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Resumen

En la Sierra ecuatoriana, la produccion de uvilla (Physalis peruviana) es amenazada por
enfermedades fungicas, como la causada por el hongo Entyloma sp. que provoca manchas foliares
que afectan su salud y rendimiento. La identificacion tradicional del patdgeno es compleja, por lo
que se realiz6 un estudio metagendmico para caracterizar la diversidad microbiana asociada a estas
lesiones foliares y verificar la presencia del fitopatdgeno. La metodologia consistié en la
recoleccion de muestras de hojas afectadas en cultivos de la parroquia de San José de Minas, al
noroccidente de Quito. Las muestras fueron transportadas en cadena de frio al laboratorio
Biosequence donde se extrajo ADN utilizando kits especializados, y se analizaron mediante
secuenciacion de nueva generacion (NGS), lo que permiti6 un analisis exhaustivo de las secuencias
genéticas para determinar la presencia y abundancia de diferentes taxones fungicos, utilizando
algoritmos bioinformaticos avanzados. Los resultados revelaron que algunos géneros y especies
de hongos patégenos y simbiontes coexisten en las hojas de uvilla con manchas foliares, siendo el
género Entyloma uno de los que prevalecen y otros en menor proporcién, ademas se encontro una
proporcidn significativa de secuencias que no pudieron ser clasificadas, lo que sugiere la existencia

de una diversidad microbiana que aun no es catalogada en las bases de datos actuales.

Palabras clave: Physalis peruviana, Entyloma sp., Metagenomica, Secuenciacion de Gltima

generacién, Hongos fitopatdgenos.
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Abstract

In the Ecuadorian Sierra, the cultivation of uvilla (Physalis peruviana) is threatened by various
fungal diseases, including that caused by the fungus Entyloma sp. This pathogen is responsible for
leaf spots that affect their health and performance. The traditional identification of the pathogen is
complex, so a metagenomic study was carried out to characterize the microbial diversity associated
with these foliar lesions and verify the presence of the phytopathogen. The methodology was based
on the collection of leaves directly affected in the crops of the parish of San José de Minas, in the
northwest of Quito. The samples were transported in the cold chain to the Biosequence laboratory
where DNA was extracted using specialized Kits, and analysis was carried out using next
generation sequencing (NGS), which allowed an exhaustive analysis of the genetic sequences to
determine the presence and abundance of different fungal, using advanced bioinformatics
algorithms. The results revealed that some genera and species of pathogenic fungi and symbionts
coexist on the leaves of the uvilla with leaf spots, the genus that predominated was Entyloma sp.
and others in a lower proportion, also a significant proportion of sequences that could not be
classified was found, suggesting the existence of a microbial diversity not yet cataloged in current
databases.

Key words: Physalis peruviana, Entyloma sp., Metagenomics, Next Generation Sequencing, ,

Phytopathogenic fungi.



Introduccion

La uvilla (Physalis peruviana) es una planta de la familia de las solanaceas, procede de Sudamérica
y se cultiva en varios paises de la zona andina. Es un pequefio arbusto que suele alcanzar una altura
de entre 60 y 100 centimetros. Sus hojas son acorazonadas y de color verde intenso. El fruto de la
uvilla es una pequefia baya redonda de uno a dos centimetros de diametro (Hidayat et al., 2021;
Oliveira et al., 2016). Su capa es de un tono amarillo intenso y tiene un envoltorio en forma de
hoja que recuerda a una linterna o farol. En el interior de la c&scara se encuentran pequefias semillas
rodeadas de una pulpa ambar y jugosa que es la parte comestible. Esta pulpa tiene un sabor
agridulce que suele ser muy caracteristico y apreciado por sus consumidores (Puente et al., 2011).
El extracto etandlico de los frutos de la uvilla contiene compuestos valiosos y activos como
carotenoides, fenoles, flavonoides, tanino, alcaloides, vitaminas C, B3 y B6. Ademas, posee
actividad antioxidante y antimicrobiana contra bacterias Gram positivas y Gram negativas (El-
Beltagi et al., 2019; Ruilova et al., 2017).

En Ecuador, se produce en altas cantidades por el suelo y el clima caracteristico de los valles
interandinos. En los afios 80, se inicid la exportacion de esta fruta, y en los ultimos afios, se ha
incrementado (Altamirano, 2010; Moreno-Miranda et al., 2019). Debido a su alto contenido en
vitaminas y a sus beneficios para la salud, este cultivo ha ganado popularidad en los mercados
internacionales (Rodriguez et al., 2021). Los cultivos de uvilla son de gran importancia econémica
en Ecuador. Las plantaciones van desde 300 a 500 hectareas, con un rendimiento de seis a 20
toneladas por hectareas. Por ejemplo, solo la provincia de Pichincha representa el 27% de este
cultivo en el pais. Asi, la produccion y comercializacion de uvilla constituyen una fuente
significativa de ingresos para los productores nacionales. La alta demanda tanto en el mercado
local como en el internacional ha impulsado el crecimiento de este cultivo, brindando
oportunidades econdémicas sostenibles para los agricultores (Rodriguez et al., 2021). Otro factor
importante es el aumento de las exportaciones de uvilla ecuatoriana en los ultimos afios, lo que ha
contribuido a reforzar la economia nacional (Rodriguez et al. 2021). Ademas, el cultivo repercute
significativamente en la creacion de puestos de trabajo. Dado que el proceso de cultivo implica
numerosas tareas, como el cribado, el mantenimiento de las plantas, el troceado y el procesado, se
necesita mano de obra intensiva (Moreno-Miranda et al., 2019). Por otra parte, por la extension de

terreno ocupada y la abundante recoleccion de frutos, esta especie es sensible a presentar



enfermedades y plagas que afectan las distintas estructuras de la planta, en especial a las hojas
(Diaz, 2016). Los dafios en esta fruta se producen durante todo el ciclo del cultivo y postcosecha
(Altamirano, 2010). Asi, las plagas se presentan en suelo y follaje: insectos como minadores y
chupadores de savia, acaros, moluscos y algunas aves (Miranda etal., 2016). Entre las
enfermedades se encuentran aquellas producidas por virus, bacterias, fitoplasmas, hongos, entre
otros. El hongo mas comun que afecta a la hoja de uvilla es Fusarium oxysporum que produce el
marchitamiento vascular (Carvajal, 2020) y también, Cercospora spp. como el agente causal de la
mancha foliar (Paredes et al., 2021). El hongo basidiomycete Entyloma, produce la enfermedad
conocida como carbén blanco, este es un género de hongos tizones en la familia Entylomataceae.
El género fue descrito por Anton de Bary en 1874, y se estima que existen unas 180 especies
(Begerow et al., 2010). Este hongo produce teliosporas con basidiocarpos similares a basidioides
que producen basidiosporas en el apice (Marshall, 1997). EI género de hongos Entyloma exhibe
una marcada especificidad de hospedador, lo que implica que diferentes especies dentro de este
género muestran la capacidad de infectar selectivamente ciertas especies 0 géneros de plantas. Es
el caso de Entyloma eranthidis, el cual se especializa en la infeccion de Eranthis longistipitata
(Denchev etal., 2021), y Entyloma majewskii identificado como un agente patdgeno de

Ranunculus ficaria (Vanky y Lutz, 2010).

La combinacién de la caracterizacion morfologica, la informacion genética y los datos de
hospedador generalmente son suficiente para la identificacion precisa de especies especificas
dentro de este género de hongos. Su patrén distintivo de densas manchas foliares y su coloracién
caracteristica permiten identificarlos (Savchenko et al., 2014). Sin embargo, para el andlisis y
categorizacion de las diversas especies de Entyloma, se hace uso de técnicas moleculares como la
secuenciacion de regiones especificas del ADN como el espaciador transcrito interno (ITS, por sus
siglas eninglés) del ARNr (Denchev et al., 2021). En el caso del hongo Entyloma, no se encuentran
disponibles primers especificos, por lo que se puede recurrir a la metagenémica, que es una técnica
que permite el analisis del material genético de una muestra sin necesidad de cultivar los
microorganismos presentes en ella (Stefanini y Cavalieri, 2018; Yunga y Arévalo, 2017). La
metagendmica es un campo de estudio que implica el analisis de material genético recuperado
directamente de muestras ambientales (Le Goallec etal., 2020). Esta técnica se basa en la
secuenciacion masiva de ADN y permite la identificacion de especies fungicas a partir de la

comparacion de las secuencias obtenidas con bases de datos de referencia. Ademas, permite la



identificacion de nuevos linajes fungicos y la caracterizacion de la diversidad microbiana en
diferentes ambientes (Martinez, 2019; Valdes et al., 2020; Yu etal., 2021). Actualmente, la
metagendmica implica la extraccion de los genomas de todos los microorganismos presentes en la
muestra y su secuenciacion y andlisis (Rivera-Urbalejo et al., 2021). Este analisis secuenciara el
ADN o ARN presente en la muestra para identificar todos los microorganismos presentes, lo que
puede permitir la deteccion de hongos fitopatdgenos especificos o incluso de nuevos patdgenos
que no se conocian previamente (Silva, 2021, Handelsman, 2004). Datta et al., (2020) revisan la
aplicacion de la metagendmica para la biorremediacion, la monitorizacion de la contaminacion, el
descubrimiento de enzimas y farmacos, destacando la capacidad de la tecnologia para estudiar
material genético directamente aislado de muestras ambientales y revelar conocimientos sobre
comunidades microbianas de organismos no cultivables en nichos ambientales. Asi, estos estudios
sugieren que los procesos metagendémicos ofrecen un enfoque prometedor para reconocer el

material genético de los hongos y presentan varias ventajas sobre los métodos tradicionales.

En este contexto, este estudio orienta la atencion hacia la deteccion de la presencia del género
Entyloma en las plantas de uvilla. Para lograr este proposito, se analizaron las especies de hongos
presentes en el microbioma foliar mediante el analisis metagendmico de muestras provenientes de
uvilla cultivada en San José de Minas. Esta informacion contribuird al entendimiento del
microbiota presente y su relacion con el manejo de las problematicas fitopatoldgicas de este cultivo

en la region.
Materiales y métodos

El estudio se realizo6 en la parroguia San José de Minas, al noroccidente de la ciudad de Quito, en
la region Sierra de Ecuador, donde el cultivo de uvilla es significativo (Fig. 1). Las provincias de
Imbabura y Pichincha (Paredes et al. 2021) se reportan como localidades importantes para el

cultivo de la fruta.

Se seleccionaron plantas con sintomas de carbon blanco en sus hojas. Las manchas tipicas se
presentan sobre el haz de las hojas, pequefias, blancas, circulares (0,5 a 1 cm de didmetro), y
alrededor de la mancha se presenta un anillo pardo-violaceo. Las hojas se recolectaron de manera
aleatoria en distintos lotes con cultivos de Physalis peruviana y se cortaron con tijeras podadoras

desinfectadas. Las muestras se colocaron en fundas nuevas de cierre hermético y se etiquetaron



con codigo, fecha y georreferencia. Se transportaron en cadena de frio (4 °C), para mantenerlas en
condiciones dptimas hasta su llegada al laboratorio Biosequence de la ciudad de Quito para su

procesamiento (Sanchez et al. 2021).

La caracterizacion morfoldgica se realizé comparando e identificando la sintomatologia producida
por el hongo Entyloma en las hojas obtenidas mediante bibliografia e iméagenes de referencia (Fig.
1), como lo describen Moncayo (2020) y Alberca (2018).

Todas las muestras de hojas de uvilla se colocaron en un contenedor, donde se maceraron para
obtener una mezcla homogénea. Se tomaron alicuotas aleatorias de 200 mg de esta mezcla, se
colocaron en tubos de ensayo estériles de aproximadamente 0.1 a 0.5 mm con tapas propias. La
maceracion es una etapa fundamental en la preparacion de las muestras para el analisis
metagendmico, ya que permite una distribucion uniforme del material genético presente en las
hojas y ayuda a obtener una representacion mas precisa de la poblacion total de microorganismos
presentes en la planta. Dado que el hongo Entyloma puede variar en su distribucion dentro de la
planta, la maceracion y la seleccion aleatoria de muestras contribuyen a obtener resultados méas

fiables y significativos (Bricefio, comunicacion personal 2023).

Para la extraccion del material genético se usé el kit ZymoBIOMICS DNA Kit, este sistema extrae
ADN total a partir de una variedad de muestras, incluyendo suelo, heces, agua, biopeliculas y
células bacterianas/fungicas. El kit contiene columna de centrifugacién, buffer de extraccion,
buffer de lavado y buffer de elusion. EI material de la columna atrapa el ADN, mientras que las
otras soluciones estan disefiadas para romper las células y eliminar otras moléculas de la muestra.
El kit usado también permitié asegurar la calidad del ADN, a través del lavado con perlas
magnéticas para limpiar dimeros o residuos de reactivo o de ADN no deseados. Esto permitid

obtener ADN limpio y puro, que facilita la secuenciacion e identificacion (Ecogen, 2018).

El ADN de la muestra fue amplificado mediante dos PCR. La primera PCR para la amplificacion
de laregion 16Sy laregion ITS, y la segunda PCR para la obtencion de las librerias con los indices
de codificacion de la muestra. Esta region se utiliza a menudo para la identificacion por ser
altamente conservado entre las diferentes especies de hongos. Se utilizaron los cebadores ITS86F
(GTGAATCATCGAATCTTTGAA) e ITS4R (TCCTCCGCTTATTGATATGC) para amplificar



la region ITS2. Este se refiere a una region de ADN especifica que se localiza en el espacio

intergendmico situado entre los genes ribosémicos 18S y 5.8S (Grijalva et al.,2011).

También se llevaron a cabo cuatro corridas por electroforesis como una de las medidas de control
de calidad. Primera: Verificacion de la presencia del ADN genomico; Segunda: Verificacion de la
presencia del amplicdn 16S o ITS; Tercera: Verificacion de la presencia de las librerias preparadas;
y Cuarta: Verificacion de la presencia del pool de secuenciacién previo el ingreso al secuenciador
realizd el indexado, que es el proceso de codificacion a cada una de las muestras. Ademas, se
prepararon librerias, que son colecciones de secuencias de ADN que se utilizan para identificar

diferentes especies de organismos (Hunan Provincial Resuscitation Quality Control Center, 2023).

El ADN obtenido fue secuenciado mediante la tecnologia lllumina. Esta técnica de secuenciacion
de alto rendimiento (Next Generation Sequencing, NGS) puede generar rapidamente grandes
cantidades de datos gque se almacenan en archivos FASTQ (Contero y Cachipuendo, 2021). Los
archivos FASTQ son archivos de texto que contienen la secuencia de ADN, la calidad de la
secuencia y otra informacién sobre la muestra. Son utilizados por una variedad de programas de
software para el andlisis de datos de secuenciacion. Las secuencias generadas fueron comparadas
en las bases de datos de Illumina y de CosmosID®, para la deteccion a nivel de especie de
microorganismos en cualquier muestra compleja, desde el afio 2008 se empled para mejorar la
comprension de la salud y las enfermedades humanas (CosmosID, 2023), actualmente tiene mas

aplicaciones en todos los &mbitos de la naturaleza.

Los resultados se presentaron mediante la asignacion taxondmica se realizé a partir del analisis
metagendmico de las muestras, lo que involucra la secuenciacion de fragmentos de ADN presentes
en la muestra, cada fragmento secuenciado se denomina "lectura”. Estas secuencias se compararon
contra las bases de datos de referencia Illumina y CosmolD. Mediante programas de alineacion y
comparacion, se asignaron las secuencias a taxones especificos (como género y especie) basados
en similitudes genéticas (Rodriguez-Tudela et al., 2008). Después de asignar las secuencias a
taxones especificos, se contaron las lecturas que se asignaron a cada clasificacion taxonomica.
Todo ello permitié realizar el céalculo del porcentaje de abundancia relativa, que proporciona el

porcentaje de lecturas que se atribuyen a cada género en relacion con el total (Alberca, 2018).



El indice de abundancia relativa es una medida utilizada para entender la proporcion de diferentes
organismos presentes en una muestra. En este caso, el porcentaje de abundancia relativa se calcula
basandose en la frecuencia con la que se detecta el ADN de un organismo especifico, como un
hongo, en una muestra. Durante el proceso de secuenciacion de ADN, se obtienen lecturas de las
secuencias de ADN presentes en la muestra. Asi, un mayor nimero de lecturas correspondientes a
un organismo especifico indica una mayor presencia o abundancia de ese organismo en la muestra.
Para calcular el porcentaje de abundancia relativa, se realiza una comparacion entre el nimero de
lecturas que coinciden con un organismo especifico en una base de datos genética y el total de
lecturas obtenidas de la muestra. Es decir, si un hongo en particular tiene muchas lecturas que
coinciden con su secuencia genética en la base de datos, esto sugiere que tiene una alta abundancia
relativa en la muestra. El célculo se hace dividiendo el nimero de lecturas que corresponden a un
organismo por el nimero total de lecturas, y luego multiplicando el resultado por 100 para

expresarlo en porcentaje (Bricefio. 2023).
Resultados

Dentro del conjunto de datos presentado, se observa un total de 40,761 eventos de secuenciacion
o lecturas, una cifra que refleja la magnitud del analisis realizado. Resulta particularmente
destacable que el 100 % de estas lecturas haya superado el proceso de filtrado de calidad. Esto
implica que la totalidad del conjunto de datos cumple con los umbrales de calidad
predeterminados, garantizando asi la integridad y la precision metodolédgica de la informacion
obtenida. Tal consistencia en la calidad de las lecturas sugiere una excelente fidelidad en la captura
de datos y proporciona una base sélida para posteriores analisis estadisticos o interpretaciones
bioldgicas. En este estudio, la preponderancia de las bases de secuenciacion alcanz6 una calidad
de puntuacién Q de 30 o superior, indicativo de una secuenciacion de alta fidelidad y conforme a
los estandares de excelencia establecidos por Illumina 2000.

De acuerdo a los resultados obtenido detallados en la Tabla 1 se evidencia que a nivel de reino el
total de lecturas clasificadas fue el 99,85%, a nivel de género fue posible la clasificacion de
muestras cerca de su totalidad con un 95,99 % de lecturas clasificadas, mientras que a nivel de
especies se obtuvo un 86,10 % de lecturas clasificadas, en este tltimo la clasificacion fue menor

debido a la limitada informacidn en las bases de datos actuales. Con base en la Tabla 2 a nivel de



reino, el 99,75 % de lecturas pertenecen al reino Fungi, lo que sugiere que las hojas de uvilla estan

colonizadas por una comunidad muy amplia de estos microorganismos.

El total de especies del reino Fungi encontradas en el anlisis fueron 579, en la Tabla 3 se presentan
las 20 especies que se encontraron en mayor proporcién de acuerdo al indice de abundancia, que
se identifica con el numero de lecturas realizadas, entre mayor numero de lecturas
correspondientes a un organismo especifico indica una mayor presencia o abundancia de ese
organismo en la muestra. Estos resultados revelan la diversidad microbiana asociada a las manchas

foliares en cultivos de Physalis peruviana.

En la Tabla 3 se evidencia que se identificd una comunidad diversa de hongos, mediante el uso de
las bases de datos Illumina y COSMOSID, donde las especies Vishniacozyma carnescens,
Entyloma cosmi y Boeremia sambucinigrae fueron los mas abundantes, con porcentajes de lectura
de 12,966 %, 12,242 % y 11,908 %, respectivamente. Esto sugiere que estas tres especies de
hongos juegan un papel significativo en la ecologia del microbiota foliar de la uvilla. Ademas, se
observa que las especies identificadas pertenecen principalmente a los filos Basidiomycota y
Ascomycota, y distintas clases como Tremellomycetes y Dothideomycetes. Esto indica un
ecosistema fangico diverso presente en las hojas de Physalis peruviana.

Con el estudié se confirmo la presencia del hongo de género Entyloma, siendo la especie Entyloma
cosmi la que representaba una proporcion significativa de las lecturas secuenciadas. Esta especie
esta relacionada con enfermedades en plantas, lo que podria tener implicaciones en la salud de los

cultivos de uvilla si su abundancia es indicativa de una infeccion.

Asimismo, el analisis refleja que el 4,01% de las lecturas correspondian a un conjunto de hongos
no identificados o no clasificados que no estaban presentes en la base de datos utilizada para la
comparacion de datos. Se trata de un hecho habitual en los estudios metagenomicos, ya que la
identificacion de microorganismos puede resultar complicada debido a la falta de genomas de

referencia o de bases de datos para determinadas especies 0 cepas.

El namero de lecturas que refleja la abundancia relativa mostrado en la Tabla 3 evidencia que hay

una cantidad de especies (las primeras 20) que conforman una gran parte del perfil de diversidad



fangica de la muestra, lo cual es una caracteristica tipica de muchas comunidades bioldgicas, donde

pocas especies son muy abundantes y muchas especies son relativamente raras.

Discusion

La identificacion de especies como Entyloma cosmi es directamente relevante para los objetivos
del estudio, ya que esta especie esta asociada con la enfermedad conocida como carbén blanco en
uvilla. Entyloma es un género de hongos del tizon que infecta a las dicotiledoneas, incluidas las
plantas de la familia Apiaceae, como Eryngium y Sanicula (Savchenko et al., 2014). EIl hongo
produce esporidios en forma de aguja y alantoides que causan sintomas caracteristicos de
infeccion. Por lo general, se considera que las especies de Entyloma son especificas de un
hospedador, pero se ha notificado que algunas especies tienen un amplio rango de hospedadores,
lo que puede indicar que representan complejos de especies especializadas. E. cosmi que causa
densos mantos foliares blancos en la atractiva planta Cosmos bipinnatus (Lutz y Piatek, 2016), E.
dahliae perjudica a Dahlia sp., causando manchas foliares de un color granate que va de claro a
oscuro en el centro, lo mismo ocurre con E. eryngii-alpini, E. fuscum, E. gaillardianum y E.
helianthi, que afectan a Eryngium alpinum, Papaver sp., Gaillardia sp. y Helianthus annuus,
respectivamente, causando idénticas lesiones foliares con un tono granate que va de claro a oscuro
en el centro (Luo etal., 2014). Se reporta, ademas, la presencia de otros hongos en lesiones
causadas por Entyloma, como Itersonilia perplexans y Tilletiopsis washingtonensis, y destacan la
importancia de la investigacion detallada de patogenos de amplio rango de hospedadores de grupos
de patdgenos de plantas que de otro modo estarian especializados. Sin embargo, se destaca la
importancia de generar informacion sobre la morfologia, filogenia y especificidad de hospedador

de los hongos Entyloma (Denchev et al., 2021; Savchenko et al, 2014).

Ademas, se evidencia la presencia de una alta diversidad de especies fungicas como: el hongo
Boeremia sambuci-nigrae (anteriormente Phoma sambuci-nigrae) que causa la enfermedad del
marchitamiento del corimbo en el satco (Walter H et al., 2016). También Cercospora delaireae
causante de manchas foliares subcirculares a angulares, de color marron grisaceo, deformacion de
hojas y disminucion en la cosecha (Groenewald J et al., 2013) y Boeremia exigua que induce
manchas en las hojas, lesiones en tallos y muerte regresiva (Henricot B, 2012), lo que sugiere una
compleja interaccion entre los hongos y la planta de uvilla, la comprensidn de esta interaccion es

esencial para manejar la salud de las plantas y mejorar las practicas agricolas. Segun Davila, Acufia



y Yéanez (2018), las comunidades de hongos se han adaptado a una amplia variedad de entornos
con requisitos fisiologicos distintivos que impactan la diversidad de especies y la colonizacion en

tejidos vegetativos de una variedad considerable de especies de plantas.

Adicionalmente se encontraron en la hoja de uvilla fitopatogenos como Cercospora delaireae
(Paredes et al, 2021) encontraron en su estudio la presencia de este mismo hongo al analizar la
region ITS de sus muestras, por otro lado, Vega (2023) identifico una plaga que afecta a las hojas
de uchuva, es el hongo de género Ascochyta sp., también hallado en la presente investigacion.
Asimismo, el hongo Entyloma cosmi fue uno de los fitopatégenos de mayor proporcion, Gongora
et al (2006) determinaron la especie Entyloma australe como la de mayor incidencia en las hojas
de uvilla, si bien no se trata de la misma especie que la encontrada en este estudio, esto nos

demuestra la presencia del género Entyloma sp. en los cultivos de uvilla.

En lo que respecta al género Vishniacozyma, la literatura consultada no arroja luz sobre su papel
especifico como fitopatdgeno o simbionte, es importante mencionar que dentro de este género se
encuentren diversas especies, cada una con la capacidad de asumir roles variados en contextos
particulares de acuerdo con lo mencionado por Montiel et al. (2020). En sintesis, la funcion y el
impacto de estos géneros de hongos en la muestra presentan matices y sutilezas que requieren una
exploracién mas detallada para determinar sus roles precisos en esta interaccién microbiana y su

posible influencia en la salud y desarrollo de las plantas huéspedes.

En el caso de Entyloma, previamente destacado como uno de los géneros predominantes, la
delimitacién de su funcién como fitopatdgeno o simbionte dentro de este contexto especifico no
se detalla con precision. Cabe sefialar que el hongo Entyloma tiene la capacidad de inducir
enfermedades en las plantas huéspedes, como el carbdn blanco, caracterizado por la formacion de
lesiones y manchas en las partes afectadas de las plantas (Cadena y Poma, 2022). Es relevante
subrayar que la considerable presencia de Entyloma en la muestra corrobora su existenciay sugiere

su posible papel como agente fitopatdgeno.

En estudios previos, se han disefiado cebadores especificos para ciertas especies de Entyloma que
se unen a regiones genéticas Unicas de esas especies flngicas. Estos cebadores se utilizan en
reacciones de PCR para amplificar selectivamente el ADN del hongo en cuestion cuando esta

presente en una muestra, facilitando su deteccion y analisis subsiguiente (Poggi et al., 2009). Sin



embargo, antes de empezar este estudio, no se conocia la especie de Entyloma, por lo que se
utilizaron cebadores para regiones mas generales del ADN fdngico, como la region del espacio
intergénico transcripcional (ITS), que, si bien no es exclusiva de Entyloma, permitié la
identificacion de una amplia gama de hongos, incluido Entyloma.

En este estudio, se identificaron varios niveles de clasificacion fangica. A nivel de filo, se
identificaron ocho, destacando principalmente Ascomycota y Basidiomycota. Se reconocieron 28
clases, cuyas principales se detallan en la Tabla 3. En cuanto a los 6rdenes, se encontraron 76, y
los més representativos se pueden consultar en la Tabla 3. Se descubrieron 167 familias y 279
géneros, cuyos principales representantes también estan en la Tabla 3. Finalmente, se identificaron
434 especies, de las cuales las 20 méas destacadas se muestran en la Tabla 3. Al contrastar estos
resultados con la base de datos del Catalogue of Life, que ofrece una descripcion estadistica de los
niveles de clasificacion fungica, se detalla lo siguiente: se registran once filos, 59 clases, 268
ordenes, 1061 familias, 12578 géneros y 154534 especies (Catalogueoflife, 2024). Es notable que
algunos de los valores obtenidos en el estudio se aproximan a los que se describen en esta base de

datos. Sin embargo, otros aun distan de los hallazgos reportados con la realidad.

La metodologia aplicada en este estudio fue esencial para la identificacién de especies flngicas
asociadas a las lesiones foliares presentes en las hojas de uvilla, esta contribuyd a lograr la
clasificacion de un alto porcentaje de especies presentes en las muestras analizadas. Pires et al.,
(2019) aplicé una metodologia similar a la realizada en este estudio ya que introdujo los datos de
secuenciacion en un programa de analisis bioinformatico para determinar el porcentaje de similitud
entre las secuencias de ADN comparadas y clasificar las secuencias de ADN en distintas
categorias, lo que permitié una organizacion que reflejaba el grado de parentesco genético; y
menciona que la secuencia de operaciones realizadas permitieron una identificacion precisa y una
caracterizacion més detallada de la diversidad genética presente en la muestra, conectando asi las
secuencias de ADN obtenidas con las presentes en la base de datos de referencia de manera

sistematica y rigurosa.

La calidad de secuenciacion contribuyo con la identificacion de un alto de porcentaje de hongos
en las hojas de uvilla, Hibbett et al., (2016), indican que la calidad de los datos de secuencias es

crucial para la identificacion precisa de los microorganismos y sus funciones. Ademas de ello, es



determinante reconocer la calidad de la secuenciacion de las muestras de ADN obtenidas en un
estudio metagendmico. Al respecto, Cale et al. (2021) descubrieron por ejemplo que la eleccion
de los métodos para muestrear, secuenciar y analizar el ADN puede influir en la estimacion de la

composicion de una comunidad fangica.

Dada la notable calidad del ADN encontrado en las muestras, se pudieron realizar un total de
40761 lecturas, este resultado se asocia al nimero de veces que cada base de ADN fue secuenciada
en el presente estudio, este proceso se conoce como profundidad de secuenciacion. Una
profundidad de secuenciacién mas alta significa que hay mas datos para analizar, lo que puede
conducir a una mejor identificacion y caracterizacién de los microorganismos presentes en la

muestra. (Yungay Arévalo, 2017).

Ademas, la presencia de un porcentaje sustancial de lecturas no clasificadas a nivel de especie
sugiere la posibilidad de la existencia de especies de hongos adicionales que ain no han sido
catalogadas en la base de datos utilizada. Este hallazgo subraya la importancia de mantener bases
de datos actualizadas y comprensivas para garantizar una identificacion precisa de las especies

presentes en las muestras (Yungay Arévalo, 2017).
Conclusiones

El estudio realizado en la parroquia San José de Minas, Ecuador, sobre la diversidad microbiana
asociada a las manchas foliares en cultivos de uvilla (Physalis peruviana), atribuidas al hongo
Entyloma sp., ha ampliado de manera significativa nuestro entendimiento del microbiota foliar y
su relacion con las enfermedades de las plantas. La deteccion metagenémica de una variedad de
especies fungicas, con especial atencion en la presencia de Entyloma sp., resalta la complejidad y
riqueza del ecosistema microbiano que reside en las hojas de la uvilla. Los resultados del estudio
ponen de manifiesto la dominancia de ciertos hongos, asi como la presencia de una cantidad
considerable de secuencias no clasificadas, lo que sugiere la existencia de una biodiversidad aun

por caracterizar y la necesidad de bases de datos taxondmicas mas comprensivas y actualizadas.

La relevancia de este trabajo reside en su aporte al conocimiento de las interacciones planta-
microbio, donde tanto organismos patogenicos como potencialmente beneficiosos coexisten y

configuran la salud del cultivo de uvilla. Al identificar la diversidad especifica de hongos asociada



con la fisiopatologia de las manchas foliares, este estudio contribuye a la fitopatologia y la
agronomia, abriendo la posibilidad de desarrollar estrategias de manejo agricola mas dirigidas y
efectivas. La adopcion de enfoques metagendmicos como el empleado en este estudio representa
un paso adelante en la agricultura de precision, permitiendo anticipar, diagnosticar y controlar

enfermedades de las plantas de manera mas eficaz y sostenible.
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Figura 1: Plantacion de uvilla (coordenadas 0°09'51.1"N 78°24'52.8"W). San José de Minas,
Pichincha, Ecuador.

Figura 2: Hojas de uvilla con manchas tipicas de carbén blanco. San José de Minas.



Tabla 1. Estadisticas de las clasificaciones taxondmicas

Nivel taxondmico Lecturas clasificadas a % Total de lecturas
nivel taxonémico clasificadas a nivel
taxonomico

Reino 40,701 99,85%

Filo 40,673 99,78%

Clase 40,523 99,42%
Orden 40,441 99,21%
Familia 40,143 98,48%
Género 39,125 95,99%
Especie 35,094 86,10%

Tabla 2. Lecturas secuenciadas de Fungi

Clasificacion Numero de lecturas % Total de lecturas
Fungi 40661 99,75%
Sin clasificar a nivel del 60 0,15%
reino!
Plantae? 40 0,10%

1 En este contexto de los resultados de clasificacion taxonémica se refiere a secuencias de ADN que han sido secuenciadas, pero no pudieron ser
asignadas a ningun reino conocido en las bases de datos taxondmicas usadas en el estudio. Lo cual podria haberse debido a multiples tales como:
diversidad no catalogada previamente, calidad de la secuencia u otro tipo de limitaciones de la base de datos.

2 "plantae" se refiere al reino que incluye todas las plantas conocidas. En este contexto de la secuenciacion de ADN y la clasificacion taxonémica,

las secuencias que han sido clasificadas bajo "Plantae" indican que pertenecen a organismos que son identificados como plantas segin la
informacion genética comparada con bases de datos taxondmicas. El hecho de que algunas lecturas se hayan clasificado como "Plantae" significa

que un pequefio porcentaje del ADN secuenciado coincide con el de las plantas.



Tabla 3. Principales especies del reino Fungi de acuerdo al indice de abundancia
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