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Identificacion de damping off en semilleros de uvilla en el Ecuador

Damping off identification in goldenberry seedbeds in Ecuador

RESUMEN

Physalis peruviana L., es un arbusto endémico presente en distintas locaciones del continente
americano. El incremento en su demanda de consumo en varios lugares del mundo se debe al
alto valor nutritivo en vitaminas y micronutrientes. En conexién con el continuo incremento del
cultivo de esta fruta, surgen varios retos como la identificacién o el control de patégenos. Los
semilleros, en este caso, responden a satisfacer esa deprecacién por lo que su uso es
indispensable. Estos Ultimos son areas controladas y acondicionadas para la germinacién de
semillas hasta que las plantas alcanzan la altura necesaria para la producciéon en campo. Sin
embargo, estas no estan exentas ante diversas enfermedades y plagas que pueden provocar
una disminucion de la produccién o muerte. Por ejemplo, el damping off es una enfermedad,
suscitada por mdltiples patégenos como Pythium sp., Phytophthora sp., Fusarium sp. y
Rhizoctonia sp. Generalmente, los sintomas candnicos sobre las plantulas de uchuva son
manchas amarillas en las hojas, marchitez, tallos delgados, pérdida de hojas, reduccion de la
turgencia, flacidez y crecimiento desigual. A pesar de la importancia de esta enfermedad, en
Ecuador no existen estudios sobre el damping off en uvilla. El objetivo de este estudio fue
identificar patdgenos potenciales asociados con el damping off de la uchuva en semillero a través
de la caracterizacion morfolégica y molecular. Se identific6 a Rhizoctonia solani como el
patégeno causante de la sintomatologia congruente con el mal de semillero y comprobado

mediante postulados de Koch.

ABSTRACT
Physalis peruviana L., is an endemic shrub present in different locations of the American
continent. The increase in its consumption in various parts of the world is due to its high nutritional

value since it contains vitamins and micronutrients. The continuous increase in the cultivation of
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this fruit implies several challenges, such as the identification and control of pathogens. The
seedbeds are an alternative to tackle those problems, which is why its use is essential for
increasing productivity. Seedbeds are controlled and conditioned areas for seed germination,
where they grow until the plants reach a given height for soil transfer in the field. However, they
are not exempt from diseases and pests that can cause a decrease in production or death. For
example, the damping off is a disease caused by multiple pathogens like Pythium sp.,
Phytophthora sp., Fusarium sp. and Rhizoctonia sp. Canonical symptoms on gooseberry plantlets
are spots yellow leaves, wilting, thin stems, lack of leaves, reduced turgor, flaccidity and uneven
growth. Despite the importance of this disease in Ecuador, there are no studies on damping off
in gooseberry. The objective of this study was to identify potential pathogens associated with the
damping off in gooseberry through morphological and molecular characterization. Rhizoctonia
solani was identified as the pathogen causing the symptoms consistent with seedbed disease
and was verified using Koch's postulates.

Palabras clave

Physalis peruviana, plantulas, Rhizoctonia solani, marchitez

Keywords

Physalis peruviana, seedling, Rhizoctonia solani, wilting

1. Introduccién

Physalis peruviana L. es un arbusto procedente de zonas altas en los andes americanos (Legge,
1974). Crece en temperaturas entre 13-18°C, humedad relativa 70-80%, altitud 1500-3000
msnm, suelos con pH 5,5 - 6,8, arcillosos-arenosos con gran contenido de materia organica y
precipitacion anual de 1000-2000 mm (Ruiz Gaitan, Castellanos Gonzalez y Jair Villamizar,
2018). Esta planta herbacea perteneciente a la familia de las solanaceas y tiene un fruto, llamado
uvilla o uchuva, reconocido en el &rea culinaria gracias a su caracteristico sabor agridulce que
es agradable al paladar (Fischer, Almanza-Merchan y Miranda, 2014). El consumo de uvilla o
uchuva se asocia con varios efectos favorables para la salud humana por su contenido de
antioxidantes (Ramadan, 2011). Asimismo, tiene un alto valor energético, vitaminas C, B, Ky
micronutrientes como zinc, hierro y cobre (Ramadan, 2011).

En conexién con los antecedentes, arriba mencionados, en Ecuador la produccién de uvilla

posee una creciente importancia econémica. Por ejemplo, en el 2009, la exportacion de este fruto



63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

76

77

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

genero un total de ingresos de 78 000 dolares americanos, mientras que ocho afios después la
rentabilidad por esta misma actividad alcanzé los 782 000 dodlares (Instituto de Promocion de
Exportaciones e Inversiones, 2014, 2017). En funcién de este sostenido incremento productivo,
surgen varios retos como la identificacion de patégenos y el control de los mismos (Alvarez-
Herrera et al.,, 2021). Por ejemplo, diversas enfermedades causadas por microorganismos
disminuyen la produccién o conducen a la muerte de las plantas (Chaves Acufia, Diaz y Yanez,
2019). Una de las patologias de mayor importancia, por su prevalencia, es el damping off,
también conocido como enfermedad de marchitamiento o mal de semillero (Widyaningsih et al.,
2020). Tal patologia causa sintomas en las fases de pre y posemergencia (Cram, 2023) y puede
ser causada por factores abioticos fuera de su rango 6ptimo (como humedad del suelo,
temperatura y pH) o por factores biéticos que incluyen a diversos patégenos (Miranda Lasprilla
et al., 2016).

La relevancia del damping off radica en que el cultivo de uchuva inicia en un espacio dispuesto
para la germinacion de semillas, conocido como semillero o vivero, hasta que las plantas
alcancen la altura necesaria y puedan ser transportadas al campo para destinarse a la produccién
(Dainello, Heineman y Mulkey, 1982). Durante la fase en semillero del cultivo de la uchuva, el
mal de semillero causa podredumbre en las raices y manchas amarillas en las hojas (Lamichhane
et al., 2017), lo que puede llevar a la muerte de hasta el 50% de plantulas (Medrano Echalar y
Ortufio, 2007).

Los cuatro principales patégenos relacionados al damping off son: Pythium sp., Phytophthora
sp., Fusarium sp. y Rhizoctonia sp. (Abandonon, Aveling y Tamo, 2004). Entre estos, Pythium
sp. y Phytophthora sp. son oomicetes que no solamente infectan a la familia Solanaceae, sino a
diferentes plantas como la lechuga o el cacao (Andrea et al., 2011; Van der Heyden et al., 2019).
Para el control de estos oomicetes, se emplean varios fungicidas quimicos mediante su
aplicacion en semillas para evitar la infeccion (Grijalba y Ridao, 2017). Fusarium spp. es un hongo
ascomicete que produce una de las enfermedades mas limitantes y que genera un mayor impacto
econdmico, el marchitamiento vascular de la uvilla, la cual disminuye drasticamente la
productividad del cultivo (Rios-Hernandez et al., 2021). Por otra parte, Rhizoctonia spp. es un

basidiomiceto que causa enfermedades en diversos cultivos y tiene importancia mundial a causa
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de las grandes pérdidas econdmicas que genera (Montero-Tavera et al., 2013; Arcos y ZuUfiga,
2015).

A pesar de la importancia del damping off, todavia no existen estudios enfocados en la
identificacion de los patdgenos causantes en semilleros de uvilla en Ecuador. La presente
investigacion procuré identificar diferentes géneros como potenciales agentes etiologicos del
damping off en semilleros de uvilla en Tabacundo, Ecuador. Esto con el fin de fundar las bases
para posibles iniciativas sobre el control de esta patologia, evitando las pérdidas econémicas y

mejorar la produccién de uvilla a nivel nacional.

2. Materiales y Métodos

2.1 Muestreo

En la localidad de Tabacundo-Pichincha, Ecuador, se recolectaron 20 muestras de plantulas de
uvilla con base en la presencia de sintomas caracteristicos de enfermedad damping off en la fase
de post emergencia. Estos consisten en el desarrollo de manchas acuosas ligeramente
ennegrecidas en las hojas, ademas de signos de marchitez, entre otros (Félix-Gastélum et al.,

2007). (Figura 1).

Figura 1. Semillero de uvilla enfermo con sintomatologia del damping off: manchas cloréticas
en las hojas, marchitez, tallos delgados, falta de hojas, reduccién de la turgencia, flacidez y
crecimiento desigual.

2.2 Aislamiento y purificacion

Previamente, se lavaron las plantulas enteras con agua destilada para retirar el suelo remanente
y otras impurezas. Se tomaron secciones de raices, tallos (5 mm) y hojas (5 por 5 mm) contiguos
a los tejidos necréticos. Estos se sumergieron en hipoclorito de sodio al 2% durante un minuto,

para desinfectarlos y se los enjuagé dos veces con agua destilada estéril. Los fragmentos se

colocaron por separado en placas Petri con agar papa dextrosa (PDA), harina de maiz (CM),
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jugo de ocho vegetales (V8), agar harina de centeno y agar centeno. Estas se incubaron a 25°C
durante una semana aproximadamente (Ayala-Armenta et al., 2020). Los hongos y oomicetes se
purificaron mediante un aislamiento subsecuente en PDA.

2.3 Identificacion morfologica

A partir de cultivos puros de aproximadamente 15 dias, los aislamientos se identificaron mediante
claves dicotomicas (Singlenton et al., 1992; Wantanabe, 2002), en base a las caracteristicas
microscépicas de las colonias con montajes de azul de lactofenol y agua destilada (Diaz N4jera
etal., 2014).

2.4 Identificacion molecular

El ADN genomico de los aislamientos se extrajo mediante el uso del kit Wizard® (Promega,
Wisconsin, EE. UU.) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La region de espaciadores
internos transcritos (ITS) fue amplificada por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) usando
los cebadores ITS1 (5% TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3) e ITS 4 (¥
TCCTCCGCTTATTGATATGC 3’). La reaccion se realizo en un termociclador Labnet MultiGene
OptiMax, en un volumen final de 25 pl. El contenido de la master mix se detalla en la Tabla 1.
Los parametros de la reaccion fueron los siguientes: desnaturalizacion inicial de 95°C por 1
minuto, 30 ciclos de 95°C durante 1 minuto, 55°C por 30 segundos, 72°C durante 1 minuto y una
extension final de 72°C por 5 min. Los productos de PCR se resolvieron mediante electroforesis
en agarosa al 1.5% en TAE 2X (fabricante) durante 1 hora a 90 voltios. Inmediatamente, el gel
se reveld en un transiluminador a una longitud de onda de 470 nm (White et al., 1990). Los
amplicones se secuenciaron por el método Sanger en la empresa Macrogen Inc. Corea del Sur.
Las secuencias obtenidas se editaron en el software MEGA 11 (Koichir, Glen y Sudhir, 2021) y
se compararon mediante la herramienta BLAST con la base de datos GenBank-Nacional Center
for Biotechnology Informations (NCBI), con el fin de identificar la especie (National Library of

Medicine and National Center for Biotechnology Information).

Tabla 1. Contenido del Master Mix para la amplificaciéon de la region ITS en hongos.

N° Cantidad Reactivo
(u)
1 8 Agua libre de nucleasas
2 12.5 Go Tag R Promega

3 1.25 Primer Forward ITS 1
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4 1.25 Primer Reverse ITS 4
5 2 ADN

2.5 Postulados de Koch

Para los tratamientos, se sembraron 10 semillas en un papel absorbente previamente
desinfectado con luz UV y se las almacené en un ambiente controlado (25°C) bajo obscuridad
durante una semana. Las plantulas de uvilla se conservaron en condiciones ambientales
(fotoperiodo 12/12, temperatura 17°C aprox.) cuando se evidenciaron los primeros brotes. Por
otra parte, el hongo a inocular se propag6 durante 15 dias en PDA, hasta obtener un cultivo puro

con produccién de esclerocios (Villa et al., 2013). Luego de 1 mes y 15 dias de crecimiento de

las plantulas (fase de posemergencia), se inocularon los esclerocios del hongo en el apice de 4
plantulas sanas. Adicionalmente, se incluyeron 4 plantulas no inoculadas como controles del
ensayo. Las plantulas inoculadas se observaron diariamente durante 1 mes, con el fin de registrar
la aparicion de sintomatologia caracteristica del damping off. Posteriormente, las plantas
sintométicas se procesaron para el aislamiento y confirmacion del patégeno mediante la

metodologia descrita anteriormente (Ayala-Armenta et al., 2020).

3. Resultados y Discusion

De todas las muestras sintomaticas analizadas 5 fueron positivas, se aislé6 un hongo que entre
sus propiedades macroscépicas en PDA se incluye la exhibicién de esclerocios cafés que forman
un halo redondo e hifas color crema. Por otra parte, microscOpicamente muestra hifas septadas
de color marrén con un angulo recto, constriccion y septo cercanos a la ramificacion (Figura 2.
A-B). Las caracteristicas, tanto microscopicas, como macroscoépicas del aislamiento fueron
compatibles con las del género Rhizoctonia (Abdel-Sattar, EI-Marzouky e Ibrahim, 2017; Desvani
et al.2018; Betancourth-Garcia et al. en el 2021). Ademas, el andlisis molecular confirmé la
identidad del microorganismo como Rhizoctonia solani, con un porcentaje de identidad
nucleotidica del 99.04% con el nimero de acceso AB547382.1 depositado en GenBank (Misawa
y Kuninaga, 2010).

Debido a que la interaccién entre la planta y el patdgeno R. solani, comienza cuando el hongo
invade el apice de crecimiento e impide que emerja la plantula (Agrios, 1998), el ensayo de
verificacion de los postulados de Koch se realiz6 inoculando el apice de las plantulas de uvilla

(Figura 1. C). Las plantulas inoculadas con R. solani perdieron turgencia en el tallo, fueron
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incapaces de sostenerse y posteriormente murieron (Figura 1. D). A partir de las mismas, se aislo
un hongo con caracteristicas morfologicas idénticas a las de aquel anteriormente aislado.
Asimismo, se comprobd molecularmente su identidad (Figura 1. A-B). En contraste, las plantulas

no inoculadas no mostraron sintomatologia, ni signos de infeccion.

Figura 2. A) Micrografias de R. solani a 40x. Micelio sin formaciéon aparente de estructuras
(micelia sterilia), las flechas sefialan la pequefia constriccion y septo cercano a la ramificacion B)
Fotografia macroscépica del cultivo de R. solani 15 dias posinoculacion en PDA. C) Inoculacion
del aislamiento de R. solani en el apice de una plantula sana. D) Piantula inoculada 15 dias
posinoculacién mostrando sintomatologia. E) Electroforesis del segmento ITS. Los carriles se
presentan en el siguiente orden: 1. R. solani aislada del semillero; 2-3. R. solani reaisladas de
las plantulas inoculadas artificialmente; 4. control positivo y 5. control negativo.

El analisis de patogenicidad es congruente con otros estudios donde se ilustra a R. solani como
patégeno del mal de semillero. Por ejemplo, se registrd el primer reporte del amortiguamiento en
Atractylodes ovata provocado por R. solani AG-5 en zonas campesinas de Corea del Sur
(Hassan y Chang, 2021). También, los cultivos de col blanca en centro del Mar Negro, Brassica
oleracea var. capitata f. alba L., son afectados por R. solani AG-4 y HG-1, (Saygi et al., 2020).
Asimismo, en Washington, la canola, Brassica napus L, cultivada fue afectada en la fase
posemergencia por R. solani AG 2-1 (Paulitz, Okubara y Schillinger, 2007).

Aunque Pythium spp., Phytophthora spp., Rhizoctonia spp., y Fusarium spp se han reportado
como principales agentes causales del damping off. También, se tiene registro de que Alternaria
spp. Yy Phoma spp. fueron reconocidos como causantes de esta enfermedad; sin embargo, no se
ha registrado ser necesaria una asociacion entre estos fitopatdgenos (Adandonon, Aveling y
Tamo, 2004; Ren, Zhang y Dai, 2012). Al existir multiples causantes para la enfermedad del

damping off y estar asociada a varios microoganismos, se puede justificar la ausencia de otros

posibles agentes causales del damping off en el semillero de uvilla analizado (Lamichhane et al.,
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2017). Por lo tanto, en el presente estudio se identificé solamente y por primera vez en Ecuador
a R. solani como principal patdgeno de la enfermedad en semillero en uvillas.

R. solani es un patdgeno, que pese a no poseer estructuras de dispersion (micelia sterilia),
sobrevive a las condiciones adversas del medio gracias a los esclerocios, los cuales germinan
para formar micelio (Senapati et al., 2022; Gonzalez Hernandez, 2002). Tales estructuras de
resistencia le permiten a Rhizotocnia spp. adaptarse a la desecacion, adhiriéndose al 4pice de
crecimiento al eclosionar las semillas para infectarlas en la fase de preemergencia. También, el
empleo de agua de riego incorrectamente tratada, sustrato/suelo contaminado y utilizacion de
herramientas no desinfectadas contribuyen a la infeccion del semillero con Rhizoctonia (Acufia,
2019). Como anteriormente se menciond, gracias a sus estructuras de resistencia el hongo
puede sobrevivir sin una planta hospedera durante mucho tiempo en el suelo (Fatmawati et al.,
2020).

R. solani se caracteriza también por su amplia gama de hospederos y su ubicuidad en las zonas
agricolas alrededor del mundo (Yu et al., 2021). En Ecuador, afecta a la economia del pais
impactando productos de la canasta basica como papa, fréjol y arroz (Pérez y Delgado, 2017;
Rivadeneira et al., 2020; Portalanza et al., 2022). Por ejemplo, en la produccién de papa,
Rhizoctonia spp. es uno de los microorganismos que reduce altamente el rendimiento de este
tubérculo, tanto en Ecuador, como en Colombia (Rivadeneira et al., 2020; Chavarro-Mesa et al.,
2021)En otros paises del continente americano como México, la produccién de chile (Capsicum
annuum L.) es afectada por el fitopatdgeno anteriormente mencionado y tiene gran una
incidencia (Montero-Tavera et al., 2013). En Cuba, se han investigado alternativas bioldgicas
para el control de R. solani en cultivos de tomate (Solanum lycopersicum). Por lo tanto, su
afinidad con la familia Solaneaceae, a la que pertenece Physalis peruviana L., es un posible
factor de riesgo e influye en la interaccién patdégeno hospedero lo que contrasta con el resultado
de este estudio (Chahal, Sokhi y Rattan, 2003).

Al ser un patégeno de importancia mundial, el control quimico con fungicidas sistémicos es la
opcién mas sobreexplotada. Sin embargo, esta asociada con efectos negativos para la salud

humana, debido a que altera el microbioma del suelo y genera impacto en la naturaleza (Kumhar
et al.,, 2020). Por ello, surgen nuevas alternativas para el control de R. solani como: el

antagonismo con Trichoderma spp. (Larios Larios et al., 2019), nanoparticulas con extracto de
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Aspergillus flavus, (Kanaujiya et al., 2020), extractos vegetales (Anahi et al., 2013) ,y bioactivos
de hoja de papa (Pane et al., 2020) que generalmente favorecen el crecimiento de las plantulas,

promueven el engrosamiento del tallo y nimero de hojas en plantas.

4. Conclusiones

La uvilla es una fruta exdética apreciada mundialmente, cuya produccién se ha incrementado
sustancialmente en los Ultimos afios. Como en todos los cultivos, los patégenos pueden causar
pérdidas econdmicas relevantes. En este estudio, se aislo R. solani de plantulas de uvilla con
sintomatologia clasica de damping off provenientes de un semillero de uvilla en Tabacundo. Este
hallazgo constituye el primer reporte de R. solani en semilleros de uvilla a nivel mundial. La cepa
de R. solani aislada en este estudio se identifico a través de la secuenciacion del fragmento ITS
y fue capaz de inducir la sintomatologia caracteristica del damping off en plantulas inoculadas
artificialmente. Aunque existen otros hongos, pertenecientes al complejo del mal de semillero
que son causantes de tal enfermedad; en este estudio Unicamente se aislé R. solani. Este hecho
sienta un precedente para proximos estudios sobre esta enfermedad al ser un cultivo muy

importante en la region interandina, se deben buscar alternativas para el control de R. solani.
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