcela 4; P5: parcela 5; h: hoja; 000: número de muestra. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

Tabla 2.  Tamaño de estructuras microscópicas de cada aislado después de 15 días de 

crecimiento. 

CÓDIGO 

AISLADO 

CONIDIAS (µm) 

Largo Ancho Media 

P4h003 4,5 – 5,7 1,2 – 1,7 5 × 1.4 

P4h010 4,4 – 5,8 1,4 – 1,9 5 × 1.6 

P4h011 4 – 5,9 1,2 – 1,6 5 × 1.3 

P4h014 4,7 – 5,5 1 – 1,9 5.1 × 1.4 

P4h016 4,6 – 6,6 1,4 – 2 5.6 × 1.7 

P5h006-2 3,4 – 4,2 0,9 – 1,4 3.8 × 1.1 

µm: micrómetros. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Tabla 3. Identificación molecular de secuencias ITS de aislados fúngicos obtenidos 

de tejido foliar necrótico.  

CÓDIGO 

AISLADO 
DESCRIPCIÓN ID SECUENCIA 

PORCENTAJE 

COBERTURA 

(%) 

PORCENTAJE 

IDENTIDAD (%) 

P4h003 
Colletotrichum 

fructicola 

MT626035.1 (GenBank) 100 99.26 

CBS 238.49 (Mycobank) 100 99.26 

P4h010 
Colletotrichum 

scovillei 

MT645274.1 (GenBank) 100 98.30 

CBS 120708 (Mycobank) 97.16 98.83 

P4h011 
Colletotrichum 

gloeosporioides 

MT557555.1 (GenBank) 100 100 

SH1543708.08FU (UNITE) 100 100 

P4h014 
Colletotrichum 

gloeosporioides 

AJ536229.1 (GenBank) 100 99.25 

CBS 953.97 (ISHAM) 100 99.25 

P4h016 
Colletotrichum 

gloeosporioides 

MT645662.1 (GenBank) 100 97.44 

CBS 953.97 (ISHAM) 100 97.42 

P5h006-2 
Colletotrichum 

coccodes 

MT177219.1 (GenBank) 100 
99.35 

 

CBS 369.75 (ISHAM) 100 99.35 

 

  



 

Tabla 4. Sintomatología en hojas de uvilla post-infección, postulados de Koch. 

CÓDIGO 

AISLADO 

MÉTODOS 

M1    M2   M3 
DESCRIPCIÓN 

P4h003 + - + 
Lesión mediana, circular, color castaño y  

borde irregular con necrosis parcial 

P4h010 - - - Ningún cambio 

P4h011 - - - Ningún cambio 

P4h014 + + + 
Lesiones pequeñas, redonda, color marrón y borde 

irregular 

P4h016 + + - Lesión pequeña, circular, color castaño y borde 

P5h006-2 + - - Lesión pequeña, circular, color castaño y borde irregular 

Control (-) - - - Ningún cambio 

M1: inoculación por aspersión; M2: inoculación por laceración; M3: inoculación por 

inyección; (+): plántula sintomática; (-): plántula asintomática. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Tabla 5. Identificación molecular de secuencias ITS de los aislados fúngicos obtenidos 

en los postulados de Koch. 

CÓDIGO 

AISLADO 
DESCRIPCIÓN ID SECUENCIA 

PORCENTAJE 

COBERTURA 

PORCENTAJE 

IDENTIDAD 

P4h003 
Colletotrichum 

fructicola 

MN378380.1(GenBank) 100 100 

SH1543705.08FU (UNITE) 100 100 

P4h014 
Colletotrichum 

gloeosporioides 

MT071248.1 (GenBank) 100 100 

SH1543705.08FU (UNITE) 100 100 

P4h016 
Colletotrichum 

gloeosporioides 

 MN856240.1 (GenBank) 100 99.79 

 SH1543705.08FU (UNITE) 100 99.79 

P5h006-2 
Colletotrichum 

coccodes 

 MT221566.1 (GenBank) 100 100 

 CBS 369.75 (ISHAM) 100 100 

 


