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ABSTRACT

Incidence and characterization of Alternaria spp.
associated with foliar lesions at different stages of the
onion cycle were determined. The study was carried out at

commercial and experimental fields in the southern area of

Puerto Rico. Alternaria spp. 1incidence increased in sixty-
day-old onion plants of cultivars ‘Mercedes’ and
‘Excalibur’. Sixty two percent of selected Alternaria

isolates were placed within a “semi-arborescent” group, not

described taxonomically. Other isolates were identified
as: Alternaria alli, A. destruens, A. palandui, A.
tenuissima and Pleospora eturmiuna. Pathogenicity tests

conducted in vitro and in the field revealed that A. alli,
A. tenuissima, Alternaria sSp. “semi-arborescent” and
Pleospora eturmiuna were pathogenic to onions, been A. allil
the most virulent. Molecular characterization of
Alternaria 1isolates was determined using RAPD-PCR, ITS1-
5.85-ITS2 region of the ribosomal DNA, and sequences

analysis of region ITS1-ITS4 of rDNA.



RESUMEN

Se determindé la incidencia 'y caracterizacidén de
Alternaria Spp . asociadas con lesiones foliares en
diferentes etapas del ciclo de wvida de 1la cebolla. El
estudio se realizdé en predios comerciales y experimentales
en el area sur de Puerto Rico. La incidencia de Alternaria
spp. aumentd en plantas de cebollas de sesenta dias de edad
de los cultivares ‘Mercedes’ y ‘Excalibur’. El sesenta vy
dos porciento de los aislados de Alternaria seleccionados

fueron colocados dentro de un grupo “semi-arborescentes”,

no descrito taxondémicamente. Otros aislados fueron
identificados como: Alternaria alli, A. palandui, A.
tenuissima, A. destruens 'y Pleospora eturmiuna. Las

pruebas de patogenicidad en in-vitro y en campo revelaron
que Alternaria alli, A. tenuissima, Alternaria sp. “semi-
arborescentes” 'y P. eturmiuna fueron patogénicas a la
cebolla siendo A. alli la mas virulenta. La
caracterizacidén molecular de los aislados de Alternaria fue
determinada utilizando RAPD-PCR, la regidén de ITS1-5.8S-
ITS2 del ADN ribosomal y el andlisis de las secuencias de

la regidén de ITS1-ITS4 del rADN.
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INTRODUCCION

La cebolla (Allium cepa L.) es una planta
monocotiledénea herbacea bienal clasificada dentro de 1la
familia Alliaceae. Esta planta es nativa de Asia Central.
El cultivo de cebolla se considera wuno de los mas
importantes en el mundo produciendo aproximadamente
55,153,027 toneladas métricas (mt) anualmente (FAO, 2004) .
La produccidén de cebolla en los Estados Unidos para el 2004
fue de 3,669,540 millones de toneladas métricas, aportando
un valor total de $863,295 millones (USDA-NASS, 2004) . En
Estados Unidos, 26 estados cultivan cebollas para fines
comerciales, donde las mayores producciones son en
Washington, California, Oregon, Idaho, Texas, Georgia, New
Mexico, Colorado, Nueva York vy Michigan (National Onion
Association, 2004) .

En Puerto Rico, la cebolla ocupa el cuarto lugar entre
las hortalizas de importancia econdmica. Su aportacidédn al
ingreso bruto agricola para los afios 2003 al 2004 fue de
aproximadamente $2.0 millones con una produccién de
7149.642 mt (Datos sin publicar, Departamento de
Agricultura, 2004). Las siembras se encuentran localizadas
en la costa sur de la isla, en los municipios de Guanica,

Juana Diaz y Santa Isabel. Los cultivares méas comunes son



‘Excalibur’, ‘Wikita’, ‘Candy’ y ‘Mercedes’. La mejor
época para las siembras es desde principios de noviembre
hasta finales de enero, la cual coincide con las
temperaturas frescas y dias cortos (Estacidédn Experimental
Agricola, 1999). Su ciclo de vida puede ser de 100-140
dias. Por ejemplo, el cultivar ‘Mercerdes’ posee un ciclo
de wvida de aproximadamente 100 dias mientras que el
cultivar ‘Candy’ tiene un ciclo de vida de 137 dias.

En condiciones de campo y de almacenaje, las siembras
de cebolla estédn sujetas a pérdidas significativas en el
rendimiento y 1la calidad del bulbo debido a diferentes
organismos causantes de enfermedades (Thornton vy Mohan,
1996) . Las hongos fitopatdgenos que se han reportado
causando enfermedades en las plantas de cebollas son:
Fusarium oxysporum Schlechtend (FR) ., Pythium sSpp.,
Rhizoctonia spp., Phoma spp., Alternaria porri (Ellis) Cif,
Botrytis spp., Peronospora destructor Berk, Stemphylium
vesicarium Wallr, entre otros (Schwartz y Mahon, 1995) .
Pocos trabajos se han realizado en Puerto Rico sobre hongos
patdgenos en el cultivo de cebolla. Toro (1923) vy Nolla
(1927) realizaron los primeros informes sobre hongos

patogénicos de cebolla. Para el 1927, Nolla reportd a



Alternaria alli afectando el follaje de la cebolla en el
drea norte de Puerto Rico. Recientemente, Vélez Rodriguez
et al. (2004) documentd que Stemphylium sp. y Alternaria
Sp. aparecen asociados a lesiones encontradas en el follaje
de las cebolla en el sur de la isla. Una de las
enfermedades mas importantes en los cultivos de cebollas a
nivel mundial es la mancha foliar pUrpura causada por
Alternaria porri. Esta especie se caracteriza por formar
lesiones foliares en la cebolla, las cuales interrumpen el
proceso de fotosintesis y disminuyen el rendimiento de 1los
bulbos en la planta.

El propdésito de esta investigacidédn fue determinar 1la
incidencia del género Alternaria en las diferentes etapas
del ciclo de vida de la cebolla y reportar las distintas
especies que estadn asociadas al cultivo de cebolla. Sin
embargo, la clasificacidén taxondmica de las especies de
Alternaria es muy compleja y resulta dificil separar las
especies utilizando métodos tradicionales (Rotem, 1994) .
Por tal razdbén, para obtener una identificacidn correcta de
las especies del género Alternaria afectando cultivos de
cebollas se requiere utilizar nuevas y diferentes técnicas
de diagndésticos complementarias a las tradicionales.

Actualmente no existen reportes del uso de técnicas



moleculares para caracterizar las especies de Alternaria
causando lesiones en cebollas. En adiciédn, esta
investigacidén tuvo como objetivo realizar ©pruebas de
patogenicidad para distinguir las especies patogénicas de
las sapréfitas y desarrollar protocolos utilizando técnicas
moleculares para facilitar el diagndéstico correcto vy
preciso de las especies de Alternaria que ocurren
cominmente en el campo. Por ejemplo, el uso de técnicas
que comparen el ADN polimérfico amplificado al azar
utilizando la reaccidén en cadena de la polimerasa (RAPD-
PCR), la variabilidad en la regién ITS del ADN ribosomal vy
realizar estudios filogenéticos utilizando el ADN

ribosomal.



REVISION DE LITERATURA

Cebolla, Allium cepa L.

La cebolla es una planta monocotiledbénea herbéacea
bienal clasificada dentro de la familia Alliaceae nativa de
Asia Central. Entre las especies de Allium dentro de la
familia de la cebolla se encuentran el ajo, el cebollin vy
el puerro. La cebolla produce un bulbo, que es un tallo
modificado con hojas carnosas 'y raices fibrosas que
mayormente se encuentran en las primeras 12 pulgadas del
suelo. El color del bulbo puede ser amarillo, 1lila o
blanco; de tamafio pequefio, mediano, grande o extra grande

con diferentes formas dependiendo del cultivar de la planta

(Estacidén Experimental Agricola, 1999; Schwartz y Mahon,
1995) . Los bulbos pueden tener distintas formas y sabores
conforme al cultivar escogido. La formacién y el

desarrollo adecuado del bulbo en la cebolla esta
influenciada por la disposicién de nutrientes y agua en el
suelo, temperaturas adecuadas, fotoperiodo vy numero de
hojas disponibles en la planta. Los diferentes cultivares
de cebolla se clasifican de acuerdo al largo del dia minimo
requerido para la inducidén del Dbulbo. Los cultivares de
dias cortos requieren de 11 a 12 horas de 1luz, cultivares

de dias intermedios de 12 a 13 horas y cultivares de dias



largos de 14 a 16 horas. Una planta puede producir de 13-
18 hojas cuando las condiciones ambientales son favorables
(Estacidén Experimental Agricola, 1999). Los suelos
adecuados para la siembra de cebolla son del orden
Mollisols o Vertisol con un pH que fluctua entre 6 a 7.5
con buen drenaje (Granberry vy Terry, 2000; Estacidn

Experimental Agricola, 1999).

Enfermedades causadas por hongos

La cebolla se considera uno de los vegetales méas
importantes en el mundo. La demanda por la calidad de 1la
cebolla es alta, ya que los consumidores son exigentes en
cuanto a la forma, tamafio y apariencia del Dbulbo (Vélez-
Rodriguez et al., 2004) . La planta puede verse afectada
por enfermedades causadas por hongos fitopatdégenos, 1los
cuales pueden surgir en el campo durante la cosecha o en el
almacenaje del bulbo. Estos tienen un impacto
significativo en la produccién al disminuir la calidad y el
rendimiento de los bulbos. Los hongos como Alternaria
porri, algunas especies de Botrytis y Peronospora
destructor Berk causan grandes pérdidas econdmicas en el
campo asi como en condiciones de almacenaje en cultivos de

ajo y cebolla (Schwarts vy Mohan, 1995). Las pérdidas



econdémicas causadas por A. porri fluctuan entre 30 a 50% vy
en algunos casos puede llegar hasta un 100% en Colorado,
USA (Schwartz, 1999). En India, A. porri puede causar
pérdidas mayores de 59% en los bulbos de cebolla (Gupta y
Pathak, 1988) . Se han reportado diferentes patdgenos que
afectan la parte radicular, el bulbo y el follaje de 1la
planta. Los hongos radiculares reportados son Fusarium
SpPpP .- causando sancocho, Phoma terrestris E. M. Hans
provocando la raiz rosada y Sclerotinia sclerotium (Lib) de
Bary causando una pudricidn (Estacidn Experimental
Agricola, 1999; Schwartz vy Mohan, 1995). Los hongos
foliares reportados son la mancha puUrpura (Alternaria porri
(E1llis) Cif.), el afiublo lanoso (Peronospora destructor
Berk), el tizén de las hojas vy pudricidén del tallo
(Stemphylium vesicarium Wallr) y el causante de la
pudriciédn del cuello (Botrytis alli Munn). Entre los
patbébgenos que afectan el Dbulbo se han reportado a
Aspergillus niger Tiegh agente causal del moho negro vy
Penicillium sp., dque provoca el moho azul en las cebolla

(Schwartz y Mohan, 1995) .



Género Alternaria

El género Alternaria fue establecido en el afio 1817
por Nees von Esenbeck con el nombre de Alternaria tenuis.
El nombre Alternaria viene del 1latin “alternare” y se
refiere a la disposicidén que guardan los conidios (Ulloa vy
Herrera, 1994) . El género Alternaria spp. es un hongo
mitospdérico (antes llamado deuteromycetos) gue pertenece a
la clase Hyphomycetes en el orden Moniliales de la familia
Dematiaceae (Barnett vy Hunter, 1998). Esta familia se
distingue por agrupar los hongos que producen los conidios
pigmentados. Los conidiéforos de Alternaria se
caracterizan por poseer uno O mas septos transversales con
apariencia geniculada (Ellis, 1971). Los conidios son de
color marrdén palido a marrdn oscuro, ovalados u obclavatos,
con o sin cuello, poseen un annulus y son multicelulares
con septos transversales, longitudinales vy algunas veces
oblicuos (Simmons, 1992; Ellis, 1971) . Estos pueden
estar solitarios o formando cadenas de manera acropetal
donde el conidio més Jjoven se encuentra en el &apice de la
cadena. Needgaard (1945), citado por Rotem (1994), separd
las especies de Alternaria dentro de tres grupos en base al
numero de esporas en la cadena. Los grupos son

Longicatenatae, caracterizado por cadenas largas de



aproximadamente 10 conidios sin cuello, por ejemplo A.
alternata, Brevicatenatae con cadenas cortas de 3-5
conidios con cuellos cortos, por ejemplo A. tenuissima Yy
Noncatenatae, con conidios solitarios con cuellos largos,
por ejemplo A. helianthi (Rotem, 1994).

Alternaria es un organismo cosmopolita el cual se
encuentra en una variedad de habitats en el mundo. Muchas
de las especies son saprofiticas, las cuales se pueden
encontrar en materia orgénica en descomposicién y en el
suelo. Algunas especies son patdgenas de cereales, plantas
ornamentales, vegetales, hortalizas 'y frutales. Sin
embargo, hay otras especies que afectan 1los productos
postcosecha y las semillas como por ejemplo A. radicina
Meier, Dres. & Eddy el cual causa la pudredumbre negra de
la zanahoria en almacenaje (Pryor vy Gilbertson, 2001) .
Alternaria yaliinficiens Rodney, A. alternata (Fr,)
Keissler y A. gaisen Nagano provocan grandes dafios en el
cultivar de pera ‘Ya Li Pear’ en condiciones de almacenaje
(Rodney, 2004) . Las enfermedades causadas por diferentes
especies de Alternaria se caracterizan por producir manchas
foliares y pudriciones en raices o frutos. Las manchas
foliares son generalmente de color marrdén osScuro a negro y

usualmente forman anillos concéntricos (Agrios, 1997). En
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algunas especies su teleomorfo corresponde a un
loculoascomiceto del género Lewia Barr & E. Simmons y otras
al género Pleospora Rabenh. ex Ces & De Not.

Su clasificacidén basada en las caracteristicas de 1los
conidios es complicada, vya que este hongo es mayormente
confundido con otros hongos, entre los cuales se
encuentran: Stemphylium, Nimbya, Urocladium y Embellisia
(Rotem, 1994) . Simmons (1995), diferencié el género
Alternaria de Stemphylium y Urocladium por la apariencia
del é&pice del conididéforo y el terminal basal del conidio
inmaduro, respectivamente.

Las especies de Alternaria poseen dos rasgos
importantes, la produccidén de melanina especialmente en los
conidios y la produccidén de toxinas especificas del
hospedero en caso de las especies fitopatogénicas (Thomma,
2003) . Se han reportado alrededor de siete especies de
Alternaria que producen toxinas especificas para el
hospedero (HST) (Simmons, 1999) . Se han documentado
aproximadamente 12 toxinas especificas al hospedero
producidas por especies patogénicas de Alternaria (Thomma,
2003; Walton, 1990) . Las toxinas son AAl (Alternaria
alternata f.sp. lycopersici, ACT (A. alternata f.sp. citri

tangerine), AF (A. alternata f.sp. fragariae), AK (A.
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alternata f.sp. kikuchiana), ACTG (A. alternata f.sp. citri
tangarine), ACR (A. alternata f.sp. citri jambhriri), AM
(A. alternata f.sp. mali), Maculosina (A. alternata), AS
(A. alternata, girasol), Destruxina (A. brassicae), AT (A.
alternata, tabaco), ATC (A. tenuissima, frijol) vy AB (A.

brassicicola) (Thomma, 2003) .

Alternaria en cultivos de cebollas

Alternaria porri es muy importante a nivel mundial vya
que afecta varias especies de Allium spp. Esta es el
agente causal de lesiones foliares de color purpuras con
anillos concéntricos en las plantas de cebollas. Se
reportd por primera vez por Cooke y Ellis en Estados Unidos
en el 1879 afectando plantas de Allium porrum L. (Citado
por Skiles, 1953). La mancha foliar purpura puede ocurrir
en otras especies de Allium tales como el ajo, cebollin y
puerro (Schwartz y Mohan, 1995). Los patdgenos de plantas
tienen diferentes formas de penetrar a su huésped.
Alternaria porri invade el tejido a través de heridas,
estomas o directamente por las células epidermales (Fahim vy
El-Shehedi, 1966; Agrios, 1997) . El modo de penetracidn
por heridas es un pre-requisito para que ocurra la

infeccidén causada por A. alternata y A. tenuissima en el
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follaje de cebolla (Skiles, 1953) . Las condiciones
O6ptimas para el desarrollo de la enfermedad de A. porri en
hojas de cebollas ocurre durante periodos largos de humedad
relativa >90% o deposicidén de rocio y temperaturas de 20-
25°C (Everts vy Lacy, 1990) . Bajo estas condiciones, la
mancha purpura puede distribuirse rapidamente causando
pérdidas en el rendimiento del cultivo de <cebolla que
pueden fluctuar de un 30 a un 50%, y llegar hasta un 100%
(Schwartz, 1999) . El control con fungicidas es dificil
cuando las condiciones ambientales favorecen la
esporulacién y germinacién de los conidios de A. porri
(Miller, 1983). Las lesiones de A. porri son muy
parecidas a las que produce Stemphylium vesicarium en
cebollas.

En Puerto Rico, Nolla en el 1924 reportd a A. alli
causando dafios severos al follaje de las plantas en
cultivos de cebolla en la zona norte de 1la isla (Nolla,
1927) . Esta especie es Dbien parecida a A. porri. No
obstante, A. tenuissima y A. alternata otras especies se
han reportado en la =zona sur de la 1isla asociadas a
lesiones marrdén parecidas a las producidas por A. porri

(Vélez-Rodriguez, 2001).
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Caracterizacién Morfolégica

Al caracterizar morfoldgicamente las especies de
Alternaria hay que considerar varios criterios como lo son
la produccidén de toxinas, planta huésped, catenulacién,
septos y esporulacidn, entre otras (Andersen et al., 2001;
Ellis, 1971; Simmons, 1995 vy 1999; Simmons y Roberts,
1993). Estos criterios estdn influenciados por factores
externos incluyendo la humedad, luz, temperatura vy la
nutricidn. La esporulacidén de Alternaria ocurre en dos
fases y ésta depende principalmente de la temperatura y la
luz. Los rayos ultravioleta (UV) median la formacidén del
conidiéforo y la oscuridad la produccién de conidios
(Rotem, 1994) . No obstante, la produccidén de los conidos
puede ser inhibida por los rayos ultravioletas.

Simmons, (1999) caracterizd taxondmicamente diferentes
especies de Alternaria utilizando como criterio la
produccidén de toxinas especificas en cultivos anéxicos.
Estas toxinas son esenciales para la patogénesis. Simmons
utilizé medios especiales tales como agar de papa vy
zanahoria (PCA siglas en 1inglés), agar de grama en
descomposicién (Hay) y agar de jugo de vegetales (V8) para
observar la esporulacién y la forma de los conidios de las

diferentes especies de Alternaria.
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Identificacién Molecular

Recientemente, se estidn llevando a cabo estudios
utilizando diferentes técnicas moleculares que complementan
la taxonomia tradicional para la caracterizacién de 1los
organismos. Todas estas técnicas proveen una herramienta
valiosa en el estudio de diferentes organismos en especial
el estudio sistemdtico de los hongos (Konstantinova et al.,
2002; Andersen et al., 2001; Pryor y Gilbertson, 2001) .
El desarrollo de técnicas en la biologia molecular ahora
hace posible determinar diferencias entre dos organismos
bien relacionados a nivel molecular (Burns et al., 1991).
Se han desarrollado diferentes técnicas para estudiar 1la
relaciédn evolutiva entre las especies. Las técnicas
moleculares tales como isocenzimas, fragmentos de
restriccién de largos polimérficos (RFLP), amplificacidén de
un segmento de ADN (RAPD), hibridizacidén del ADN vy la
amplificacidén de las regiones de ITS del ADN se han estado
utilizando para evaluar 1las variaciones intra o inter
especificas en diferentes especies de hongos (Hibbett,
1991). Estas técnicas moleculares también se han utilizado
en estudios de diversidad genética y origenes evolutivos en
poblaciones de muchos géneros de hongos (Bruns, et al.,

1991) . Las secuencias del ADN ribosomal, en particular la
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regién de ITS1-5.8S-ITS2 han estado wutilizéndose en
relaciones filogenéticas para un sin nuUmero de hongos
patdébgenos de plantas (Jasalavich et al., 1995). Las
secuencias de 1la sub-unidad pequefia del ADN ribosomal es
utilizada entre organismos distantemente relacionados
mientras que la regidén del ITS y la regidn intergénica de
RNA ribosomal pueden variar entre especies y poblaciones
(White et al.,1990).

La reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR siglas es
inglés) es un método simple por el cual una secuencia de
dcidos nucléicos puede ser amplificada exponencialmente in-
vitro (Mullis y Faloona, 1987) . Este consiste de tres
pasos fundamentales: desnaturalizacidén del ADN,
hibridizacién de oligonucleotidos a la cadena de ADN
desnaturalizada vy la extencién de 1la secuencia de ADN
mediante el wuso de los iniciadores o primers por una
polimerasa termoestable. Este método provee una gran
oportunidad para desarrollar pruebas rapidas vy precisas
basadas en acidos nucléicos para la detecciédn de diferentes
patdgenos de plantas. Se han desarrollado pruebas para la
deteccién de Dbacterias patogénicas asociadas a plantas de

guisantes (Audy, et al., 1996) y deteccidén de teliosporas
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de Tilletia 1indica caudando dafios en semillas de trigo

(Smith et al., 1997) .

ADN ribosomal

Por medio del PCR se pueden amplificar muchas regiones
de interés en el ADN. El estudio del ADN ribosomal ha sido
una herramienta excelente para la sistemdtica molecular en
hongos (Hibbett, 1992) . El ADN ribosomal en hongos
consiste de regiones altamente conservadas entre los
organismos como los genes 18S, 5.8S y 28S, vy regiones
variables, como los espacios intergénicos (IGS) vy 1las
regiones internas que se transcriben (internal transcribed
spacers o 1ITS). Estas regiones son bien variables en su
composicién y tamafio, lo cual sirve como una herramienta en
la identificacidén, diferenciacién y clasificacidén de hongos
(White et al., 1990) . Las secuencias de los genes del ADN
ribosomal, en particular las regiones 1internas que se
transcriben que rodean la subunidad 5.8S se han utilizado
en el desarrollo de primers especificos en la deteccidén de
hongos fitopatdédgenocs (White et al., 1990; Konstantinova et
al., 2002) . Estas regiones se han estudiado para bajos
niveles taxondémicos (Hibbett, 1992). White et al., (1990)

disefiaron varios iniciadores: ITS1, 1ITS2, 1ITS3, 1ITS4 e



17

ITS5, para la amplificacién de los genes del ADN ribosocmal
en diferentes organismos (Figura 1). Las variaciones en
las regiones del ITS se han wutilizado para estudiar la
relacién filogenética de especies de Alternaria que
producen toxinas especificas al hospedero (Kusaba y Tsuge,
1995) vy la estructura poblacional de Alternaria spp.
causando manchas marrén en mandarina y 1limbén (Peever et
al., 1999). Las relaciones filogenéticas entre varias
especies de Leptosphaeria se han estudiando en base a las
regiones del ITS, 5.8S y la unidad 18S (Morales et al.,
1995). Estudios de la secuencias del ADN ribosomal,

incluyendo la subunidad 18S, establecieron que las especies

de Pleospora herbarum (el anamorfo es Stemphylium) y
Pleospora infectoria (anamorfo de algunas especies de
Alternaria) son distintas filogenéticamente 'y que P.

infectoria esta mas relacionada a las especies de
Alternaria (Pryor y Gilbertson, 2000) . Esta investigacidn
complementa los estudios morfoldgicos que realizd Simmons
(1986), en donde se estudiaron varias especies de Pleospora
(anamorfo Alternaria) vy por diferencias en la morfologia
del ascostroma los colocaron dentro del teleomorfo Lewia.

Zambino y Szabo (1993) examinaron la relacién filogenética
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de lineas y formas especiales de diferentes Puccinia de

cereales y otras gramas utilizando la regidén de ITS.

— —>
ITS5 ITS1 1TS3

IGS IGS

IST2 ITS4
-«— -«—

Figura 1. Localizacidén de los iniciadores ITS1 al ITS5 en el ADN
ribosomal del nucleo.

RAPD-PCR

RAPD es la amplificacidén de un segmento de ADN por PCR
usando  un iniciador de secuencia escogida al azar
resultando en diferentes fragmentos amplificados que
proveen una excelente seleccidn de marcadores genéticos
para anadlisis Dbiosistematicos (Williams, 1990) . La
técnica de RAPD-PCR se ha utilizado como herramienta de
diagndéstico para distinguir entre especies de Alternaria
morfoldégicamante similares tales como: A. radicina,
patbébgeno de semillas de =zanahorias y A. brassicae en 1los
cultivos de repollo (Pryor y Gilbertson, 2001; Cooke et
al., 1998). Una de las ventajas de utilizar la técnica de
RAPD es porque los 1iniciadores universales pueden ser

usados para anédlisis genéticos en una amplia variedad de
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especies (Williams et al., 1990). La técnica es apropiada
para organismos a nivel de especie (Kohn, 1992) . Pruebas
de RAPD-PCR desarrolladas para A. radicina fueron precisas,
sensitivas y confiables en 1la deteccidén de un marcador
molecular en semillas de =zanahorias (Pryor y Gilbertson,
2001) . Utilizando RAPD, Cooke et al., (1998) resolvieron
varias dificultades taxondémicas entre las especies de
Alternaria patdgenas de las Brassicas como: A. brassicae,
A. tenuissima y A. alternata y de otros hongos patdgenos
importantes tales como Stemphylium y Embellisia. Fernandez
y Hanlin (1996) demostraron una relacidédn cercana entre los
aislados de Diaporthe phaseolorum cvr. sojae y los aislados
del cultivar caulivora, utilizando carédcteres morfoldgicos
de la fase sexual y la amplificacidén del ADN utilizando
RAPD. El anélisis de RAPD podria detectar cambios de bases
en las secuencias que son provocados por mutaciones o
inserciones (Williams et al., 1990) . Roberts et al.,
(2000) desarrollaron por RAPD grupos morfoldgicos que
representaron el tamafio de esporas pequefias de Alternaria y
los analizaron en un dendrograma. Por otro lado, Sharma vy
Tewari (1998) wultilizaron diferentes primers que fueron

efectivos en la deteccidén de variaciones genéticas inter e
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intra regionales en diferentes aislados de Alternaria en

cruciferas.

Aspectos y Modelos Evolutivos

Un proceso basico en la evolucidén de secuencias del
ADN, es el cambio de nucledétidos en un tiempo dado. Estos
cambios o mutaciones 1llevan a nuevas secuencias. Hay
varios tipos de cambios causados por eventos mutacionales
que envuelven uno o mas nucledtidos por ejemplo
sustitucidén, eliminacidén o insercidn e 1inversiodn. En el
estudio de los cambios evolutivos entre las especies es
bien importante considerar la sustitucidén de nucledtidos en
la secuencias del ADN. La sustitucién de nucledtidos esta
dividida en transiciones % transversiones. Las
transiciones toman en cuenta la sustituciones entre purinas
(G-A) vy las transversiones entre pirimidinas (T-A). Estas
son muy importantes al hacer comparaciones entre dos
secuencias y su ancestro comin. La divergencia de éstas
pueden medirse conociendo los sitios de nucledticos en
donde ocurre un cambio en la secuencia. Se puede estimar
una proporcién de cambio de nucledtidos en la secuencia, la

cual estd dada por la ecuaciédn:
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p="e/ 1)

Donde (1) ng es el numero de nucledétidos diferentes en ambas
secuencias y n el total de nucledtidos. Ademéas, de esta
proporcidn, es importante conocer la frecuencia de
diferentes pares de nuclebdtidos entre las secuencias.
Segun Nei vy Kumar, (2000) existen 16 tipos de pares de
nucledétidos cuando se comparan dos secuencias (X,Y). Estos
son: 4 nucledétidos idénticos (AA, TT, GG y CC), 4 tipos de
transicién (AG, GA, TC y CT)y 8 tipos de transversiones
(AT, TA,AC,CA,TG,GT,CG y GC).

Se han propuesto numerosos esquemas matemdticos para
estimar el numero de sustituciones de nucledtidos. Existen
dos modelos simples vy frecuentemente utilizados: Jukes
Cantor modelo de un pardmetro y Kimura pardmetros dos.

Jukes Cantor (JC) es un modelo que se propuso para el
1969 vy demuestra un esquema de sustitucidén (Figura 2).
Este modelo asume que la sustitucidén de nucledtidos en 1la
secuencia ocurre en cualquier sitio con igual frecuencia vy
que en cada sitio un nucledétido cambia a uno de los otros

tres nucledtidos con una probabilidad de o por un tiempo
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dado (Nei vy Kumar, 2000) . Por lo tanto, la probabilidad

de cambio de un nucledtido a otro es 3ua (Figura 2).

a »
Purinas A ¢ > G
A A
o o
o o
v v
Pirimidinas C = > T
o
Figura 2. Modelo de Jukes Cantor de un parametro de sustitucidn de
nucledtidos.

Kimura parédmetro dos desarrollado por Motto Kimura en
el 1980, propone un modelo para estimar el numero de
sustituciones de nucledtidos por sitio. Este modelo
considera la razdén de sustitucidédn transicional o por unidad
de tiempo que es diferente a la sustitucidén transversional
2B por unidad de tiempo (Kimura, 1980, Nei y Kumar, 2000)
(Figura 3). El total de la razdbén de sustitucidn por sitio

por afio es o + 2fB.
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v
(0]

Purinas A

A

Pirimidinas C = » T
o
Figura 3. Modelo de Kimura parametro dos de sustitucién de
nucledtidos.

Arboles Filogenéticos

El 4&nalisis filogenético de secuencias de ADN nos
proveen una excelente herramienta para estudiar la historia
evolutiva desde 1los organismos simples hasta los més
complejos. Las relaciones filogenéticas de genes o de
organismos son presentadas en diagramas parecidos a un
adrbol, el cual puede ser con raiz (rooted) o sin raiz
(unrooted) . Estos poseen un patrdén de ramificaciones que
depende del namero de taxones (ejemplo; namero de
secuencias de ADN) utilizados (Hall, 2004). A este patrén
se le conoce como topologia. Hay métodos estadisticos que
pueden ser utilizados para la constuccidén de arboles

filogenéticos de diferentes datos moleculares. Los métodos

mas comunes estédn clasificados dentro de tres grupos:
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método de distancia neighbor-joining (NJ), de parsimonio y
probabilidad likelihood (Nei y Kumar, 2000) . Los métodos
de distancia crean &rboles, reduciendo toda la informaciédn
en caréacteres genéticos para estimados pairwise de
similaridad y no similaridad (Burns et al., 1991). Cuando
se construye un arbol filogenético es importante aplicar el
método estadistico correcto en el <cual 1la inferencia
estadistica sea buena. Hay dos procesos importantes que
estan envueltos en esta inferencia: la estimacidén de 1la
topologia y la estimacidén del largo de las ramas gue provee
la topologia (Saitou y Nei, 1987). Cuando la topologia es
conocida es simple conocer la estimacidén del largo de las
ramas. El problema es no conocer la estimacidén de 1la
topologia. El método de neighbor-joining para la
construccién de A&arboles es muy eficiente para obtener la
topologia correcta. Saitou y Nei (1987) desarrollaron a NJ
para la construccidédn de arboles basados en el principio de
evolucidn minima (ME). NJ es una versién simplificada del
ME y es aplicado para cualquier tipo de datos que utilicen
distancias evolutivas. El término vecinos Neighbor es
definido como dos taxones unidos por el mismo nodo en un
adrbol sin raiz (Saitou y Nei, 1987) . El método de NJ

estima todas las distancias de los taxones y los va
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agrupando de acuerdo a los mas cercanos o con distancias
cortas. Los pares de taxones mas cercanos son agrupados
dentro de nodos internos y la distancia de estos nodos con
el resto de los nodos en el &rbol son calculados vy
comparados. NJ comienza en forma de estrella y a medida

que va uniendo los taxones se va formando el arbol.
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MATERIALES Y METODOS

Determinacién de la Incidencia de Alternaria

Se determindé la incidencia del género Alternaria en el
drea sur de Puerto Rico, en los municipios de Santa Isabel
y Juana Diaz (Figura 4). El estudio se llevdé a cabo en la
temporada de siembra de cebolla de noviembre a enero de
2003-2004 y en la temporada tardia de febrero a abril de

2004.

Figura 4. Localizacidén de los municipios de Santa Isabel y Juana Diaz,
productores de cebolla. (Mapa creado en el laboratorio PaSCoR de la
Universidad de PR, Recinto de Mayagiiez (UPRM) por Roy Ruiz Vélez
utilizando el programador ArcMap, versién 9).
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Predios comerciales

El estudio se realizd en la Finca Destino ubicada en
la carretera PR-1 del Barrio Jauca, sector Destino, del
municipio de Santa Isabel, localizada en el &rea sur de
Puerto Rico (Figura 5). La misma, estd dentro de las
coordenadas: latitud N17° 58' 39. 8" y longitud W66° 22°'
47. 1" a 22 mt sobre el nivel del mar (Map Datun Puerto
Rico) (GPS 12 XL, 12 channel, Garmin 1996-2000). La finca
cultiva pimientos, calabaza y papavya.

Las muestras de hojas de cebollas se colectaron
durante los meses de enero a abril de 2004. Estas se
tomaron cada catorce dias en cuatro predios de cebolla, dos
predios del cultivar ‘Mercedes’ (Seminis®) vy dos del
cultivar ‘Excalibur’ (Sunseeds®) . En el muestreo se
utilizé un disefio experimental sistemdtico con un recorrido

”

en el predio en forma de “zig =zag (Figura 6). Por el
tamafio y forma de los predios, algunos se dividieron en
predios mas pequefios. Los predios se diferenciaron en A y
B para el cultivar ‘Mercedes’ vy, C y D para el cultivar
‘Excalibur’. Los predios A, C y D tenian un tamafio de

aproximadamente 7.3 acres y el predio B de 9.2 acres. De

cada ocho bancos se colectd una muestra de hoja de cebolla
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al azar, obteniendo un total de cincuenta muestras por cada

predio.

Figura 5. Localizacién de la Finca Destino en el Barrio Jauca en el
municipio de Santa Isabel. Foto aérea de la NOAA (1999) y carreteras
de la Junta de Planificacién. (Mapa creado por Roy Ruiz Vélez en el
laboratorio PaSCoR, UPRM).
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Figura 6. Localizacién de los diferentes predios ubicados en la Finca Destino, Santa Isabel.
Los predios A, C y D tienen aproximadamente de 7.3 acres y el B de 9.2 acres.
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Las muestras se guardaron en Dbolsas plasticas, se
colocaron en una nevera con hielo y se transportaron al
laboratorio de Fitopatologia del Departamento de Protecciédn
de Cultivos de la Universidad de Puerto Rico, Recinto
Universitario de Mayagliez (UPRM). Simultédneamente, se
obtuvieron datos de temperatura, precipitacidédn y humedad
relativa del 4&rea wutilizando 1la estacién metereoldgica
ubicada en la Estacidén Experimental Agricola de Juana Diaz,
P.R.

De cada muestra se realizaron cinco cortes de
diferentes partes del tejido de la hoja de aproximadamente
0.5 cm (Figura 7). Los cortes se desinfestaron con alcohol
etilico al 70%, hipoclorito de sodio al 0.05% (ambos
tratamientos por un minuto) seguido de dos lavados con agua
destilada desionizada estéril. Estos se transfirieron al
medio de cultivo de agar de papa y dextrosa (PDA siglas en
inglés, 39g/1 Difco) con estreptomicina (Sigma®). Los
platos petri (60 x 15 mm) se incubaron a * 27°C (VWR
Scientific Products, Sheldon Manufacturing Inc. Modelo

2020) . Luego de 7 dias de incubacién se documentd 1la

presencia o ausencia del hongo para cada muestra.
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Figura 7. Cortes del tejido de las hojas de cebolla realizados al azar
para cada muestra.
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Predios experimentales

Este estudio se 1llevd a cabo en la Estaciédn
Experimental Agricola (EEA) localizada en la carretera 510
km 3.0 Sabana Llana, Juana Diaz, P.R. (Figura 8). Esta
estacidén se encuentra dentro de las siguientes coordenadas:
latitud N18° 01' 39. 1" y longitud W66° 31' 33. 2" a 34 mt
sobre el nivel del mar (Map Datun, Puerto Rico) (GPS 12 XL,
12 channel, Garmin 1996-2000) . Se realizaron dos siembras
una del cultivar ‘Mercedes’ y la otra de ‘Excalibur’. Cada
predio tenia un disefio en blogque completamente aleatorizado
(DBCA) con dos tratamientos: (1) control y (2) tratamiento
con fungicida (iprodione) (Apéndice A-1). En todos 1los
blogues se aplicaron 1los herbicidas Fluazifop-P-Butil vy
Oxyflourfen, al comienzo de la siembra. Se colectaron 12
muestras de hojas al azar en cada predio divididas en seis
muestras de cada tratamiento. Cada bloque contenia cuatro
hileras, sin embargo, las muestras fueron colectadas de las
hileras centrales. Las muestras fueron transportadas vy
procesadas en el Laboratorio de Fitopatologia del
Departamento de Proteccién de Cultivos segin descrito

anteriormente.
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Figura 8. Estacién Experimental Agricola en el municipio de Juana
Diaz, Puerto Rico. Imagen de Satélite ICONOS 2002 y carreteras por la
junta de planificacién. (Mapa creado por Roy Ruiz, del laboratorio

PaSCoR, UPRM) .
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Analisis Estadistico

Se llevara a cabo un andlisis de correlaccidn basado
en un nivel de significancia de p(0.05) entre el porcentaje
de incidencia de Alternaria para ambos predios (comerciales
y experimentales) y diferentes datos metereoldgicos tales
como temperatura, humedad relativa y precipitaciédn. E1l
coeficiente de correlacidén serd por el método Pearson. El
analisis se realizaré por el programa estadistico
InfoStat/Estudiantil versidén 2.0 de la Universidad Nacional

de Cdrdoba.

Aislacién e identificacién de especies de Alternaria

Se recolectaron hojas de cebolla con lesiones foliares
similares a las causadas por el género Alternaria spp. en
cultivos de cebollas. Las hojas gue mostraron lesiones, se
colocaron en bolsas pléasticas en una nevera portadtil hasta
ser transportadas al laboratorio de Fitopatologia. Se
documentd la morfologia de las lesiones mediante
fotografias y descripciones breves.

Para aislar los hongos se realizaron cortes de
aproximadamente 0.5 cm de los bordes de las lesiones de las
hojas, los cuales se desinfestaron con alcohol etilico al

70% por un minuto, hipoclorito de sodio al 0.05% por 30
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segundos y luego dos lavados de agua destilada desionizada
estéril. El tejido se transfirié al medio de cultivo agar
de papa y dextrosa (Difco) acidulado con 25% acido léactico
y se incubaron a * 27°C. Las colonias obtenidas se
reaislaron en medio de agar de papa y zanahoria (Simmons,
1992). Luego de 5 a 7 dias de incubacidén se documentd la
catenulacién de cada aislado segln descrito por Simmons
(1995) . Ademds, se prepararon camaras humedas utilizando
el medio de PCA para preparar laminillas semipermanentes
las cuales se examinaron bajo un microscopio compuesto
(Olympus BX40F4, Olympus Optical Co.). Se documentd el
tamafio, largo y ancho de los conidios, el numero de septos
tranversales, longitudinales y oblicuos y la ornamentaciédn.
En medio de PCA diariamente se observaron los aislados bajo
un microcopio de diseccidén (Olympus, Sz40) a 60x por siete
dias para documentar la forma de esporulacidn. También
para la descripcidén y caracterizacidédn se tomaron datos del
color de la colonias en diferentes medios de cultivo tales
como: PCA (Difco 39g/l1l), agar de avena (OA siglas en
inglés, Difco 72.5g/1l), agar de harina de maiz (CMA siglas
en 1inglés, Difco 17g/l1l), agar con sucrosa, extracto de
levadura, rosa de bengala y dicloran (DRYES o Dichloran

Rose Bengal Yeast Extract Sucrose Agar, Apéndice B-1)
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(Ardensen et al., 2001), agar de Jjugos de vegetales (V8) vy
CZAPEK DOX (Difco 35g/1, Apéndice B-2). Para ésta
caracterizacidédn se describid el color de las colonias y se
tomaron fotografias (Olympus, C-5000 5.0 Mega Pixel). Por
otro lado, se realizaron dibujos de las diferentes formas
de los conidios para cada especie identificada. Se

observaron conidios entre 5 a 12 dias de crecimento de las

colonias en PCA. Se tomaron fotos (Olympus, C-5000 5.0
Mega Pixel) de laminillas semipermeables a través del
microscopio en una magnificacién de 400X. Se le colocd una

escala de medida (micrdémetros) a las fotos basada en el
promedio del tamafio de los conidios. Luego 1las fotos
fueron impresas y los dibujos se desarrollaron a base de

trazos.

Cultivos monospéricos

De cada aislado se realizaron cultivos monospdricos.
Antes de comenzar la preparacidén del cultivo monospdrico,
los aislados se transfirieron al medio de agar agua (WA
siglas en inglés, Difco 15g/1) para estimular su
esporulacién. Se utilizdé un microscopio de diseccidn para
observar y recoger los conidios de Alternaria utilizando

una pipeta Pasteur. Estos se colocaron en un medio de PDA
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para dispersarlas y poder reaislar una sola espora en PDA.

Las placas se incubaron a 27°C.

Pruebas de Patogenicidad

Las pruebas de patogenicidad se realizaron utilizando
plantas de cebolla de aproximadamente 60 a 70 dias de edad
del cultivar ‘Mercedes’ (Seminis®), ‘Candy’ (Petoseed®) vy

‘Excalibur’ (Sunseeds®).

Preparacién del indculo

Las colonias monospdéricas se transfirieron al medio
PCA por 7 a 8 dias. Luego del crecimiento de las colonias,
todo el micelio se removid utilizando una espatula
esterilizada. Este fue suspendido en 50 ml de agua
destilada estéril a la cual se le afadieron 3 gotas de
Tween 20 (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) vy luego se
mezcld suavemente (Vélez-Rodriguez, 2001) . Se determinéd
la concentracién de conidios por mililitro wutilizando un
hemacitdémetro. También se utilizaron discos de agar con

micelio de 4 mm de didmetro.
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Pruebas en el campo

Las pruebas de patogenicidad en el campo se realizaron
en la EEA de Juana Diaz, P.R. Para éstas se utilizaron los
cultivares ‘Excalibur’, ‘Mercedes’ y ‘Candy’. El &rea del
predio experimental tenia un tamafio de aproximadamente 0.29
acres. Las siembras tenian un disefio de bloques
completamente aleatorizados (Apéndice A-2). Cada bloque
estaba compuesto por tres parcelas las cuales estaban
divididas en tres bancos de cuatro hileras con las tres
cultivares de cebollas distribuidas al azar. A este
experimento se le aplicaron los insecticidas, avermectina
desde la segunda semana Yy cipermetrima desde la sexta
semana. En cada parcela, los bancos se dividieron en 7
bancos pequefios de aproximadamente 8.3 pies de largo.
Finalmente, se formaron 21 bancos pequefios por parcela. Se
utilizaron 19 aislados de Alternaria, uno de Pleospora y
una muestra control para cada parcela con las diferentes
cultivares. Las plantas fueron inoculadas con una
suspensioén de esporas de 10° conidios por ml %
simultaneamente con discos de agar con micelio de 4 mm de
didmetro. Se selecionaron al azar tres plantas de cebolla
asintomdticas de cada banco pequefioc y se marcaron en la

parte basal con una cinta eléstica. Luego, se eligieron
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dos hojas adultas de <cada planta las cuales fueron
desinfestadas con alcohol etilico al 70% seguido de dos
lavados de agua destilada desionizada estéril. Se realizd
una insicién a una de las hojas en la parte media. La

insicién en la hoja se 1llevd a cabo utilizando un corcho

con tres alfileres estériles. Ambas hojas (con insicidén y
sin insicidn) fueron inoculadas con la suspensidén de
conidios utilizando un hisopo estéril. En el mismo banco,

se escogieron otro grupo de plantas para ser inoculadas con
discos de agar con micelio. EI1 grupo control fue inoculado
con agua destilada desionizada estéril o un disco de agar
de PCA estéril en hojas con o sin insicién. Las plantas se
examinaron diariamente para observar el desarrollo de 1los
sintomas vy al mismo tiempo se tomaron datos sobre la
temperatura y la humedad relativa. Luego de 7 dias las
lesiones fueron descritas vy fotografiadas. Se evaluaron
las diferentes especies patdgenas anotando el nlUmero de
hojas infectadas y se mididé el tamafio de las lesiones para

determinar la virulencia.

Pruebas en el laboratorio in-vitro
Las pruebas de patogenicidad in-vitro se realizaron en

el laboratorio de fitopatologia de la UPRM. Se
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seleccionaron plantas del campo asintométicas de
aproximadamente 60 a 70 dias después de la siembra. Estas
fueron transportadas al laboratorio en una nevera portatil
con hielo. Se cortaron dos hojas adultas de la planta y se
desinfestaron con alcohol etilico al 70% por un minuto vy
dos lavados de agua destilada desionizada estéril. Luego
se cubrieron las hojas <con papel toalla estéril para
eliminar el exceso de agua vy se dejaron secar ©por
aproximadamente 10 minutos. Se utilizdé wuna caja de
plastico de tamafio 85 x 40 x 10 cm, en la cual se colocd en
el fondo papel toalla estéril y encima 10 platos petri (100
x 15 cm). Se colocaron dos hojas por cada placa petri.
Una hoja para la prueba con insicién y la otra sin
insicién. Se humedecidé el papel toalla con agua destilada
desionizada estéril para simular una cédmara humeda. El
indéculo se aplicd por suspensidn de conidios y se repitid
con discos de agar con micelio (Figura 9). Los
tratamientos se aplicaron de forma aleatorizada con tres
cajas para cada una de los cultivares. Se realizaron tres
repeticiones por cada tratamiento. Las cajas tenian un
disefio de bloques completamente aleatorizados. Esta prueba

se repitidé con plantas de 80 a 90 dias después de 1la
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siembra para corroborar las especies que fueron patdgenas

en el campo e in-vitro.

Figura 9. Pruebas de patogenicidad in-vitro con diferentes
cultivares de cebolla.
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Identificacién de especies de Alternaria por técnicas

Moleculares

Extraccién de ADN

Se crecieron las diferentes especies de hongos en un
caldo nutritivo. Se colocd micelio en 50 ml de caldo de
papa y dextrosa (PDB siglas en inglés, Difco) en un matraz
de 125 ml. Luego se colocaron en un agitador por 7 a 10
dias a 27°C. El micelio se filtrdé al wvacio utilizando un
embudo de Buchner con papel de filtro estéril (Fisher
Scientific, P8) y se lavdé dos veces con agua destilada
desionizada estéril. La extracciédn de ADN se realizd
utilizando el Fast DNA® Kit (Q-BIO gene, USA) seglun
instrucciones del manufacturero en un equipo Fast Prep'' Bio
101, Thermo Electron Coorporation Milford, MA. E1l ADN se

preservd a -20°C.

Analisis del ADN Ribosomal

Las regiones de ITS del ADN ribosomal de los aislados
de Alternaria se amplificaron wutilizando PCR con 1los
iniciadores ITS1 (5’ TCCGTAGGTGAACCTGCGG3' ) , ITS2
(3’ GCTGCGTTCTTCATCGATGCS’ ), ITS3 (5'GCATCGATGAAGAACGCAGC3')
y ITS4 (3’ TCCTCCGCTTATTGATATGCS’) (White et al., 1990;

Konstantinova et al., 2002) . La reaccidén de amplificacidn



43

se realizbé en un volumen total de 25 pl conteniendo: 2.5 ul
10X de amortiguador de la reaccidén TermoPol (New England,
BioLabs.), 50 mM de cada dNTP’s (Roche®, USA), 20 pM de
iniciadores, 1U/ul de polimerasa Tag (New England, BioLabs,
MA) y 50 ng/ul de ADN. El ADN se amplificé utilizando un
termiciclador (Perkin Elmer, 2400). La reaccidédn de PCR
consistié de una desnaturalizacidén a 94°C por 4 min, una
hibridizacién a 55°C por 30 s, una extensién a 72°C por 1
min, con 35 ciclos, seguido de una extensidén final a 72°C
por 4 min. Se utilizaron 2 ul del ©producto de
amplificacién para correr una electroforesis en una gel de
1.2% agarosa (Fisher Scientific, New Jersey) preparada con
un amortiguador 1X de Borato de Sodio (SB) (Brody y Kern,
2004) y 4 ul de bromuro de etidio (lug/lul, Sigma®, St.
Louis, MO). La gel se visualizdé en un iluminador de rayos
ultravioleta para ser fotografiada (Quantity One® 4.5 2003,
BioRad Laboratory, Inc., Japdn). Para determinar el tamafio
de las bandas se utilizdé una escalera llamada PCR Marker

(New England, BioLabs, MA).

RAPD-PCR
El analisis del ADN polimérfico amplificado al azar

(RAPD, Random Amplified Polymorphic DNA) se realizd con el
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ADN total genbémico de diferentes aislados del género de
interés. Se utilizdé un iniciador comercial llamado OPAl13
(5’ CAGCACCCAC3') (Operon Technologies Inc., USA). La
reacciédn de RAPD se realizdé segun documentado por Cooke
(1998) con algunas alteraciones. El volumen total de 1la
reaccién de PCR fue de 25 pl conteniendo: 2.5 pl 10X de
amortiguador de la reaccién (New England, BioLAbs, MA), 50
ng del ADN genémico, 40 pM de iniciador, 100 mM de cada
dNTP, 2.5 mM MgCl, y 2U0/pl de 1la polimerasa Tag. La
reaccién de PCR consistidé de una desnaturalizacién a 94°C
por 4 min, wuna hibridizacién a 35°C por 1 min, una
extensién a 72°C por 2 min, con 45 ciclos, seguido de una
extensién final a 72°C por 4 min. El producto del PCR fue
analizado en una gel de 1.5% agarosa en un amortiguador de
electroforesis 1X SB. Los geles se visualizaron en un

iluminador de rayos ultravioleta para ser fotografiada.

Analisis de las secuencias del rADN

Para el anadlisis del ADN ribosomal se amplificédé 1la
regidén completa del ITS wutilizando los iniciadores ITS1
foward y 1IST4 reverse. Los fragmentos obtenidos fueron
purificados wutilizando el MinELute PCR Purification Kit

(Qiagen® , Maryland) siguiendo las especificaciones del
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manufacturero. El producto de amplificacidén de algunos
aislados fueron secuenciados en ambas direcciones con 1los
iniciadores ITS1/ITS4. La mayoria de las muestras se
secuenciaron en las Facilidades de Recursos Moleculares de
la Escuela de Medicina de New Jersey (The Molecular
Resourse Facility (MRF) of the New Jersey Medical School

(UMDNJ) (http://www.umdn]j.edu/mrfweb/) y otras en el Centro

de Biotecnologia Ambiental y Agricultura en el Colegio Cook
de la Universidad de Rutgers. Estas secuencias fueron
comparadas con la base de datos en el GeneBank utilizando
el Centro National para Informacidén Biotecnoldgica (NCBI o
National Center for Biotechnology Information) para
determinar su homologia con otras especies. El programa
que se utilizdé para comparar las secuencias con otras
secuencias en la base de datos fue BLAST (Basic Local

Alignment Search Tool) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) .

LLa secuencias del 1ITS ©rADN se alinearon utilizando el

programa de ClustalX versidén 1.83 (ftp://ftp-igbmc.u-

strasbg.fr/pub/ClustalX/). En base a las distancias de las

secuencias de interés vy las secuencias obtenidas del
GeneBank, se construy®é una arbol filogenético utilizando 1la
regién ITS. Los é&rboles filogenéticos fueron obtenidos

utilizando el programa Phylo win desarrollado en el
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laboratorio Genome Populations Interactions de la
Universidad de Montpellier, Francia. El método wutilizado
para analizar las secuencias fue Neighbor-joining

utilizando la distancia Kimura parédmetro dos con boostraps
de 500 repeticiones. El wvalor de similaridad entre las
secuencias fue calculada ©por comparaciones palir wise.
Para la construccién de 1los A4rboles filogenéticos se
utilizaron 14 secuencias de diferentes especies de
Alternaria del GeneBank las cuales se analizaron
evolutivamente con las especies de Alternaria en cebolla
(Tabla 1). Ademés, se obtuvieron 11 secuencias de las
especies de Pleospora y Stemphylium del GeneBank para
comparar la relacién evolutiva entre los aislados
encontrados en los cultivos de cebolla (Tabla 2). Las
secuencias de los aislados de Alternaria de cebolla fueron
entradas a la base de datos del GeneBank para tener un

numero de acceso (Tabla 3).



Tabla 1.

y Ulocladium

Diferentes secuencias de Alternaria,

utilizadas en

la

creacidédn de

47

Embellisima

los

filogenéticos y su numero de acceso en el GeneBank.

Especies

Numero de acceso

Alternaria alternata
arborescens
destruens
longipes
macrospora

porri

sesamicola

solani

tenuissima

. zinniae
Embellisima sp
Ulocladium sp.
Stemphylium botryosum
S.vesicarium

SRR

DQ156341
AY154706
AY278836
AY154684
AY154689
AF229470
AF314588
AY154716
AY751455
AY154696
AF212307
AYO943384
Y17068
AF229484

Tabla 2.

arboles

Diferentes secuencias de Stemphylium y Pleospora
utilizadas en la creacidén de los arboles filogenéticos y su
numero de acceso en el GeneBank.

Especies

Numero de Acceso

Pleospora tomatonis
P.tarda strain
P.sedicola
P.gigaspora
S.vesicarium
Stemphylium botryosum
.alfalfae
.herbarum
.majusculum
.gracilariae
.lancipes

0 0 g

AY329229
AY329168
AY329232
AY329174
AF229484
Y17068
AF071343
AB026165
AF442792
AF442784
AF442787
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Tabla 3. Aislados de Alternaria de cebolla que fueron
utilizadas para el andlisis filogenético con otras especies
de Alternaria del GeneBank.

Aislado Clasificacién Numero de acceso
Altl Alternaria destruens DQ323681
Alt2 A. destruens DQ323680
Alt4 A. tenuissima DQ323692
Alt5S A. tenuissima DQ323695
Alt6 A. tenuissima DQ323684
AltS8 A. palandui DQ323686
Alt9S A. palandui DQ323702
Alt10 A. palandui DQ323682
Altl4 A. palandui DQ323687
Altl6 A. “semi-arborescentes” DQ323688
Altl7 A. “semi-arborescentes” DQ323689
Altl8 A. “semi-arborescentes” DQ323690
Altl9 A. “semi-arborescentes” DQ323707
Alt20 A. “semi-arborescentes” DQ323701
Alt21 A. “semi-arborescentes” DQ323709
Alt22 A. “semi-arborescentes” DQ323694
Alt24 A. “semi-arborescentes” DQ323708
Alt26 A. “semi-arborescentes” DQ323685
Alt27 A. “semi-arborescentes” DQ323691
Alt28 A. “semi-arborescentes” DQ323696
Alt29 A. “semi-arborescentes” DQ323693
A1t30 A. “semi-arborescentes” DQ323703
Al1t33 A. “semi-arborescentes” DQ323704
Alt34 A. alli DQ323705
Al1t35 A. alli DQ323683

Riv-Stl Pleospora eturmiuna DQ323706

EGS27-193 A. Iinfectoria DQ323697

EGS34-015 A. tenuissima DQ323698

EGS34-016 A. alternata DQ323699

EGS48-147 A. porri DQ323700
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RESULTADOS

Determinacién de la incidencia de Alternaria
Predios comerciales

Se observd que la incidencia de Alternaria spp. en los
predios comerciales aumenta a medida que la planta se va
desarrollando. No obstante, cuando la planta tiene
aproximadamente 15 a 20 dias de edad, el hongo no es tan
frecuente en el cultivo (Tabla 4). Se observd una
incidencia de Alternaria de 52% y 48% en plantas de 60 a
100 dias después de la siembra (DDS) en ambos cultivares
‘Mercedes’ % ‘Excalibur’ en predios comerciales,
repectivamente (Tabla 4, Figura 10). Sin embargo, en el
cuarto muestreo realizado a los 46-59 DDS, en la mayoria de
los predios ocurrid® una disminucidén en la incidencia del
hongo (Figura 10). Observamos que la incidencia de
Alternaria spp. fluctla en respuesta a la humedad relativa
en el campo (Tabla 5, Figura 11). En los dias 60-73, 74-87
y 88-102, se reflejé un aumento en la humedad y al mismo
tiempo un aumento en la incidencia de Alternaria spp. Por
otra parte, en el cuarto muestreo ocurridé una disminucidn
de la humedad y también en la incidencia del hongo en las
plantas. Se realizdé wuna correlacién entre la humedad

relativa, temperatura, precipitacién y 1la incidencia del
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hongo en ambos cultivares (Apéndice C-1). Al analizar 1los
resultados se encontrd una correlacidédn significativa (r=
0.7) en base o=0.05 entre la incidencia de la Alternaria y
la humedad relativa para el cultivar ‘Mercedes’. Al
analizar los datos de temperatura y precipitacidn respecto
a la incidencia de Alternaria para ambos cultivares, no se

observaron diferencias significativa comparadas con o=0.05.

Tabla 4. Porcentaje de incidencia de Alternaria durante
las diferentes etapas del ciclo de wvida de la cebolla en
los predios comerciales en la Finca Destino, Santa Isabel.

Cultivares de cebolla

‘Mercedes’ ‘Excalibur’
DDS* Cp? % Cp %
4-17 0 0 0 0
18-31 14 28 4 8
32-45 7 14 14 28
46-59 2 4 0 0
60-73 23 46 24 48
74-87 14 28 24 48
88-102 26 52 21 42
103-116 8 16 3 6

1Dias después de la siembra, 2004.
2Cp Colonias de Alternaria presentes en 50 muestras
colectadas.
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4-17 18-31 32-45 46-59 60-73 74-87 88-102 103-116

Dias después de la siembra
—e—cCcvr. 'Mercedes' —m—cvr. 'Excalibur'

Figura 10. Fluctuaciones del porcentaje en la incidencia de

Alternaria spp. en cultivos de cebolla de predios comerciales
entre los 4-116 DDS.
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Tabla 5. Temperatura (°Ccy, humedad relativa %
precipitacién durante los diferentes muestreos en predios
comerciales.

. Temperatura Hume@ad Precipitacién

DDS (°C) RE1;;lva (cm)
2 enero (4-7) 26.29 77.78 0
16 enero (18-31) 25.71 76.73 0
30 enero (32-45) 24 .46 77.43 0.14
12 febrero (46-59) 24 .45 68.39 0
26 febrero (60-73) 25.009 88.38 0
12 marzo (74-87) 25.44 74.08 0
26 marzo (88-100) 23.84 84.27 0.29
9 abril (103-116) 26.13 81.13 0.29

Promedio 25.18 78.52 0.09

'Dias después de la siembra 2004.
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Figura 11. Cambios en la humedad relativa y temperatura promedio

durante el desarrollo del cultivo de cebolla de fincas comerciales en
el 4rea sur de la isla entre los 4-116 DDS.



54

Predios experimentales

En el predio experimental observamos que Alternaria
Sp. no estaba presente en los primeros tres muestreos o sea
de 4 a 45 DDS (Tabla o). Esta comenzd a parecer en las
muestras para el cuarto muestreo (46-59 DDS) para ambos
cultivares (‘Excalibur’ vy ‘Mercedes’). A medida que 1la
planta avanza en edad, la incidencia del hongo aumenta en
las muestras. La incidencia en los predios experimentales

comparada con los predios comerciales fue menor, con un 33%

y 25% en los cultivares ‘Mercedes’ y ‘Excalibur’
respectivamente (Figura 12). Al analizar los datos, se

observé una mayor incidencia del hongo en los predios con
el tratamiento 1 (control) comparado con el tratamiento 2
(con fungicidas) (Tabla 7). La incidencia de Alternaria en
el grupo control fue de 67% y 50% para 1los cultivares
‘Mercedes’ y ‘Excalibir’, respectivamente (Figura 13). Sin
embargo, en el grupo tratado con fungicidas, se observd una
incidencia menor del hongo con 33% y 17% para ‘Mercedes’ vy

‘Excalibur’, respectivamente (Figura 14).



Tabla 6. Porcentaje de incidencia de Alternaria durante
las diferentes etapas del ciclo vida de cebolla en predios
experimentales en la Finca Destino, Santa Isabel.

Cultivares de cebolla

Mercedes Excalibur
DDS* Cp~? % Cp %
4-17 0 0 0 0
18-31 0 0 0 8
32-45 0 0 0 0
46-59 1 8 3 25
60-73 2 17 2 17
74-87 4 33 2 17

1Dias después de la siembra, 2004.
2Cp Colonias de Alternaria presentes en 12 muestras
colectadas.
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Porcentaje

4-17 18-31 32-45 46-59 60-73 74-87

Dias despues de la siembra

—e—cCvr. 'Mercedes' —m—cvr. 'Excalibur'

Figura 12.

Fluctuaciones del porcentaje en la incidencia de Alternaria

spp. en los cultivos de cebollas de predios experimentales entre los 4-

87 DDS.
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Tabla 7. Porcentaje en la incidencia de Alternaria en
predios experimentales de cebolla de los cvrs. ‘Mercedes’ vy
‘Excalibur’ bajo tratamientos con o) sin fungicidas
(iprodione) .

Tratamientos
Control Fungicida?®
DDS? M2 E M E
4-17 0 0 0 0
18-31 0 0 0 0
32-45 0 0 0 0
46-59 1 3 0 1
60-73 1 1 1 0
74-87 4 1 2 0
Totald 6 5 3 1

Dias después de la siembra. Muestreos durante los meses de marzo a mayo, 2004.

°M: cultivar ‘Mercedes’ y E: cultivar ‘Excalibur’.

SEl fungicida utilizado es iprodione (Rovral).

‘Total de colonias de Alternaria presentes en 6 muestras colectadas para cada
tratamiento.
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Figura 13. Fluctuaciones del porcentaje en la incidencia de Alternaria
spp. en predios experimentales de cebolla de bajo tratamiento sin
fungicida (control) entre los 4-87 DDS.
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Figura 14. Fluctuaciones del porcentaje en la incidencia de Alternaria
spp. en predios experimentales de cebolla de bajo tratamiento con
fungicida (iprodione) entre los 4-87 DDS.
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Descripcién de las lesiones foliares

Las lesiones foliares méds comunes gque se observaron en
los cultivos de cebollas se caracterizaron por tener una
forma eliptica alargada con un centro necrdético y un halo
clordético. Algunas de las lesiones eran de color purpura y
otras de color marrdén oscuro a negro o ambos colores en la
lesién (Figura 15A,B). Estas lesiones, causan el doblez de
las hojas, impidiéndo que la planta se desarrolle
adecuadamente (Figura 15E,F). Muchas de éstas lesiones
eran similares a las causadas por la A. porri en la cebolla
segun descrito anteriormente por varios autores (Schwartz
and Mohan, 1995, Nolla, 1927, Skiles, 1953). Las
primeras lesiones foliares se comenzaron a observar en 1los
predios comerciales y experimentales a los 60 a 70 DDS. Al
analizar éstas bajo un microscopio de disecciédn, se
encontraron conidios del género Alternaria con conididéforos
emergiendo del tejido infectado. Se observaron en 1los
predios comerciales dafios causados por los minadores vy
herbicidas causando lesiones similares (Figura 15C,D). Al
evaluar estas lesiones encontramos a Alternaria sSpp.
creciendo vy formando lesiones tipicas en los tejidos

afectados.



Figura 15. Lesiones comunes en los cultivos

comerciales de la zona sur de PR.

(A,B);
(C,D);
(E,F).

Lesién de
creciendo en dafio causado
doblez de la hoja causado por Alternaria

Alternaria sp.

de cebollas en predios
color purpura y marrdn
por minador y herbicida
en la planta de cebolla

60
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En los predios experimentales las primeras lesiones se
observaron sobre las hojas para el cuarto muestreo (40-59
DDS) en plantas de aproximadamente 60 DDS. Las lesiones
eran alargadas de color marrdédn rojizo con centro puUrpura y
otras de color marrdén oscuro (Figura 16A,B,C). En el
tejido infectado observamos esporulacidén de Alternaria spp.
Ademéas, observamos 1lesiones similares a las causadas por
Stemphylium sp., el cual fue aislado en medio de cultivo
(Figura 16D). Estas 1lesiones son elongadas, elipticas,
inicialmente pequefias y luego de color marrdédn con bordes
plUrpuras. También se observaron lesiones causadas por
Alternaria spp. desarrollandose en ©plantas con dafios

causados por los minadores (Liriomyza sp.) (Figura 16E).
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Lesiones tipicas de Alternaria en predios experimentales.
(A,B); lesidén marrdn (C); lesidn parecida a
Alternaria en dafio causado por el

Figura 16.
Lesiones rojizas y purpuras
la causada por Stemphylium sp. (D);
minador (E).
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Aislacién e identificacién de especies de Alternaria

Se obtuvo un total de 280 aislados del género
Alternaria asociados a lesiones foliares en el cultivo de
cebollas en el sur de Puerto Rico. Del total de aislados

35 fueron selecionados como aislados tipo para componer un

grupo representativo (Tabla 8). Emory G. Simmons, (com.
personal, 2004) agrupd parte de estos 35 aislados en
grupos de especies de Alternaria basado en sus
caracteristicas microscédpicas. Los grupos de especies que

se 1identificaron son: Alternaria destruens E. G. Simmons,
A. tenuissima, A. palandui C. R. Ayyangar y A. porri o A.
alli. Alrededor de un 62% de los aislados representativos
se colocaron bajo el grupo “semi-arborescentes”, un grupo
no descrito taxondmicamente. Los aislados Alt34 y Alt35
no esporularon y por lo tanto no se caracterizaron
microscédépicamente. Por el crecimiento de la colonia y la
pigmentacidén en el medio se infiere gque sea una colonia de
A. porri o A. alli. Para la —caracterizacidén de
morfoldgica, patogénica v genética estos aislados
utilizaremos el nombre de A. alli vya que es la duUnica
especie reportada por ©Nolla (1927) en 1los cultivos de

cebolla en Puerto Rico.
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Tabla 8. Aislados tipo de Alternaria obtenidos de cultivos
de cebolla de los cultivares ‘Mercedes’ y ‘Excalibur’.
Aislado Grupo' Cultivar Localidad
Alt 1 A. destruens Mercedes Santa Isabel
Alt 2 A. destruens Excalibur Santa Isabel
Alt 3 A. tenuissima Excalibur Santa Isabel
Alt 4 A. tenuissima Mercedes Juana Diaz
Alt 5 A. tenuissima Excalibur Santa Isabel
Alt 6% A. tenuissima Excalibur Santa Isabel
Alt 7% A. tenuissima Excalibur Santa Isabel
Alt 8 A. palandui Mercedes Santa Isabel
Alt 9 A. palandui Mercedes Santa Isabel
Alt 10 A. palandui Mercedes Juana Diaz
Alt 11 A. palandui Excalibur Santa Isabel
Alt 12 A. palandui Excalibur Santa Isabel
Alt 13 A. palandui Mercedes Santa Isabel
Alt 14 A. palandui Excalibur Juana Diaz
Alt 15 A. “semi-arborescentes” Mercedes Santa Isabel
Alt 16 A. “semi-arborescentes” Mercedes Santa Isabel
Alt 17 A. “semi-arborescentes” Mercedes Santa Isabel
Alt 18 A. “semi-arborescentes” Mercedes Santa Isabel
Alt 19 A. “semi-arborescentes” Mercedes Santa Isabel
Alt 20 A. “semi-arborescentes” Mercedes Santa Isabel
Alt 21 A. “semi-arborescentes” Mercedes Santa Isabel
Alt 22 A. “semi-arborescentes” Excalibur Santa Isabel
Alt 23 A. “semi-arborescentes” Mercedes Santa Isabel
Alt 24 A. “semi-arborescentes” Excalibur Santa Isabel
Alt 25 A. “semi-arborescentes” Mercedes Santa Isabel
Alt 26 A. “semi-arborescentes” Mercedes Santa Isabel
Alt 27%* A. “semi-arborescentes” Excalibur Santa Isabel
Alt 28 A. “semi-arborescentes” Excalibur Santa Isabel
Alt 29 A. “semi-arborescentes” Excalibur Santa Isabel
Alt 30 A. “semi-arborescentes” Mercedes Juana Diaz
Alt 31 A. “semi-arborescentes” Excalibur Santa Isabel
Alt 32 A. “semi-arborescentes” Mercedes Santa Isabel
Alt 33 A. “semi-arborescentes” Excalibur Santa Isabel
Alt 34+ A. porri o alli Excalibur Juana Diaz
Alt 35% A. porri o alli Mercedes Juana Diaz
Riv-Stlx* Pleospora eturmiuna Excalibur Juana Diaz

'T1dentificacién confirmada por Dr. E.
*Aislados patogénicos

Simmons

(Com. personal,

2004) .
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Los aislados de A. destruens vy A. palandui son
especies que no se han reportado asociadas a los cultivos
de cebolla en el &rea del Caribe. Alternaria palandui se
reportdé por primera vez en India por Ayyangar (1928)
afectando el A&rea foliar de la «cebolla del cultivar
‘Bellary’. Desde ese momento no se ha reportado en el
oriente asociada a los cultivos de cebollas. Sin embargo,
A. destruens fue reportada y caracterizada por primera vez
por Simmons (1986) afectando severamente a una planta
parasitica conocida como Cuscuta gronovii Willd en
Rochester, Massachusetts. También, se obtuvieron cuatro
aislados de Stemphylium de lesiones similares a 1las dque
desarrolla A. porri en cebolla a nivel mundial. Estos
fueron clasificados por Simmons dentro del grupo de
especies de Stemphylium eturmiunum E. G. Simmons descritas
como patdgenas de tomate (Simmons , 2001). Luego de 7
dias, S. eturmiunum produjo su estado sexual en medio de
PCA. El teleomorfo de S. eturmiunum es Pleospora eturmiuna
E. G. Simmons. Este presenta un ascocarpo (ascomata) que
desarrolla ascas bitunicadas con ascosporas multicelulares
pigmentadas. Todos los aislados de Stemphylium obtenidos
se agruparon dentro de esta especie. Este grupo no ha sido

reportado causando lesiones foliares en las plantas de



66

cebolla. A todos los aislados representativos se midieron
los conidios, se contd el numeros de septos y para las
especies de Alternaria se considerd el numero de conidios
por catenulacidn (Tabla 9). En base a estas
caracteristicas morfoldgicas se desarrolld una clave
dicbétoma para identificar las especies encontradas
asociadas a la cebolla (Tabla 10) . Ademés, se
identificaron otros hongos asociados al follaje de la
cebolla: Penicillium sp., Helminthosporium sp., Curvularia
Sp.., Colletotrichum gloeosporioides, Nigrospora Sp.,
Fusarium sp., Aspergillus niger, Verticillium sp. %

Glomerella cingulata.



Tabla 9. Caracteristicas morfoldgicas

de diferentes grupos

Alternaria aisladas de lesiones foliares en plantas de cebolla.

especies

de

Tamafio de los Conidios®

(pm)
Grupo de especies Catenulacién'’ Num. Septos2 1, N
T L-(0) I P I P
Alternaria destruens 4-8 3-6 0-2 (22-55) 36 (10-15) 11
tenuissima 6-13 4-8 0-2 (32-76) 56 (10-18) 13
A. palandui 5-12 3-8 0-2 (25-75) 55 (8-12) 10
A. "semi-arborescentes" 4-10 4-8 0-3 (35-68) 477 (10-106) 12
A. tenuissima® 6-10 4-8 0-3 (22-68) 55 (10-106) 12
A. arborescens”’ 4-6 2-4 0-1 (17-27) 21 (8-11) 10
A. alli® N/A N/A N/A N/A
!Catenulacién producida en PCA.
Numero de septos tranversales (T), longitudinales (L) u oblicuos (0O).

3Todas las medidas estan dadas en micrometros
‘Aislado patogénico

*Aislado EGS39-128 de E. G. Simmons.

®fste aislado no formd conidios.

(pm) .

I:intérvalo y P: promedio.

L9
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Tabla 10. Clave dicétoma utilizada para clasificar
diferentes grupos de especies de Alternaria aisladas del
follaje de cebolla. Estd basada en el crecimiento de 1los
aislados en medios de cultivos y a sus caracteristicas
morfoldgicas

la La colonia produce pigmentacidén anaranjada y amarilla en 1los
medios de PDA y DRYES, el micelio es color anaranjado con el
centro verde OSCUTO. ..ttt ittt e tenneeeennens Alternaria alli.

lb La colonia no produce pigmentacién anaranjada y amarilla en los
medios de PDA y DRYES, el micelio es color grisédceos a verde
[ 30 I V= WY o 1 2

2a La esporulacidén de los conidios en medio de PCA es de manera
arbérea, formando muchas ramificaciones secundarias y terciarias
con cadenas secundarias de 3-5 conidios.......... ... i A.
“semi-arborescentes”

2b La esporulacién de los conidios en medio de PCA no es de manera
arbbérea, forman pocas o ningunas ramificaciones secundarias vy
nunca terciarias con cadenas secundarias de 3-5
(T o5 I e I @ 1= 3

3a Conididéforos secundarios largos (5-80 um) dandole apariencia de
cuello largo a los conidios, los conidios miden entre 22-55 (36)
um de largo en medio de PCA. ...ttt ittt eeneeenens A. destruens

3b Conididéforos secundarios simples y los conidios pueden medir
entre 32-75 (56) um de largo en medio de

4a Conidios marrdén oscuro rojizos con muchos septos transversales
oscuros bien marcados y muy pocas veces longitudinales, posee un
cuello simple el cual se va atenuando a medida que se acerca al
dpice donde es mads filiforme........iiiiiiiinnnnnnnn. A. palandui

4b Conidios marrdén claro con pocos septos transversales oscuros
bien marcados vy longitudinales, algunos conidios poseen un
cuello corto o largo el cual se va atenuando hasta que llega al
dpice donde es MAS globOSO. .ttt ittt ittt e e eeeeeeennn A. tenuissima
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Identificacién Morfolégica

Los grupos de especies de Alternaria identificados por
E. Simmons se caracterizaron macroscdpicamente por el color
de la colonia en diferentes medios de cultivos (Tabla 11).
Los colores de la colonia en V8 varian entre marrdn rojizo,
verde oscuro con areas rosadas a crema. En el medio CZAPEK
DOX la mayoria de los aislados tuvieron un crecimiento
rapido y el color de la colonia marrdn oscuro. El PCA vy
CMA son medios que promueven la esporulaciédn. En éstos no
se observdé mucha diferencia en el color, sbélo en el
desarrollo de micelio aéreo. En el medio OA la mayoria de
los aislados formaron colonias verde grisadceo claro a
oscuro. El aislado del grupo de A. alli presentd un color
rosado en la superficie de la colonia en los medios de V8 y
CZAPEK DOX. En el medio DRYES los colores variaron segun

los aislados (Tabla 11).



Tabla 11.
crecimiento

Caracterizacidn
micelial

de

los

morfoldgica
grupos

de

del

Alternaria utilizando diferentes medios de cultivos.
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color 'y
especies

de

Medios de Cultivos
Aislados
v8 Czapek OA DRYES PCA CMA
Colonia Colonia
Colonia verde verde Colonia .
) Lo .. . Colonia de
Alternaria palandui marrédn olivaceo grisaceo Colonia verde oco micelio
rojizo con oscuro con claro con color crema olivaceo p )
. R . R . X color marrén
micelio micelio micelio arenosa oscuro, poco oscuro
crema aéreo dereo banco a micelio
griséceo crema aereo
Colonia
Colonia inmersa al Colonia Colonia .
P . Colonia con Colonia con
A. destruens marrén medio color verde color crema s6l0 s6lo
oscurro a marrén olivéaceo a amarillo s : 1
. . conidios de conidios de
negro sin oscuro bien oscuro | claro con la . )
- X . . ) . . .. color marrén | color marrdn
micelio rojizo sin sin micelio superficie
) . . . ambar claro
aéreo micelio aéreo rosada.
aéreo
Colonia Colonia
marrén marrén a . .
L roiizo con olivaceo Colonia Colonia Colonia Colonia con
A. tenuissima J. ) verde color ambar . micelio
micelio oscuro con . . color marrén . .
. olivaceo con &reas de s aéreo marrédn
aéreo crema el centro (conidios)
oscuro color crema a crema
y partes crema a
marrdn rosado
. . Colonia .
Colonia Colonia . Colonia .
amarillo Colonia de
. . Colonia verde verde claro claro a verde oscuro oco micelio
A. tenuissima b grisaceo con poco g solo por la | P
Alt7 AltS marrén claro . . marrén L. de color
Yy claro con el micelio esporulacién
a verde . (ambar) con blanco a
centro aéreo de y un centro
un borde . crema
oscuro color banco mas oscuro
banco

Color marrdn
inmerso al

Gris claro

Crema claro

Color marrdn

Poco micelio
aéreo de

Alternaria sp. megio ?on con centro Color gris con margen claro de los color cre@a
“semi-arborescentes” lmlcello mas oscuro oscuro blanco conidios con gl medio
aéreo color marrén en el
gris claro centro
Verde oscuro Amarillo con
rojizo con Verde un verde
A. alli poco micelio olivaceo Verde claro oscurro, Poco Poco micelio
aéreo oscuro con con micelio anillos micelio, marrén
rosado, micelio gris cenizo concénticos verde claro oscurro
medio aéreo rosado y margen

pigmentado

verde claro
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Grupo de Alternaria palandui

La colonia en CZAPEK DOX es color <crema arenoso
(Figura 17). La catenulacién en PCA pueder ser de 5-12
conidios. Los conidios son marrdén rojizo, elipsoidales,
obclaviformes y a veces oblongadas, 25-75(55) x 8-12(10) um
con 3-8 septos tranversales y de 0-2 septos longitudinales.
Los septos transversales son septos bien marcados y oscuros
que le proveen una pequefia contriccién a las células
(Figura 18 y 19). Los conidios poseen un cuello simple,

que se va atenuando a medida que se acerca al éapice.

Figura 17. Grupo de especies de Alternaria palandui: Caracterizacidén
del aislado en diferentes medios de cultivos por 7 dias en periodos de
luz y oscuridad. (A) Medio V8, (B) CZAPEK DOX, (C) Oatmeal agar, (D)
DRYES, (E) PCA y (F) CMA.
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20 pm

Figura 18. Conidios de A. palandui (Nomarski, 600X, 400X).
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Figura 19. Grupo de especies de A. palandui. Conididéforos (A) vy
conidios (B) en medio PCA de 5-7 dias de crecimento. Barra= 50um
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Grupo de Alternaria destruens

La colonia en medio CZAPEK DOX es color crema a
amarillo claro con parte de la superficie de ésta rosada
(Figura 20). La catenulacidén en PCA puede ser de 4-8
conidios. Poseen conididéforos secundarios de 15-80 um de
largo que le dan la apariencia de cuello largo a los
conidios (Figura 21 y 22). Los conidios son marrdédn claro,
elipsoidales a ovoides, levemente ornamentadas, 22-55(36) x
10-15(11) mm con 3-6 septos transversales y de 1-2

longitudinales u oblicuos.

Figura 20. Grupo de especies de Alternaria destruens: Caracterizacidn
del aislado en diferentes medios de cultivos por 7 dias en periodos de
luz y oscuridad. (A) Medio V8, (B) CZAPEK DOX, (C) Oatmeal agar, (D)
DRYES, (E) PCA y (F) CMA.
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Figura 21. Cadenas de conidios del grupo de especies de A. destruens
(Nomarski, 400X).
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Figura 22. Grupo de especies de A. destruens. Conidios (&),
conidiéforos (B) y conididéforos secundarios (C) observados a los 5 a 7
dias de crecimiento. Barra= 50um
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Grupo de Alternaria tenuissima

La colonia en medio CZAPEK DOX es color marrdn rojizo
o ambar (Figura 23). La catenulacidén en PCA pueden poseer
de 6-12 conidios, son simples con pocas ramificaciones.
Los conidios son derechos o curvos, marroén pardo,
elipsoidales a obclavatos, poseen varias cicatrices en el
dpice y en la base, levemente ornamentadas (puntados), 30-
76(56) x 10-18(13) um con 4-8 septos transversales y 1-3
longitudinales u oblicuos (Figura 24 y 25). Algunos septos
transversales son mas oscuros dandole una contriccidn

central a los conidios.

i

Figura 23. Grupo de especies de Alternaria tenuissima: Caracterizacidn
del aislado en diferentes medios de cultivos por 7 dias en periodos de
luz y oscuridad. (A) Medio V8, (B) CZAPEK DOX, (C) Oatmeal agar, (D)
DRYES, (E) PCA y (F) CMA.
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Figura 24. Conidios del grupo de especies de A. tenuissima (Nomarski,
400X) .
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J¥G
Figura 25. Grupo de especies de A. tenuissima. Conidios (A) vy
conididéforos (B) observados a los 5 a 7 dias de crecimiento. Barra=

50um
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Grupo de Alternaria tenuissima Alt6 y Alt7

La colonia en medio CZAPEK DOX es color amarillo claro
a marrédn con el margen blanco (Figura 26). Este aislado
posee caracteristicas morfoldégicas parecidas al grupo

anterior de A. tenuissima con algunas excepciones en las

medidas de los conidios y la catenulacidén. La catenulaciédn
en PCA puede ser 6-10 conidios, simples de pocas
ramificaciones. Los conidios son derechos o curvos, marrdn

pardo a amarillo con algunos septos mas oscuros,
elipsoidales a obclavatos, poseen cicatriz en el apice vy
levemente ornamentadas (puntulatdos) (Figura 27 'y 28).
Miden 22-68(55) x 10-16(12) um con 4-8 septos transversales
y de 1-3 longitudinales u oblicuos vy algunos septos
transversales le dan contriccidédn central a los conidios.
Poseen un cuello corto que se va atenuando hasta que llega

al apice donde es mas hinchado.
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Figura 26. Grupo de especies de Alternaria tenuissima Alt6 y Alt7:
Caracterizacidén del aislado en diferentes medios de cultivos por 7 dias
en periodos de luz y oscuridad. (A) Medio V8, (B) CZAPEK DOX, (C)

Oatmeal agar, (D) DRYES, (E) PCA y (F) CMA.
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Figura 28.
Conididéforos
Barra= 50um

(A)

Grupo de especies de A. tenuissima Alt6 y Alt7.

y conidios

(B)

en medio PCA de 5-7 dias de crecimento.
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Alternaria sp. “semi-arborescentes”

La colonia en medio CZAPEK DOX es crema claro con
margen blanco (Figura 29). La catenulacidén en PCA puede
ser 4-10 conidios con varias ramificaciones. Las cadenas
en las ramificaciones tienen de 3-5 <conidios. Posee
conididéforos secundarios geniculados con un sitio
conididégeno en cada éangulo (Figura 30 y 31). Este aislado
desarrolla los conidios de forma arborea con un conidiéforo
principal largo parecido a A. arborescens. Los conidios
son marrdén oscuro a bronceado, elipsoidales a ovoides,
levemente ormamentadas, (35-68)47 x (10-16)12 um con 4-8
septos tranversales y 0-3 longitudinales u oblicuos. Los

septos le dan una contriccidén a los conidios.



Figura 29. Grupo de especies de Alternaria sp.: Caracterizacidn
aislado en diferentes medios de cultivos por 7 dias en periodos de
y oscuridad. (A) Medio V8, (B) CZAPEK DOX, (C) Oatmeal agar,

DRYES, (E) PCA y (F) CMA.
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Figura 30. Conidios multicelulares de Alternaria sp. grupo no descrito
(Nomarski, 400X).
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Grupo de Alternaria alli

La colonia en CZAPEK DOX es color amarillo y verde
oscuro, con anillos concéntricos y un margen verde claro
(Figura 32). Este aislado a diferencia de los anteriores
no esporuld en ningtn medio de los que se utilizaron para
la caracterizacidédn de color. Se observaron muy pocCcos
conidios aislados directamente de la lesidén pero no 1lo
suficiente para realizar una descripcidén morfoldgica
(Figura 33). Esta especie de Alternaria se caracteriza por
producir pigmentacidén en los medios de PDA y V8. En PDA
desarrolla el micelio un color verde oscuro con Aareas
alrededor de la colonia de <color amarillo a anaranjado
brillante (Figura 34). Conidios usualmente solitarios,
derechos o curvos, obclavatos, elongados o elipsoidales
antes del cuello largo, mide 100-300 x 15-20 um con 8-12
septos transversales y de 0-2 longitudinales (Nolla, 1927,

Ellis, 1971).



R 11l hea

Figura 32. Grupo de especies de Alternaria alli. Caracterizacidn
aislado en diferentes medios de cultivos por 7 dias en periodos de
y oscuridad. (A) Medio V8, (B) CZAPEK DOX, (C) Oatmeal agar,

DRYES, (E) PCA y (F) CMA.
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Figura 33. Conidio del grupo de especies de A. alli (400X).

Figura 34. Grupo de especies de A. alli. Pigmentacién amarillo a
anaranjado en medio de cultivo (PDA).
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Alternaria arborescens EGS39-128

Este aislados es de Emory G. Simmons. La esporulacidén
ocurre de forma arborescente en donde consiste entre 50-125
conidios con un conidiéforo primario que puede medir 200-
300 pym de largo (Simmons, 1999) . La catenulacidén en PCA

es de 4-6 conidios por cadena % poseen muchas

ramificaciones gque pueden ser de 2-5 conidios. Posee
conididéforos secundarios geniculados con un sitio
conididégeno (Figuras 35). Los conidios son marrdé4n oscuro a
bronceado claro, ovoides a elipsoidales, con

ornamentaciones (puntulatdos a verrugosos), miden (17-27)21
X (8-11)10 pum con septos de 2-4 tranversales y de 1-2
longitudinales u oblicuos (Figura 36 y 37). Los septos son

oscuros y le proveen contriccidén a los conidios.

Figura 35. Conidios 'y conididéforos de Alternaria arborescens
(Nomarski, 400X).



Figura 36. A. arborescens EGS39-128. Conididéforos (A) y conidios
en medio PCA de 5-7 dias de crecimento. Barra= 50um

J¥G
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Grupo de Pleospora eturmiuna, teleomorfo de Stemphylium
eturmiunum

Descripcién en medio de PCA. Los ascocarpos se
desarrollaron inmersos y superficialmente en el medio
(Figura 37). En PCA, son marrdn oscuro a negro, redondo a
ovoide <con hifas oscuras que los rodean (Figura 38A).
Poseen un didmetro entre 200-300 um aproximadamente. Las
ascas son hialinas, bitunicadas largas de forma ovoide que
miden entre 125-150 x 27 wum (Figura 38B,C). Poseen 8
ascosporas por ascas. Las ascoporas son pigmentadas de
color marrdédn Dbronceado, ovoide a oblongadas, miden 25-
30(30) x 10-12(11) mm (Figura 39A). Estas poseen de 5-8
septos tranversales vy de 1-2 septos longitudinales u
oblicuos. Algunos septos transversales le dan una pequefa
contriccidén a las esporas.

Su estado asexual es Stemphylium eturmiunum (Figura
38D) . Este se caracteriza por poseer conidiéforos
geniculados con un sélo conidio en el &pice. Los conidios
son marrdn claro, ovalados u oviodes, con ornamentaciones,
miden 20-27(25) x 10-15(12) um con 1-5 septos transversales
y 1-2 septos longitudinales u oblicuos (Figura 39B). El
septo transversal central le provee contriccidén a 1los

conidios y es bien oscuro.
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Figura 37. Aislado de Pleospora eturmiuna.

en medio de PCA.

Ascocarpos desarrollandose
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Figura 38. Ascocarpo de P. eturmiuna (RA) (Nomarski, 100X),
conglomerados de ascas bitunicadas fuera del ascocarpo (B) (Nomarski,
200X), ascoporas multicelulares pigmentadas (C) (Nomarski, 1000X) vy

conidios y conididéforos de Stemphylium eturmiunum (D) (Nomarski 600X) .
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JTG
Figura 39. Estado sexual (A): P. eturmiuna. Ascas bitunicadas con 8
ascosporas multicelulares. Estado asexual (B): S. eturmiunum conidios
multiseptados. Barra= 50 um (Barra vertical para ascas y horizontal

para conidios).
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Pruebas de Patogenicidad

Al realizar las pruebas de patogenicidad con 1los
diferentes aislados de Alternaria y Pleospora observamos
que sb6lo 6 aislados causaron lesiones foliares en la
cebolla (Tabla 12 vy 13). Las pruebas en el campo
demostraron que cinco aislados de Alternaria y uno de
Pleospora provocaron dafios en las hojas de cebolla de los
cvrs. ‘Mercedes’, ‘Excalibur’ vy ‘Candy’. No se observd
diferencias en la virulencia de 1los aislados patogénicos
con respecto a los tres cultivares. Las especies
patogénicas se comportaron uniformente para ambas pruebas
de patogenicidad.

Los aislados Alt34 y Alt35 del grupo de especies de A.
alli fueron los mas virulentos al desarrollar las lesiones
foliares en hojas con o sin insicidén, pruebas de campo e
in-vitro (Figura 40). El tamafio de las lesiones causadas
por ambos aislados wvariaron entre 5.0-13 cm de largo y 0.9
a 1.2 cm de ancho. Sin embargo, también se observd en
algunas plantas que la lesién se extendia hasta la punta de
la hoja causando un coloracidén marrdédn (Figura 40). No se
observé diferencia en la virulencia de estos aislados con
respecto al cultivar de cebolla utilizado. Las lesiones

fueron similares a las observadas en los predios
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comerciales vy experimentales al 1inicio del aislamiento.
Estas se caracterizaron por tener forma elipsoidal u
oviode, de color marrdn rojizo a purpura que se extienden

hacia el &pice de la hoja.



Tabla 12. Aislados de Alternaria spp. Yy Stemphylium sp. dque produjeron lesiones
foliares en la cebolla en las pruebas de patogenicidad en campo.

Pruebas en el campo

‘Mercedes’ ‘Excalibur’ ‘Candy’
Aislado Grupo de sp. Con' sin con sin con sin
Alt6 A. tenuissima + - + - + -
Alt7 A. tenuissima + - + - + -
Alternaria sp.

Alt27 “semi-arborescentes” + - + - + -
Alt34 A. alli + + + + + +
Alt35 A, alli + + + + + +
Riv-Stl Pleospora eturmiuna + + + + + +

'Pruebas de patogenicidad con insicién y sin insicién.

66



Tabla 13. Aislados de Alternaria
foliares en la cebolla en las pruebas

spp. y Stemphylium sp. gque produjeron lesiones
de patogenicidad in-vitro.

Pruebas in-vitro

‘Mercedes’ ‘Excalibur’ ‘Candy’
Aislado Grupo de sp. Con' sin con sin con sin
Alto A. tenuissima - - - - - -
Alt7 A. tenuissima - - - _ _ _
Alternaria sp.

Alt27 “semi-arborescentes” - - - - - -
Alt34 A. alli + + + + + +
Alt35 A, alli + + + + + +
Riv-Stl Pleospora eturmiuna - - - - - -

'Pruebas de patogenicidad con insicién y sin insicién.

00T
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Figura 40. Lesiones foliares en plantas de cebolla producidas por el
aislado Alt34 y Alt35 en pruebas de patogenicidad en campo. (1) con

insicidén, (2) sin insiciédn.
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Figura 41. Lesiones del grupo de especies de Alternaria alli de
pruebas de campo. Las lesiones se van extendiendo hasta que causa
muerte del apice de la hoja tip blight.

Las lesiones desarrolladas in-vitro por los aislados
Alt34 y Alt35 se caracterizaban por ser de color marrdn
grisadaceo con Dbordes anaranjado oscuro (parecido al que
produce en medio de PDA), de forma ovoide y tiene un tamafio
de 3.8-4.1 cm de largo y 0.6-0.9 cm de ancho (Figura 42A7).
Estas se formaron en tejidos con o sin insicién en los tres
cultivares evaluados. Al completar los postulados de Koch

obtuvimos nuevamente los aislados de interés (Figura 42B).
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Figura 42. Lesiones producidas por Alt34 en las pruebas in-vitro (A).
Reaislado de Alt34 de las lesiones compliendo con los postulados de
Koch (B). (1) con insicidén, (2) sin insiciédn.

El aislado Riv-Stl del grupo de las especies de
Stemphylium eturmiunum fue el segundo més virulento de
todos los aislados patogénicos encontrados causando
lesiones en las hojas con o sin insicidén en las pruebas de
campo en los tres cultivares evaluados (Figura 43). Las
lesiones se caracterizaron por ser elipsoidales a ovoides
con un halo clordético y un centro de color marrd4n oscuro a
pUrpura. Estas tenian un tamafio entre 4.5-6.5 cm de largo
y 0.7-1.0 cm de ancho. Al realizar un corte transversal de
la lesidn observamos los conididéforos con conidios

emergiendo del tejido de la hoja (Figura 44).
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Figura 43. Lesiones causadas por el grupo de Stemphylium eturmiunum en
hojas de cebolla. (1) con insicidén, (2) sin insicién.

Figura 44. Corte transversal de la lesidén causada por Riv-Stl en hojas
de cebolla (A) (Nomarski, 200X), estructuras microscépicas (conididforo
y conidios) de tejido vegetal infestado (B) (400X).
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Los aislados Alt6 y Alt7 del grupo de especies de A.
tenuissima desarrollaron lesiones foliares solamente en
pruebas de campo con insicidén en los tres cultivares.
Estos fueron menos virulentos, produciendo lesiones entre
1.3-3.6 cm de largo y 0.6-0.8 cm de ancho. Las lesiones
eran pequeflas, de color marrdédn claro a rojizo y a medida
que se extendia el dafio se colapsaba el tejido (Figura 45).

El aislado Alt27 del grupo de Alternaria sp. “semi-
arborescentes” desarrolld lesiones con bordes irregulares
de forma elipsoidal sdélo en pruebas de campo con insicidn
en los tres cultivares. Estas eran de color crema a marrdén
claro de 4.2-6.2 cm de largo vy 0.7-1.0 cm de ancho
colapsandose en el centro de la lesidén (Figura 46).

Los aislados Alt6, Alt7 y Alt27 no mostraron sintomas
en las pruebas in-vitro y sbélo causaron lesiones en el
campo en las hojas con insiciédn. Los discos de micelio
fueron mas efectivos que la suspensidédn de conidios para

causar la infeccidén en las plantas.
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Figura 45. Lesiones causadas por los aislados Alt6 (A,B) y Alt7 (C,D)
que se encuentran bajo el grupo de las especies de Alternaria
tenuissima. (1) con insicidén, (2) sin insiciédn.

Figura 46. Lesiones causadas por el aislado Alt27 que es el grupo de
las Alternaria sp. “semi-arborescentes”. (1) con insicidén, (2) sin
insiciédn.
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Identificacién de especies de Alternaria por técnicas
molecular
Amplificacién de la regién ITS del ADN ribosomal

Al amplificar utilizando PCR la regién ITS1-5.8S-ITS2
del ADN ribosomal de diferentes especies de Alternaria
observamos que el tamafio de la regidén varia de 530 a 600 pb
(Figura 47, Apéndice D-1). No hay diferencias marcadas en

el tamafio de éstas entre los aislados.

1 2 3 45 6 7 8 91011121314 1516 17 18 19 20 21 22 23 24

Figura 47. Gel de electroforesis del producto de PCR utilizando 1los
iniciadores ITS1/ITS4 del rADN de diferentes especies de Alternaria.
Fosa 1, marcador de PCR 1kb (766pb); fosa 2, Alternaria arborescens
EGS39-128, fosa 3, A. alternata EGS34-016; fosa 4, A. infectoria EGS27-
193; fosa 5, A. tenuissima EGS34-015; fosa 6, A. porri EGS48-147; fosa
7-8, grupo de A. destruens; fosa 9-10, grupo de A. tenuissima; fosa 11-
14, grupo de A. palandui; fosa 15-19, grupo de Alternaria sp. “semi-
arborescentes”; fosa 20-21, grupo de A. alli, fosa 22-23, grupo de A.
tenuissima Alt6 y Alt7; fosa 24, grupo de Stemphylium eturmiunum y fosa
25, marcador 1 kb.
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El tamafio de la regidén ITS1 del rADN incluyendo parte
de la wunidad 18S fluctud entre 216-232 pb (Figura 48,
Apéndice D-2). La regidén ITS2 del rADN la cual incluye la
regién 5.8S y parte de la 28S obtuvo un tamafio mayor que

fluctud entre 320-346 pb (Figura 49, Apéndice D-3).

1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

1kb

Figura 48. Gel de electroforesis del producto de PCR utilizando los
iniciadores ITS1/ITS2 del rADN de diferentes especies de Alternaria.
fosa 1, marcador lkb (766pb); fosa 2, Alternaria arborescens EGS39-128,
fosa 3, A. alternata EGS34-016; fosa 4, A. infectoria EGS27-193; fosa
5, A. tenuissima EGS34-015; fosa 6, A. porri EGS48-147; fosa 7-8, grupo
de A. destruens; fosa 9-10, grupo de A. tenuissima; fosa 11-14, grupo
de A. palandui; fosa 15-18, grupo de Alternaria sp. “semi-
arborescentes”; fosa 19-20, grupo de A. alli, fosa 21-22, grupo de A.
tenuissima Alt6 y Alt7 y fosa 23, grupo de Stemphylium eturmiunum Yy
fosa 24, marcador 1lkb.
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1 2 3 45 6 7 8 9 10 1112 13 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24

Figura 49. Gel de electroforesis del producto de PCR utilizando los
iniciadores ITS3/ITS4 del rADN de diferentes especies de Alternaria.
Fosa 1, marcador 1lkb (766pb); fosa 2, Alternaria arborescens EGS39-128,
fosa 3, A. alternata EGS34-016; fosa 4, A. infectoria EGS27-193; fosa
5, A. tenuissima EGS34-015; fosa 6, A. porri EGS48-147; fosa 7-8, grupo
de A. destruens; fosa 9-10, grupo de A. tenuissima; fosa 11-14, grupo
de A. palandui; fosa 15-18, grupo de Alternaria sp. “semi-
arborescentes”; fosa 19-20, grupo de A. alli, fosa 21-22, grupo de A.
tenuissima Alt6 y Alt7 y fosa 23, grupo de Stemphylium eturmiunum Yy
fosa 24, marcador de PCR 1lkb.

RAPD-PCR

La técnica de RAPD-PCR utilizando el iniciador, OPA
13, generd una gran cantidad de fragmentos para 1los
diferentes grupos de especies de Alternaria (Figura 50).
Cada aislado generdé un patrdén claro vy distintivo de
fragmentos. Sin embargo, al comparar los fragmentos
generados de diferentes aislados de la misma especie de

Alternaria, encontramos que los patrones no distinguen 1los

1kb
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aislados. Por ejemplo, dentro de una misma especie hay
muchas variaciones entre los aislados y no es uniforme el
patroén. En las fosas 9-11 y 22 la reaccidén de PCR no fue

efectiva, no ocurrid amplificaciédn del ADN.

1 23 456 78 910111213141516171819 20 21 2223 24 2526

Figura 50. Gel de electroforesis de RAPD-PCR de diferentes aislados de
Alternaria utilizando el iniciador OPA 13. Fosa 1, marcador 100bp
(Promega) ; fosa 2, marcador 1 kb (766pb) , fosa 3, A. alternata EGS34-
016; fosa 4, A. infectoria EGS27-193; fosa 5, A. tenuissima EGS34-015;
fosa 6, A. porri EGS48-147; fosa 7-8, grupo de A. destruens; fosa 9-12,
grupo de A. tenuissima; fosa 13-16, grupo de A. palandui; fosa 17-20,
grupo de Alternaria sp. “semi-arborescentes”; fosa 21-23, grupo de A.
alli, fosa 24, grupo de A. tenuissima Alt6 y Alt7; fosas 25 y 26,
marcador 1 kb y marcador 100bp.
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Analisis Filogenético

Se analizaron las secuencias de la regidén ITS1-5.8S-
ITS2 del rADN de 30 aislados de Alternaria encontradas
asociadas al follaje de «cebolla y 4 aislados tipo de
Alternaria caracterizados por E. G. Simmons (Tabla 14).
Ademas se determindé el porciento de similaridad con otras
especies en el Genbank. Diferentes especies de Stemphylium
fueron incluidos como grupos distantes o outgroups para
hacer comparaciones evolutivas entre éstos. Los géneros
Ulocladium vy Embellisia también se incluyeron para el
andlisis filogenético. Por otro lado, también analizamos vy
comparamos el aislado de Stemphylium encontrado durante
este estudio con otras especies del mismo género en el
GeneBank. Se contruyeron A&arboles filogenéticos con las
especies que tuvieron una alta similaridad con Stemphylium
y los aislados de Alternaria para determinar relaciones

cercanas evolutivas entre los aislados.
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Tabla 14. Aislados tipo de Alternaria de Emory G. Simmons
utilizados para comparar los aislados encontrados en este
estudio asociados al follaje de cebolla.

Aislados tipo Numero de aislado
Alternaria alternata EGS34-016
A. infectoria EGS27-193
A. tenuissima EGS34-015
A. porri EGS48-147
A. arborescens EGS39-128

Aislados de Alternaria spp.

Al comparar las secuencias de los aislados de
Alternaria sp. con otras especies en el GenBank utilizando
el método de Bl1AST observamos dque el porciento de
similaridad entre las secuencias era mayor de 98% (Tabla
15). Al construir el 4&rbol filogenético wutilizando 1la
distancia Kimura pardmetro dos con el método de neighbor-
joining se establecieron wvarios grupos monofiléticos o
clados. Este método para el andlisis filogenético dividié
los 37 taxones en tres grupos mayores. El primer grupo de
Alternaria de esporas Jgrandes tales como A. porri, A. alli
y A. solani, el segundo: especies de Alternaria de esporas

pequefias a medianas y el género Ulocladium y el tercero: un



grupo

Stemphylium y Pleospora

distante

Tabla 15.

compuesto por

especies

(Figura 51).

de 1los
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géneros

Identificacidén molecular de diferentes aislados
de Alternaria y Pleospora utilizando la secuenciacién de 1la
regidén de la ITS del rADN y el programa de BLAST.

Clasificacion Resultado en % ) Valor
Aislado BLAST Homologia e-
Altl A. destruens Alternaria porri (474/475)100% 0

Alt2 A. destruens A. porri (326/330) 98% 4E-173
Alt3 A. tenuissima A. gaisen (483/483)100% 0
Alt4 A. tenuissima A. longipes (547/559) 99% 0
AltS5 A. tenuissima Alternaria sp. (485/488) 99% 0
Alto6 A. tenuissima A. longipes (526/527)99% 0
Alt7 A. tenuissima A. longipes (427/427)100% 0
Alts A. palandui A. alternata (481/482)99% 0
Alt9 A. palandui Alternaria sp. (503/503)100% 0
Altlo0 A. palandui A. triticimaculans (500/501)99% 0
Altll A. palandui A. longipes (419/419)100% 0
Altl2 A. palandui Alternaria sp. (529/533)99% 0
Altl4 A. palandui A. compacta (525/527)99% 0
Altl5 A. “semi-arborescentes” A. triticimaculans (395/397) 99% 0
Altlo A. “semi-arborescentes” A. alternata (438/439)99% 0
Altl7 A. “semi-arborescentes” A. alternata (549/549)100% 0
Altl8 A. “semi-arborescentes” A. alternata (543/543)100% 0
Altl9 A. “semi-arborescentes” A. longipes (526/527)99% 0
Alt20 A. “semi-arborescentes” A. alternata (549/549)100% 0
Alt21 A. “semi-arborescentes” A. gaisen (481/485)99% 0
Alt22 A. “semi-arborescentes” A. compacta (547/549)99% 0
Alt24 A. “semi-arborescentes” Alternaria sp. (549/549)100% 0
Alt25 A. “semi-arborescentes” A. porri (430/430)100% 0
Alt27 A. “semi-arborescentes” A. longipes (526/527)99% 0
Alt28 A. “semi-arborescentes” A. alternata (479/479)100% 0
Alt29 A. “semi-arborescentes” A. longipes (482/483)99% 0
Alt30 A. “semi-arborescentes” Alternaria sp. (515/518) 99% 0
Alt32 A. “semi-arborescentes” A. porri (443/443_100% 0
Alt33 A. “semi-arborescentes” A. alternata (455/455)100% 0
Alt34 A. alli A. solani (541/543)99% 0
Alt35 A. alli A. solani (561/561)100% 0
Riv-Stl Pleospora eturmiuna S. versicarium (530/532)99% 0
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Ulocladium
71 Alt3 A. tenuissima
Alt5 A. tenuissima
57 Alt21 Alternaria sp. “semi-arborescentes”
Alt30 Alternaria sp. “semi-arborescentes”
Alt9 A. palandui
— EGS34-016%*
Alt6 A. tenuissima
99 Altl4d A. palandui
Alt27 Alternaria sp. “semi-arborescentes”
Altl2 A. tenuissima
4 |A. longipes
A. arborescens
EGS34-015%*
A. tenuissima
98 A. destruens
Altl A. destruens
5 Alt8 A. palandui
Alt22 Alternaria sp. “semi-arborescentes”
A. alternata
Altl7 Alternaria sp. “semi-arborescentes”
Alt20 Alternaria sp. “semi-arborescentes”
Altl8 Alternaria sp. “semi-arborescentes”
Alt4 A. tenuissima
59A. solani
Alt35 A. alli
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7QA. macrospora
———15. zinniae
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|S. vesicarium
[S. botryosum
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Figura 51. Arbol filogenético generado por el método neighbor-joining
de secuencias de la regién ITS del rADN seleccionadas de diferentes
Alternaria y hongos relacionados. Se utilizé 1la distancia Kimura
pardmetro dos con bootstraps de 1000 repeticiones. Aislados tipo
caracterizados por E. G. Simmons: EGS27-193, A. infectoria; EGS34-015,
A. tenuissima; EGS34-016, A. alternata, EGS48-147 A. porri y Riv-Stl

Pleospora eturmiuna(*). Negrillas:

aislados patogénicos.
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Se desarrollé un clado del grupo de las especies
encontradas que resultaron patogénicas al follaje de
cebolla (A. alli; Alt34 y Alt35), junto a un aislado tipo
de A. porri (EGS48-147) vy otras especies de conidios

grandes tal como A. solani, A. macrospora y A. sesamicola,

entre otras (Figura 51). El establecimiento de este clado
fue apoyado por un valor de bootstrap de 99%. A pesar que

los aislado Alt34 y Alt35 se clasificaron morfoldgicamente
bajo A. porri o alli por Simmons, el aislado clave de A.
porri fue colocado en otra rama en el mismo grupo. Esta
separaciédn nos demuestra que ambos aislados patogénicos
tienen un ancestro en comun con respecto al aislado tipo de
A. porri (EGS49-147).

Otro grupo monofilético fue desarrollado con
diferentes aislados de Alternaria sSp. (“semi-
arborescentes”), A. palandui y A. tenuissima y éste esta
apoyado por 99% en el valor de bootstrap. En este grupo la
similaridad evolutiva entre las especies es bien cercana vy
de poca variabilidad en la regidén ITS del rADN. Dentro de
este grupo los aislados Alt21, Alt3 y Alt5 se agruparon
aparte en el mismo clado con un valor mayor de 71% de

bootstrap. Por otro lado, los aislados Altl, Alt8 Jjunto a
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A. destruens del GeneBank, se formdé un clado con un valor
de bootstrap de 98%.

El porciento de similaridad entre los aislados de
Alternaria con A. tenuissima y A. alternata en la base de
datos eran mayor de 98%. Al comparar las secuencias de los
diferentes grupos de Alternaria de cebolla se observd una
mayor variabilidad entre los aislados de Alt34, Alt35 vy
EGS27-147 comparado con las otras especies. Estos aislados
fueron colocados dentro de un <clado de especies de
Alternaria que poseen conidios grandes con un cuello
filiforme. Los demas aislados patogénicos de Alternaria
demostraron compartir caracteristicas evolutivas similares
a los grupo de Alternaria sp. (“semi-arborescentes”), A.
tenuissima, A. destruens y A. palandui. La mayoria de los
aislados se aguparon en un grupo monofilético extrechamente
similares entre si Jjunto a las especies A. alternata y A.
tenuissima del GeneBank. Estas dos especies varian mucho
en morfologia y hay muchos aislados que son agrupados bajo
estas especies. No obstante, el aislado de A. infectoria
EGS27-193 se agrupd en un clado separado de las demés
especies de Alternaria, como un dJgrupo aparte (Figura 51).
Esta especies aparenta tener una relacién evolutiva més

cercana al género Embellisia que algunas especies de
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Alternaria. Las secuencias alineadas revelaron que 1los
géneros Ulocladium, Embellisia y Stemphylium fueron
distintos de 1las otras especies, y la regidén de ITS del
rADN de estos aislados fue de 92 a 94% de similaridad con
las diferentes especies de Alternaria. Las especies de
Stemphylium sp. fueron los aislados distantes en el arbol
apoyando su clado con un 100% del wvalor de bootstrap
(Figura 51). El aislado de Pleospora eturmiuna fue
colocado junto a las especies de Stemphylium botryosum y S.

versicarium reportados en cebolla.
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Aislados de Stemphylium.

La regién ITS1-5.8S5S-ITS2 del rADN del aislado Riv-Stl
secuenciada fue comparada con diferentes especies de
Stemphylium de la base de datos. Este aislado obtuvo un
valor mayor de 98% de similaridad con las especies
relacionadas de este grupo. Al comparar la homologia de la
secuencia de Riv-Stl con otras secuencias en el Genebank
demostrod que este aislado comparte caracteristicas
morfoldgicas similares en la forma de 1los conidos a S.
herbarium, S. alfalfae, S. gracilariae, S. majusculum y S.
versicarium. E1l aislado Riv-Stl fue identificado
morfoldgicamente como Pleospora eturmiuna. Al generar un
adrbol filogenético por medio del método de neighbor-joining
el aislado Riv-Stl fue colocado bajo un grupo monofilético
con un apoyo de 100% del wvalor de bootstrap (Figura 52).
Las especies de S. versicarium y S. botryosum comparten un
ancestro en comin Jjunto a Riv-St pero éstos son colocados
en ramas apartes en el A&rbol. En este A&arbol se generd
grupo monofilético distante con los géneros Urocladium vy

Alternaria con un apollo de 100% del valor de bootstrap.
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Figura 52. Arbol filogenético generado por el método neighbor-joining
de secuencias de la regién ITS del rADN seleccionadas de diferentes
Stemphylium y hongos relacionados. Se wutilizé la distancia Kimura
parametro dos con bootstraps de 500 repeticiones. Riv-Stl: Pleospora

eturmiuna.
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DISCUSION

El género Alternaria ocurre con mayor incidencia en el

follaje de la cebolla a medida que se desarrolla el area

foliar de la planta. Este aumento se comenzd observar en
plantas que tenian aproximadamente 60 DDS. Nolla (1927)
reportd que las primeras infecciones por A. porri

usualmente ocurren antes de la formacidén del bulbo de las
plantas de cebolla, donde éstas tienen mas 4&rea foliar.
Esto nos demuestra que este hongo requiere mayor &rea
foliar para causar infeccién. Siendo las hojas maduras o
senescentes mas susceptibles al patdgeno en comparacidn con
las hojas mas 3joévenes (Miller, 1983; Stavely vy Slana,
1971) . Ademés del tejido foliar, Alternaria requiere
ciertas condiciones ambientales las cuales son importantes
para que ocurra la infeccidn. Este estudio reflejdé que
sélo la humedad relativa mostrd una correlacioén
significativa para p(a 0.05) de r= 0.70 con la incidencia
del patdégeno en el cultivar ‘Mercedes’. Los factores
temperatura y ©precipitacién no mostraron correlaciones
significativas, aunqgque éstos son importantes en la
infeccién. Miller (1975) demostrd que periodos de humedad
mayores o iguales de 11 h en las hojas y més de 14 h de

humedad relativa (> 90%) estan asociadas positivamente con
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el aumento en el numero de esporas de A. porri colectadas
mediante una trampa de esporas en los predios de cebolla.
Las condiciones o6ptimas para el desarrollo de la enfermedad
causada por A. porri en las hojas de cebollas ocurre por
periodos largos de humedad relativa >90% o deposicidn de
rocio y temperaturas de 20-25°C (Everts vy Lacy, 1990) .
Nuestros datos de humedad relativa y temperatura fueron muy
bajos para demostrar alguna relacidén con la incidencia de
Alternaria con ambos cultivares. Sin embargo, Everts vy
Lacy (1990) informan que la exposicidén de los conidios de
A. porri a 9 horas de humedad promueven su germinacién y de
12 a 16 h causan lesiones en las hojas. Kare y Nema (1984)
sugieren que la 1luz no afecta la sintomatologia, sin
embargo, la temperatura, la humedad y la edad del hospedero
son factores determinantes para el desarrollo de la lesidn.
Las lesiones foliares gque se encontraron asociadas a

Alternaria spp. eran de color puUrpura o marrdén osSCuro a

negro. Observamos lesiones donde ambos colores podian
estar presentes. Estas eran de forma eliptica alargada con
un centro necrdédtico y un halo clordtico. Mayormente se

observd una alta incidencia de lesiones foliares de color
marrén en comparacidédn con las purpuras en los predios. No

obstante, las lesiones purpuras estan mas relacionadas a la
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sintomatologia causada por A. porri en plantas de cebollas
por tal razdn se le llama comunmente mancha purpura o
purple blotch. Estudios realizados por Skiles (1953),
demostraron que las lesiones marrones Yy puUrpuras en el
follaje de 1la cebolla, pueden estar relacionadas a las
especies A. porri, A. tenuissima y A. tenuis.

Encontramos muchas lesiones desarrolldndose en dafio
causado por minadores (Liriomyza sp.) Yy efectos de 1los
herbicidas. Se conoce que las especies A. tenuissima y A.
tenuis pueden causar mas infeccidn en las hojas de cebollas
cuyo tejido presenta alguna herida (Skiles, 1953). Esto
sugiere, que ademés de penetrar a través de las estomas
(forma indirecta) o directamente por las células
epidermales también penetra de forma indirecta por medio de
heridas o dafios mecédnicos causados a la planta (Fahim y El-
Shehedi, 1966; Agrios, 1997) . Los aislados A. allil
fueron mas virulentos a la cebolla causandoles dafilos en
hojas con o sin heridas. Los aislados que fueron
patogénicos de A. tenulissima causaron lesiones sbélo en
plantas con incisidén, esto nos demuestra que esta especie
requiere una entrada indirecta (heridas, estomas o a través
de un patdégeno primario) para causar lesiones a las hojas

de cebolla. Es necesario realizar investigacidén para
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determinar si existe una relacidén directa entre el aumento
en la incidencia de las Alternaria encontradas y los dafios
causados por herbicidas e 1insectos como minadores @y
tripidos. Se ha documentado que el dafio de los tripidos,
en especial por Thrips tabaci a las plantas jdévenes de
cebolla, esta relacionado con las lesiones foliares
causadas por diferentes especies de Alternaria y la
severidad de la enfermedad (Skiles, 1953; Schwartz vy
Mohan, 1995). Al tripido causar dafio en las hojas de 1la
cebolla, promueve la entrada de patdgenos secundarios como
A. tenuissima y Alternaria sp. (“semi-arborescentes”) vy
patbébgenos primarios como es A. porri. McKenzie et al.,
(1993) demostraron que cuando los tripidos causan dafios a
las hojas de «cebolla, Alternaria porri estd presente vy
utiliza estos dafios como sitios alternativos para penetrar
el tejido. No obstante, podemos inferir que las especies
que no resultaron patogénicas [A. destruens, A. palandui,
algunos aislados de Alternaria sp. (“semi-arborescentes”)]
crecen epifitamente en las hojas o sobre las lesiones de
Alternaria porri. Sin embargo, A. palandui fue reportada
como patdgena de cebolla en India en el cultivar ‘Bellary’
(Ayyangar, 1928). Al analizar esto podemos inferir que la

patogenicidad de A. palandui pudo ser afectada por las
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condiciones ambientales o la suceptibilidad del cultivar.
Estas condiciones podrian ser un factor importante para el
desarrollo de esta especie en la cebolla.

El aislado Riv-Stl identificado como Stemphylium
eturmiunum se caracterizd por formar conidios
multicelulares melanizados y su estado sexual Pleospora
eturmiuna forma ascas con ascoporas multiseptadas de color
ambar. Este puede causar lesiones en hojas de cebolla de
forma indirecta (con insicidén) o directa (sin insicidn).
Suheri y Price (2002) informaron que tanto como Alternaria
y Stemphylium pueden causar infeccién en cebolla y ajo a
través de heridas o directamente por células epidermales.

En ambos muestreos de incidencia observamos que el
cultivar ‘Mercedes’ demuestra ser més susceptible al ataque
de Alternaria sp. comparado con el ‘Excalibur’ en los
cultivos de cebolla. Alternaria sp. presentd una mayor
incidencia en ambos predios en el cvr. ‘Mercedes’. Se
puede observar que un buen manejo en las aplicaciones
tempranas (antes de los 60 dias de edad de la planta) de
fungicidas en los cultivos podrian disminuir la infeccidn
de Alternaria. En adicién, un Dbuen control de 1los
minadores en los cultivos podria disminuir

considerablemente los dafios foliares en la planta y a su



125

vez la infeccidén causada por Alternaria u otros patdgenos
secundarios.

Los aislados de Alternaria identificados fueron
agrupados bajo diferentes especies por su gran variabilidad
morfoldgica. La relacidén molecular de 1las diferentes
especies de Alternaria encontradas fue estudiada utilizando
la secuencia del ADN ribosomal. Esta secuencia tiene
regiones altamente conservadas entre los organismos (unidad
185, 5.8S vy 28S) vy una regidén pequefia no codificante
altamente polimérfica entre especies. Estas regiones
polimérficas son conocidas como las regiones ITS. Al
analizar el producto del PCR en la electroforesis, no se
observaron diferencias en el tamafio de las bandas del ADN.
La regidén completa del ITS tienen aproximadamente un tamafio
de 500-600 pb, la regidén ITS1 de 216-232 pb con parte de la
unidad 18S y ITS2 de 320-346 pb incluyendo la unidad 5.8S
(Figura 5). Esta regidén ITS del rADN no pudo distinguir
entre las especies de Alternaria estudiadas ya que son muy
similares. Sin embargo, Fujita et al., (2001) encontraron
grandes diferencias en los fragmentos amplificados de 1la
regién ITS1-ITS4 en diferentes especies de Candida siendo
ésto una excelente herramienta para su identificacidn. El

tamafio de la ITS1-ITS4 para algunas de las especies eran
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Candida albicans 529-535pb, C. Glabrata 869-879pb, C.
inconspicua 447-44%9pb vy C. Intermedia 384-388pb. No
obstante, Fodster y colaboradores (Citado por Burns et al.,
1991) encontraron muchas variaciones en la region de ITS de
distintas especies de Phytophthora. Por estas variaciones
ellos separaron a Phytophthora capsici de P. megakarya.

En la técnica de RADP no se obtuvo un patrdén uniforme
en los fragmentos para segregar las especies en diferentes
grupos morfoldgicos. Por RAPD se pueden crear grupos
morfoldgicos que representen el tamafio de esporas de
Alternaria y luego analizarlos en un dendrograma. Roberts
et al., (2000) wutilizdé diferentes iniciadores universales
que demostraron diferentes patrones de bandas entre grupos
morfoldégicos de distintas especies de Alternaria de esporas
pequefias. Por otro lado, Cooke, et al., (1998) demostrd
que al realizar una amplificacidén al azar ©por RAPD
utilizando el primer OPA 13, aislados de A. brassicae de
diversos origenes geograficos presentaron un alto nivel de
similaridad o uniformidad entre sus bandas y poca
similaridad con otras especies de Alternaria.

Las relaciones moleculares filogenéticas entre
diferentes grupos de Alternaria sp. con otras especies de

Alternaria del GeneBank y hongos relacionados fueron
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examinadas en base al anédlisis de las secuencias del ADN
ribosomal. En el analisis se utilizdé la distancia Kimura
parametro dos por el método de neighbor-joining para
diferentes grupos de especies de Alternaria. Los anélisis
filogenéticos de las variaciones de la regidédn del ITS de
especies de Alternaria revelaron que los aislados Alt34 (A.
alli), Alt35 (A. alli) y EGS48-147 (A. porri) formaron un
grupo monofilético Jjunto a otras especies del GeneBank.
Estas especies se caracterizan por desarrollar conidios
grandes con la célula apical larga y filiforme (Simmons,
1992). Chow % Wu (2002) realizaron un andlisis
filogenético de la regidén de ITS en diferentes especies de
Alternaria 'y determinaron la relacidén evolutiva que
presentan las Alternaria de cuello filiforme comparado con
otras especies. Ellos propusieron una hipdétesis basada en
evidencias moleculares, que el cuello largo en los conidios
es el udnico rasgo de adaptacién morfoldgica para la
liberacidén y estrategias de sobrevivencia de éstos.

A pesar que los aislados Alt34 y Alt35 no produjeron
conidios en medio de cultivo para corroborar la
caracterizacidn morfoldbgica, molecularmente se pueden
identificar dentro del grupo de especies de Alternaria

porri. Al andlizar las ramificaciones en este grupo
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monofilético, observamos que los aislados Alt34 y Alt35 son
agrupados aparte con respecto a los aislados de A. porri
del GeneBank y del aislado clave. Alt34 y Alt35 estéan
filogenéticamente més relacionados a A. solani que con A.
porri. Al analizar el arbol podemos inferir que este grupo
patogénico podria ser A. alli, grupo antes descrito
afectando el &rea foliar de las cebollas en Puerto Rico por
Nolla (1927).

Por otro lado, 1las especies de A. palandui, A.
tenuissima y Alternaria sp. del grupo “semi-arborescentes"
no presentaron grupos monofiléticos caracteristicos para
cada grupo de especies. Las mayoria de los aislados “semi-
arborescentes” se agruparon bajos las especies de A.
alternata, A. tenuissima vy A. destruens. También, los
aislados Alte, Alt7, Alt27 vy 1los aislados tipo de A.
alternata y A. tenuissima se colocaron bajo este grupo.
Estas especies se caracterizan por formar grupos de
especies, ya que poseen muchas variaciones morfoldgicas en
sus células asexuales (conidios). Simmons (1992, 1995)
clasifica estas especies Dbajo grupos por el tipo de
esporulacién en medio de cultivo. Rotem (1994) sefiala que
la alta variabilidad y cambio de caracteres morfoldgicos vy

fisioldgicos en las especies de Alternaria puede afectar
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los anadlisis filogenéticos para comparar grupo de especies
de este género. Al observar los aislados “semi-
arborescentes”, A. tenuissima, A. destruens y algunas de A.
palandui mostraron tener una relacidén evolutiva Dbien
cercana comparada con los aislados patogénicos del grupo de
A. porri. Los aislados Alt3, Alt5 y Alt21 fueron agrupados
en clados apartes con 71% del wvalor de bootstrap. Los
aislados Alt21 y Alt5 son del grupo de especies de A.
palandui y se caracterizan por tener conidios con &areas que
se van atenuando y septos bien oscuros. La caracterizacidn
morfoldgica de estos aislados es bien diferente a los demés
grupos de especies identificadas. Por otro lado,
encontramos que el aislado de Ulocladium estd mas
relacionado evolutivamente a Alternaria que los aislados de

Stemphylium y Embellisia. No obstante, Pryor y Gilbertson,

(2000) Dbasados en el analisis de Neighbour-joining de
diferentes secuencias de Alternaria, Stemphylium %
Ulocladium demostraron una relacidén cercana entre

Ulocladium y Alternaria a diferencia de Embelisia que fue
colocado en un grupo distante. Segiin el analisis
filogenético de las secuencias de Alternaria, observamos
que A. infectoria es un grupo separado evolutivamente de

las otras especies de Alternaria encontradas en cebolla.
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Sin embargo, Pryor vy Gilbertson (2000) informaron que al
realizar un analisis filogenético de la regidén de ITS1-
5.85-1ITS2, la subunidad pequefia mitocondrial y la técnica
de RAPD (Pryor y Michailides, 2002) del grupo de especies
de A. infectoria, éstas demuestran que estdn distantemente
relacionados de los aislados de A. arborescens, A.
tenuissima y A. alternata. Al analizar el alineamiento de
las secuencias de Alternaria observamos que A. infectoria
tiene una insercidén de 29 nucledtidos en la regidn de ITSI
(Apéndice E-1). Esto nos demuestra la razén evolutiva del
porque esta especie forma un grupo monofilético distante a
las especies mencionadas anteriormente. McKay et al.,
(1999) informaron que las especies de A. 1infectoria de
estado sexual Lewia infectoria, poseen de 27-30 nucledtidos
adicionales en la regién de ITS1l. Andersen et al., (2001)
presentan que los grupos de especies de A. infectoria son
quimicamente muy diferente a las especies A. tenuissima y
A. arborescens, con sélo pocos metabolitos en comun.

El andlisis filogenético de las diferentes especies de
Stemphylium 'y Pleospora demostraron que Riv-Stl esté
evolutivamente mas relacionada a las especies de S.
versicarium, S. botryosum y P. herbarium, entre otras

(Apéndice E-2). Estas especies han sido reportadas
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asociadas a los cultivos de cebolla (Suheri y Price (2002),
Vélez-Rodriguez, 2004) . Camara et.al, 2002 (3) agrupd
estas especies Jjunto a Stemphylium sp. aislado tipo de
Nueva Zelandia EGS 48-077 bajo el mismo andlisis
sistematico molecular. Al analizar el 4&rbol filogenético
podemos decir que Riv-Stl es una especie aislada

evolutivamente de las P. tarda y S. lancipes.
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CONCLUSIONES

La incidencia de Alternaria aumenta a medida que la
planta va desarrollando el &rea foliar.

Las primeras lesiones causadas por Alternaria
comienzan a parecer a los 60-70 dias de edad de 1la
planta de <cebolla de los cultivares ‘Mercedes’ 'y
‘Excalibur’.

Este hongo se observa con mayor incidencia cuando la
planta esta lista para desarrollar su bulbo, Jjusto
cuando la planta tiene més &4rea foliar para gque ocurra
la infeccién.

Las especies de Alternaria asociadas al follaje de la
planta de cebolla fueron A. tenuissima, A. destruens,
A. palandui, A. alli y Alternaria sp. “semi-
arborescentes”.

La mayoria de las lesiones foliares encontradas en los
cultivos de cebollas son provocadas por el hongo
Alternaria porri.

La humedad relativa mostrdé ser un factor significativo
en la incidencia de Alternaria en predios de cebolla

del cultivar ‘Mercedes’.



133

En este estudio no hubo diferencias significativas en
la temperatura vy precipitacidén para determinar si
existe una correlacidén entre la incidencia del hongo y
los factores ambientales.

Este es el primer informe de A. palandui 'y A.
destruens en PR y en el Caribe. Los siguientes
aislados de Alternaria fueron patogénicos al follaje
de cebolla: A. tenuissima (Alt6 vy Alt7), Alternaria
sp. (“semi-arborescentes”) (Alt27), y A. alli (Alt34 vy
Alt35).

Este es el primer informe de Pleospora eturmiuna
teleomorfo de Stemphylium eturmiunum causando mancha
foliar en cebolla. El aislado Riv-Stl del grupo de
Stemphylium eturmiunum causd lesiones foliares en
plantas de cebolla.

No se observd diferencias en la regidén de ITS del DNA
ribosomal en la distintas especies de Alternaria.

No se encontrdé una patrdén de Dbandas caracteristicos
para los diferentes grupos de Alternaria sp.
utilizando el primer OPA 13 y la técnica de RAPD-PCR.
Los aislados de Alternaria asocliadas a 1la cebolla
tuvieron un porciento de similaridad con otras

Alternaria en el GenBank de >98%.
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Los estudios filogenéticos nos agruparon los aislados
de Alt34 y Alt35 bajo un grupo monofilético junto con
las especies A. porri (EGS48-147), A. porri del
GeneBank, A. solani y especies relacionadas a este
grupo de esporas grandes y de cuello filiforme.

Las especies patogénicas Alt34 vy Alt35 estidn méas
relacionadas filogenéticamente a la especie de A.
solani. Al estudiar las relaciones evolutivas en el
arbol filogenético podemos decir que los aislados

Alt34 y Al1t35 son A. alli.

Los aislados de las especies: A. tenuissima, A.
destruens, A. palandui y Alternaria sSp. “semi-
arborescentes” fueron colocados en un grupo

monofilético que comparten relaciones evolutivas con
los grupos de especies de A. tenuissima 'y A.
alternata.

El aislado Riv-Stl de Pleospora eturmiuna mostrd ser
un grupo monofilético aparte de las especies P. tarda

y S. lancipes.

Los estudios filogenéticos utilizando la regidén de ITS
de ADN ribosomal no fueron efectivos en separar las
especies de Alternaria que comparten caracteristicas

morfoldgicas similares.
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Para estudios futuros se pueden considerar otras
regiones tales como: IGS o regiones gque codifiquen
para el ARN ribosomal, microsatélites o la técnica de

AFLP.
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APENDICE A

Disefios experimentales
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A-1. Disefio experimental wutilizado para determinar la
incidencia de Alternaria sp. en cebolla para 1los cvrs.
‘Mercedes’ y ‘Excalibur’ en predios experimentales.

Bloque 1 Blogue 2 Bloque 3 Bloque 4
4 rows 4 rows 4 rows 4 rows
1 2 1 2
5 pies -{
2 1 2 1
1 1 (B 1
> 0 0 > 0 0
f 0 0 0 0
20 pies< 2 P 1 P 1 P 2 P
| | | |
L E E E E
S s S ]
1 2 2 1
— — —

Tratamiento 1 Control

Tratamiento 2 Fungicida




A-2.

Bloque

15
pies

Bloque
II

15
pies

Disefio experimental utilizado para las pruebas
patogenicidad en el campo.
3 bancos de 4 hileras
1 1
Mercedes B Ex¢alifur B Tandy
A A
N N
50 c 50 c 50
pies (o] pies (o] Pies
Candy Exc¢alibur Mercedes
Mercedes Tandy Exc¢alilur

Bloque
IIT
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APENDICE B

Medios de cultivos
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B-1. Medio DRYES (Dichloran rose Dbengal vyeast extract

sucrose agar)

Extracto de levadura.......eeeeeeeeeeeeas 20.0 g
S F= K o= ol @ ¥ - O 150 g
e - T ol 20 g
Solucidén de rosa de bengala.......eueeee... 25 mg
| I B I o= o 2 mg
Cloranfenicol. ...ttt ittt eeeeneenn 50 mg
Solucidén de traza de metal..........oivi.. 1 ml

ZnS40-7THOu i i v v v i 1.0 g

CuS40-5H0. v v v v ... 0.50 g

Agua destilada...... 100 ml
Agua destilada...ee e et eteetenteneeeeeenans 1L

Adjustar el pH de 5.6 = 0.1
Después de autoclavear dejar que disminuya la
temperatura hasta aproximadamente 55° C. Afiadir 10 ml

de una solucidédn de Clortetraciclina.



B-2. Medio de CZAPEK DOX

SUCT OS A et et e e ot et eeeeeeeeoeeneeaeeeaeeneeeeas 30.0g

Nitrato de SOdio. .. .i i ittt teeeneeneenenn 3.0g

Sulfato de MagnesSio. . e e ettt ettt e teeeenean 0.5g

Cloruro de pPotasSio. e ettt eeeeeeeeeeennn 0.5g

Sulfato de Hierro. ... .ttt i ittt iiteeeennnn 0.01g
Fosfato de hidrdégeno Di-potasio ............. 1.0g

2o - T O 15.0g
Agua destilada. ..o e e ee et ettt eeeeeeeeneeneenn 1L

35gr/1, ©pH final de 7.3
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APENDICE C

Estadistica
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Cc-1. Correlaciones entre los cultivares de cebolla
‘Excalibur’ y  ‘Mercedes’ vs factores ambientales como
humedad relativa, precipitacidédn y temperatura.

Coeficientes de correlacién

Correlacion de Pearson: coeficientes\probabilidades

Cvr. Excalibur Humedad Relativa
Cvr. Excalibur 1.00 0.19
Humedad Relativa 0.51 1.00

Correlacion de Pearson: coeficientes\probabilidades

Cvr. Excalibur Temperatura
Cvr. Excalibur 1.00 0.27
Temperatura -0.44 1.00

Correlacion de Pearson: coeficientes\probabilidades

Cvr. Excalibur Precipitacidn
Cvr. Excalibur 1.00 0.86
Precipitacién 0.07 1.00

Cultivar ‘Mercedes’ vs humedad relativa, precipitacién vy
temperatura.

Correlacion de Pearson: coeficientes\probabilidades

Cvr. Mercedes Humedad Relativa
Cvr. Mercedes 1.00 0.05
Humedad Relativa 0.70 1.00

Correlacion de Pearson: coeficientes\probabilidades

Cvr. Mercedes Temperatura
Cvr. Mercedes 1.00 0.29
Temperatura -0.43 1.00
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Correlacion de Pearson: coeficientes\probabilidades

Cvr. Mercedes Precipitacidn
Cvr. Mercedes 1.00 0.53
Precipitacidén 0.26 1.00
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APENDICE D

Reportes de las medidas de los fragmentos de ADN en el
andlisis de la regidén de la ITS
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D-1. Reporte de las medidas de los fragmentos en la gel de
electroforesis de la regidén del ITS1/ITS4.

Lane Band Base Pairs Status
Number Number BP
1 1 766.000 =
1 2 500.000 =
1 3 300.000 =
1 4 150.000 =
1 5 50.000 =
2 1 598.702

3 1 592.921

4 1 594.756

5 1 555.104

7 1 569.539

8 1 569.067

9 1 568.612

10 1 568.135

11 1 567.655

12 1 575.133

13 1 582.754

14 1 574.195

15 1 573.723

16 1 573.248

17 1 580.948

18 1 556.307

19 1 563.754

20 1 563.634

21 1 579.085

22 1 598.070

23 1 595.026

24 1 766.000

24 2 500.000 =
24 3 300.000 =
24 4 150.000 =
24 5 50.000 =
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D-2. Reporte de las medidas de los fragmentos en la gel de
electroforesis de la regidén del ITS1.

Lane Band Base Pairs Status
Number Number BP
1 1 766.000 =
1 2 500.000 =
1 3 300.000 =
1 4 150.000 =
1 5 50.000 =
2 1 228.723

3 1 228.346

4 1 255.888

5 1 227.579

6 1 218.622

7 1 218.262

8 1 226.442

9 1 226.069

10 1 225.681

11 1 225.310

12 1 224.939

13 1 224.553

14 1 215.715

15 1 215.345

16 1 214.991

17 1 214.637

18 1 214.269

19 1 213.916

20 1 221.933

21 1 221.568

22 1 229.887

24 1 766.000

24 2 500.000 =
24 3 300.000 =
24 4 150.000 =
24 5 50.000 =
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D-3. Reporte de las medidas de los fragmentos en la gel de
electroforesis de la regidén del IST2.

Lane Band Base Pairs Status
Number Number BP
1 1 766.000 =
1 2 500.000 =
1 4 150.000 =
1 5 50.000 =
1 6 339.000 =
2 1 341.602

3 1 342.535

4 1 344.605

5 1 346.764

6 1 338.641

7 1 341.632

8 1 342.811

9 1 344,941

10 1 346.989

11 1 349.124

12 1 351.176

13 1 353.315

14 1 365.858

15 1 368.038

16 1 339.354

17 1 333.421

18 1 343.425

19 1 345.506

20 1 347.505

21 1 349.590

22 1 351.593

24 1 760.000 =
24 2 500.000 =
24 3 300.000 =
24 4 150.000 =
24 5 50.000 =
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Apéndice E

Resultado de CLUSTAL X (1.83) para los aislados de
Alternaria y Stemphylium
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E-1. CLUSTAL X (1.83) Multiple alineamiento de las
secuencias de Alternaria.

EGS48-147
A.porri
Alt35

Alt34
A.solani
A.zinniae
A.sesamicola
A.macrospora
Embellisia
Altl7

Alt20
EGS34-015
Alt4

Alt22

Altl8
A.tenuissima
Alt8

Altl
A.arborescens
A.destruens
A.longipes
A.alternata
AltS

Alt21

A1t30

Alt9

Alt3

Altl2

Alt27

Altl4

Alté6
EGS34-016
Ulocladium
EGS27-193
Riv-Stl
S.vesicarium
S.botryosum

EGS48-147
A.porri
Alt35

Alt34
A.solani
A.zinniae
A.sesamicola
A.macrospora
Embellisia
Altl7

Alt20
EGS34-015
Alt4

Alt22

Altl8
A.tenuissima
AltS8

Altl
A.arborescens
A.destruens
A.longipes

GTTGGTCAAACTCGGTCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTAGGTGAA
GTTGGTCAAACTCGGTCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTAGGTGAA
————————————————————————————————————————————————— TCGAAGGTGAA
GTTGGTCAAACTCGGTCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTAGGTGAA
———————————————————————————————————————————————— TCCGTAGGTGAA

GTTCGTCAAACTCGGTCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTAGGTGAA

—————————————————————————————————————————————— TCTCCGTAGGTGAA
GTTCGTCAAACTCGGTCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTAGGTGAA
———————————————————————————————————————————————— TCCGTAGGTGAA
18S ITS1

——————— AAGGATCATTAJCACAAATATGAAG-GCGGGCTGGC-ACCTCCCG-——————— 42
——————— AGGGATCATTA-CACARATATGAAG-GCGGGCTGGC-ACCTCCCG-------= 42
——————— AGGGATCATTA-CACARATATGAAG-GCGGGCTGGC-ACCTCCCG---——--— 42
——————— AGGGATCATTA-CACARATATGAAG-GCGGGCTGGC-ACCTCCCG---—---— 34
CCTGCGGAGGGATCATTA-CACAAATATGAAG-GCGGGCTGGC-ACCTCCCG-——————~- 409
CCTGCGGAGGGATCATTA-CACAAATATGAAG-GCGGGCTGGC-ACCTCTCG-—————=~- 409
CCTGCGGAGGGATCATTA-CACAAATATGAAG-GCGGGCTGGC-ACCTCTCG-————-=~- 60
CCTGCGGAGGGATCATTA-CACAAATATGAAG-GCGGGCTGGC-ACCTCTCG-————-== 409
CCTGCGGAGGGATCATTA-CACAA-TAAGAAG-GCGGGCTGGC-TCTCTCCG-——————~- 60
———————— AGGATCATTA-CACARATATGAAG-GCGGGCTGGA-ATCTCTCG-------- 41
———————— AGGATCATTA-CACARATATGAAG-GCGGGCTGGA-ATCTCTCG-------— 41
———————— AGGATCATTA-CACARATATGAAG-GCGGGCTGGA-ACCTCTCG-------— 41
———————— AGGATCATTA-CACAAATATGAAG-GCGGGCTGGA-ATCTCTCG----———— 41
——————— AAGGATCATTA-CACAAATATGAAG-GCGGGCTGGA-ATCTCTCG----———= 42
———————— GGGATCATTA-CACAAATATGAAG-GCGGGCTGGA-ATCTCTCG-————--— 41
——————— AGGGATCATTA-CACARATATGAAG-GCGGGCTGGA--CCTCTCG-------- 41
CCTGCGGAGGGATCATTA-CACAAATATGAAG-GCGGGCTGGA-ATCTCTCG-—————=~- 61
--TGCGGAGGGATCATTA-CACAAATATGAAG-GCGGGCTGGA-ATCTCTCG-——————~- 47
CCTGCGGAGGGATCATTA-CACAAATATGAAG-GCGGGCTGGA-ACCTCTCG-——————- 409
CCTGCGGAGGGATCATTA-CACAAATATGAAG-GCGGGCTGGA-ACCTCTCG-—————-- 63
CCTGCGGAGGGATCATTA-CACAAATATGAAG-GCGGGCTGGA-ACCTCTCG-——————~- 409
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CCTGCGGAGGGATCATTA-CACAAATATGAAG-GCGGGCTGGA-ATCTCTCG-—————~~ 61
————————— GGTACATAG-TGGCGG-AGGAA--—-GGGCTGGT-CCCT-TCG-———---- 35
————————— GGGCCACA--TAGCGG-AAGAA----GGGCTGGA-TCCT-TCG--——---— 34
——————————— GATATCA-TAGCGG-AGGAAAGGCGGGCTGGA-TTCTCTCG-----——— 38
————————— GGGCTACA--TAGCGG-AGAA-----GGGGTGAT-CTCT--CG-———=-=-= 32
—————————— GGGCATA--CAGCGG-AAGAA----GGGCTGGT-CACC--CG-————=-== 32
————————————— TACA--TAGCGG-AGGAAG-ACGGGCTGGA-ATCT-TCG----———- 33
—-AGATAAATACATATA--CATCGGTAGGAAGGACGGGCTGGA-ATCTCTCG-——————- 47
—————— AGAGGATCATATACGCCGGTAGGAAGGACGGGCTGGA-ATCTCTCG-————--= 45
—————— AGAGGATCATA--CACCAGTAGGAAG-GCGGGCTGGA-ATCTCTCG-——————= 42
———————————————————————— GAAGGA----CGGGCTGGA-ACCTCTCG-------- 23
———————————————————————— ATATGAAA-GCGGGCTGGC-ATCCTTCG-———---- 26
——————— AGGGATCATTA-CAC-AATAACAAG-GCGGGCTGGACACCCCCCGCT--———— 44
————————————— CATTA-CAC-AATATGAAA-GCGGGTTGGG-ACCTCACCTCCGGTGA 43
——————— AGGGATCATTA-CAC-AATATGARA-GCGGGTTGGG-ACCTCACCTC-GGTGA 48
——————————————————— CAC-AATATGARA-GCGGGTTGGG-ACCTCACCTC-GGTGA 37
* *kk  Kkx *

GGGT————==—=————mmm——m - GGCCAGCCTTGCTGAATTATTCCACCCGTGTC 78
GGGT————== === ———mmmm—m - GGCCAGCCTTGCTGAATTATTCCACCCGTGTC 78
GGGT———=—=====————————— GGCCAGCCTTGCTGAATTATTCCACCCGTGTC 78
GGGT———=—=====—————m——— GGCCAGCCTTGCTGAATTATTCCACCCGTGTC 70
GGGT———=== === === —m——— GGCCAGCCTTGCTGAATTATTCCACCCGTGTC 445
GGGT———=== === === mm———— GGCCAGCCTTGCTGAATTATTCCACCCGTGTC 445
GGGT———————————————— - GGCCAGCCTTGCTGAATTATTCCACCCGTGTC 96
GGGT——====== === mmmm—— GGCCAGCCTTGCTGAATTATTCCACCCGTGTC 445
GAG-————==——————mmmm GACTGGCCCTGCTGAATTATTC-ACCCGTGTC 94
GGGT———————=————mmm—— - TAC-AGCCTTGCTGAATTATTC-ACCCTTGTC 75
GGGT—————————————mm— - TAC-AGCCTTGCTGAATTATTC-ACCCTTGTC 75
GGGT———=—=====————————— TAC-AGCCTTGCTGAATTATTC-ACCCTTGTC 75
GGGT———=—=====—————m——— TAC-AGCCTTGCTGAATTATTC-ACCCTTGTC 75
GGGT———=—== === === mmm——— TAC-AGCCTTGCTGAATTATTC-ACCCTTGTC 76
GGGT———=== === === —mm—— TAC-AGCCTTGCTGAATTATTC-ACCCTTGTC 75
GGGT———======———mmmm—— TAC-AGCCTTGCTGAATTATTC-ACCCTTGTC 75
GGGT———======————m—m— TAC-AGCCTTGCTGAATTATTC-ACCCTTGTC 95
GGGT—————— === ———mmm— TAC-AGCCTTGCTGAATTATTC-ACCCTTGTC 81
GGGT—————— === ————mm— - TAC-AGCCTTGCTGAATTATTC-ACCCTTGTC 443
GGGT———=—=====—————m——— TAC-AGCCTTGCTGAATTATTC-ACCCTTGTC 97
GGGT———=—=====—————m——— TAC-AGCCTTGCTGAATTATTC-ACCCTTGTC 443
GGGT———=== === === —m——— TAC-AGCCTTGCTGAATTATTC-ACCCTTGTC 95
GGGG———=—====—————————— - G--AACCTTGCTGAATTATTC-ACCCTTGTC 67
GGGT——==== === === —mmm— GC-AACCTTGCTGAATTATTT-CCCCTTGTC 67
GGGT———======———mmmm—— TAC-AGCCTTGCTGAATTATTC-CCCCTTGTC 72
GGGT—————= === ———mmm— - TAC-AGCCTTGCTGAATTATTC-ACCCTTGTC 66
GGGG————=====————mmmmm - GG-GGACTTGCTGAATTATTC-ACCCTTGTC 65
GGGG———=—=====————————— GAC-AGCCTTGCTGAATTATTC-ACCCTTGTC 67
GGGT———=—=====—————m——— TAC-AGCCTTGCTGAATTATTC-ACCCTTGTC 81
GGGT———=== === == —mm—— TAC-AGCCTTGCTGAATTATTC-ACCCTTGTC 79
GGGT———=== === === —mm—— TAC-AGCCTTGCTGAATTATTC-ACCCTTGTC 76
GGGT———======————mm——— TAC-AGCCTTGCTGAATTATTC-ACCCTTGTC 57
GGGT———————————————— - TAC-AGCCTTGCTGAATTATTC-ACCCGTGTC 60
GGGCACTGCTTCACGGCGTGCGCGGCGGGGCCGGCCCTGCTGAATTATTC-ACCCGTGTC 103
GGGC———=—=====————mmmmm - TCCAGCTTGTCTGAATTATTC-ACCCATGTC 77
GGGC——==—=====—————mm—— TCCAGCTTGTCTGAATTATTC-ACCCATGTC 82
GGGC——==—=====—————m——— - TCCAGCTTGTCTGAATTATTC-ACCCATGTC 71
* K *kkkkkkkkk *kkk kkhkkk
TTTTGCGTACTTCTTGTTTCCTTGGTGGGCTCGCCCACCACAAGGACCAACCCATARACC 138
TTTTGCGTACTTCTTGTTTCCTTGGTGGGCTCGCCCACCACAAGGACCAACCCATAAACC 138
TTTTGCGTACTTCTTGTTTCCTTGGTGGGCTCGCCCACCACAAGGACCAACCCATAAACC 138
TTTTGCGTACTTCTTGTTTCCTTGGTGGGCTCGCCCACCACAAGGACCAACCCATARACC 130
TTTTGCGTACTTCTTGTTTCCTTGGTGGGCTCGCCCACCACAAGGACCAACCCATARACC 505
TTTTGCGTACTTCTTGTTTCCTTGGTGGGCTCGCCCACCACAAGGACCAACCCATARACC 505
TTTTGCGTACTTCTTGTTTCCTTGGTGGGCTCGCCCACCACAAGGACCAACCCATAAACC 156
TTTTGCGTACTTCTTGTTTCCTTGGTGGGCTCGCCCACCACAAGGACCAACCCATARACC 505
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TTTTGCGTACTTCTTGTTTCCTGGGCGGGTTCGCCCGCCACCAGGAC-AAACCATAAACC
TTTTGCGTACTTCTTGTTTCCTTGGTGGGTTCGCCCACCACTAGGAC-AAAC-ATAAACC
TTTTGCGTACTTCTTGTTTCCTTGGTGGGTTCGCCCACCACTAGGAC-AAAC-ATAAACC
TTTTGCGTACTTCTTGTTTCCTTGGTGGGTTCGCCCACCACTAGGAC-AAAC-ATAAACC
TTTTGCGTACTTCTTGTTTCCTTGGTGGGTTCGCCCACCACTAGGAC-AAAC-ATAAACC
TTTTGCGTACTTCTTGTTTCCTTGGTGGGTTCGCCCACCACTAGGAC-AAAC-ATAAACC
TTTTGCGTACTTCTTGTTTCCTTGGTGGGTTCGCCCACCACTAGGAC-AAAC-ATAAACC
TTTTGCGTACTTCTTGTTTCCTTGGTGGGTTCGCCCACCACTAGGAC-AAAC-ATAAACC
TTTTGCGTACTTCTTGTTTCCTTGGTGGGTTCGCCCACCACTAGGAC-AAAC-ATAAACC
TTTTGCGTACTTCTTGTTTCCTTGGTGGGTTCGCCCACCACTAGGAC-AAAC-ATAAACC
TTTTGCGTACTTCTTGTTTCCTTGGTGGGTTCGCCCACCACTAGGAC-AAAC-ATAAACC
TTTTGCGTACTTCTTGTTTCCTTGGTGGGTTCGCCCACCACTAGGAC-AAAC-ATAAACC
TTTTGCGTACTTCTTGTTTCCTTGGTGGGTTCGCCCACCACTAGGAC-AAAC-ATAAACC
TTTTGCGTACTTCTTGTTTCCTTGGTGGGTTCGCCCACCACTAGGAC-AAAC-ATAAACC
GGTAGCGTACTTCTTGTTTCCTTGGTGGGTTCGCCCACCACTAGGAC-AAAC-ATAAACC
TTGTGAGTACTTCTTGTTTCCTTGGTGGGTTCGCCCACCACTAGGAC-AAAC-ATAAACC
TTTTGCGTACTTCTTGTTTCCTTGGTGGGTTCGCCCACCACTAGGAC-AAAC-ATAAACC
TTTTGCGTACTTCTTGTTTCCTTGGTGGGTTCGCCCACCACTAGGAC-AAAC-ATAAACC
TTTTGCGTACTTCTTGTTTCCTTGGTGGGTTCGCCCACCACTAGGAC-AAAC-ATAAACC
TTTTGCGTACTTCTTGTTTCCTTGGTGGGTTCGCCCACCACTAGGAC-AAAC-ATAAACC
TTTTGCGTACTTCTTGTTTCCTTGGTGGGTTCGCCCACCACTAGGAC-AAAC-ATAAACC
TTTTGCGTACTTCTTGTTTCCTTGGTGGGTTCGCCCACCACTAGGAC-AAAC-ATAAACC
TTTTGCGTACTTCTTGTTTCCTTGGTGGGTTCGCCCACCACTAGGAC-AAAC-ATAAACC
TTTTGCGTACTTCTTGTTTCCTTGGTGGGTTCGCCCACCACTAGGAC-AAAC-ATAAACC
TTTTGCGTACTTCTTGTTTCCTTGGTGGGTTCGCCCACCA-TAGGAC-AAACCATAAACC
TTTTGCGTACTTCTTGTTTCCTGGGTGGGCTCGCCCGCCCTCAGGACCAACC-ACAAACC
TTTTGCGCACTTCTTGTTTCCTGGGCGGGTTCGCCCGCCACCAGGACCAAACCATAAACC
TTTTGCGCACTTCTTGTTTCCTGGGCGGGTTCGCCCGCCACCAGGACCAAACCATAAACC

TTTTGCGCACTTCTTGTTTCCTGGGCGGGTTCGCC-GCCACCAGGACCAAACCATAAACC
Kk ook kkkkkkkkkkokkkk kx kkk kkkkk kK kokkkk Kk Kk Kk kokkkk

ITS1 5.8S

TTTTTGCAATGGCAATCAGCGTCAGTAACAAT—GTAATAATTTAC£HCTTTCAACAACGG
TTTTTGCAATGGCAATCAGCGTCAGTAACAAT-GTAATAATTTACAACTTTCAACAACGG
TTTTTGCAATGGCAATCAGCGTCAGTAACAAT-GTAATAATTTACAACTTTCAACAACGG
TTTTTGCAATGGCAATCAGCGTCAGTAACAAT-GTAATAATTTACAACTTTCAACAACGG
TTTTTGCAATGGCAATCAGCGTCAGTAACAAT-GTAATAATTTACAACTTTCAACAACGG
TTTTTGTAATGGCAATCAGCGTCAGTAACAAT-GTAATAATT-ACAACTTTCAACAACGG
TTTTTGTAATGGCAATCAGCGTCAGTAACAAT-GTAATAATT-ACAACTTTCAACAACGG
TTTTTGTAATGGCAATCAGCGTCAGTAACAAT-GTAATAATT-ACAACTTTCAACAACGG
TTTT-GTAATGGCAATCAGCGTCAGTAACAAC-ATAATAATT-ACAACTTTCAACAACGG
TTTT-GTAATTGCAATCAGCGTCAGTAACAAA-TTAATAATT-ACAACTTTCAACAACGG
TTTT-GTAATTGCAATCAGCGTCAGTAACAAA-TTAATAATT-ACAACTTTCAACAACGG
TTTT-GTAATTGCAATCAGCGTCAGTAACAAA-TTAATAATT-ACAACTTTCAACAACGG
TTTT-GTAATTGCAATCAGCGTCAGTAACAAA-TTAATAATT-ACAACTTTCAACAACGG
TTTT-GTAATTGCAATCAGCGTCAGTAACAAA-TTAATAATT-ACAACTTTCAACAACGG
TTTT-GTAATTGCAATCAGCGTCAGTAACAAA-TTAATAATT-ACAACTTTCAACAACGG
TTTT-GTAATTGCAATCAGCGTCAGTAACAAA-TTAATAATT-ACAACTTTCAACAACGG
TTTT-GTAATTGCAATCAGCGTCAGTAACAAA-TTAATAATT-ACAACTTTCAACAACGG
TTTT-GTAATTGCAATCAGCGTCAGTAACAAA-TTAATAATT-ACAACTTTCAACAACGG
TTTT-GTAATTGCAATCAGCGTCAGTAACAAA-TTAATAATT-ACAACTTTCAACAACGG
TTTT-GTAATTGCAATCAGCGTCAGTAACAAA-TTAATAATT-ACAACTTTCAACAACGG
TTTT-GTAATTGCAATCAGCGTCAGTAACAAA-TTAATAATT-ACAACTTTCAACAACGG
TTTT-GTAATTGCAATCAGCGTCAGTAACAAA-TTAATAATT-ACAACTTTCAACAACGG
TTTT-GTAATTGCAATCAGCGTCAGTAACAAA-TTAATAATT-ACAACTTTCAACAACGG
TTTT-GTAATTGCAATCAGCGTCAGTAACAAA-TTAATAATT-ACAACTTTCAACAACGG
TTTT-GTAATTGCAATCAGCGTCAGTAACAAA-TTAATAATT-ACAACTTTCAACAACGG
TTTT-GTAATTGCAATCAGCGTCAGTAACAAA-TTAATAATT-ACAACTTTCAACAACGG
TTTT-GTAATTGCAATCAGCGTCAGTAACAAA-TTAATAATT-ACAACTTTCAACAACGG
TTTT-GTAATTGCAATCAGCGTCAGTAACAAA-TTAATAATT-ACAACTTTCAACAACGG
TTTT-GTAATTGCAATCAGCGTCAGTAACAAA-TTAATAATT-ACAACTTTCAACAACGG
TTTT-GTAATTGCAATCAGCGTCAGTAACAAA-TTAATAATT-ACAACTTTCAACAACGG
TTTT-GTAATTGCAATCAGCGTCAGTAACAAA-TTAATAATT-ACAACTTTCAACAACGG
TTTT-GTAATTGCAATCAGCGTCAGTAACAAA-TTAATAATT-ACAACTTTCAACAACGG
TTTTTGTAATTGCAATCAGCGTCAGTAAAAAAATTAATAATT-ACAACTTTTAACAACGG
TTTT-GCAATAGCAATCAGCGTCAGTAACAACGTAATTAATT-ACAACTTTCAACAACGG
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TTTTTGTAATTGCAATCAGCGTCAGTAAACAATGTAATTATT-ACAACTTTCAACAACGG
TTTTTGTAATTGCAATCAGCGTCAGTAAACAATGTAATTATT-ACAACTTTCAACAACGG
TTTTTGTAATTGCAATCAGCGTCAGTAAACAATGTAATTATT-ACAACTTTCAACAACGG

khkkk kK kkhkk khkkkhkhkkkkhkhkhkkkhkkhkkk * * ok kkk Ak hkkkkAk kkAkk Kk kK

ATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAATTGC
ATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAATTGC
ATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAATTGC
ATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAATTGC
ATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAATTGC
ATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAATTGC
ATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAATTGC
ATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAATTGC
ATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAATTGC
ATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAATTGC
ATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAATTGC
ATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAATTGC
ATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAATTGC
ATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAATTGC
ATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAATTGC
ATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAATTGC
ATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAATTGC
ATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAATTGC
ATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAATTGC
ATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAATTGC
ATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAATTGC
ATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAATTGC
ATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAATTGC
ATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAATTGC
ATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAATTGC
ATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAATTGC
ATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAATTGC
ATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAATTGC
ATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAATTGC
ATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAATTGC
ATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAATTGC
ATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAATTGC
ATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAATTGC
ATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAGTGTGAATTGC
ATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAGTGTGAATTGC
ATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAGTGTGAATTGC
ATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAGTGTGAATTGC

Ak hkhkhhkhkkhhkhhhkkhhkhhhkhkhkhrhrkhkhkhkhhkhkhhkhkhkhhhkrrkhkkhhrrhkh dhxkhkhhhhxkkhkkhkxxx*k

AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGG
AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGG
AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGG
AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGG
AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGG
AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGG
AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGG
AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGG
AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGG
AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGG
AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGG
AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGG
AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGT-TTCCAAAGGG
AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGG
AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGG
AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGG
AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGG
AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGG
AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGG
AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGG
AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGG
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AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGG
AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGG
AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGG
AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGG
AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGG
AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGG
AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGG
AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGG
AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGG
AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGG
AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGG
AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGG
AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGG
AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGG
AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGG
AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGG

Ak hhkhhkhkhhkhhhkkhhkhhhkkhkhhrhrkhkhhhhkkhhhhhkhhhkrrhkhhrrhkhhhhxk, *hhxkkhkkhkxxx*k
585 ITS?

CATGCCTGTTCGAGCGTgATTﬂGTACBCTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTCTTTTTG
CATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCCTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTCTTTTTG
CATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCCTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTCTTTTTG
CATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCCTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTCTTTTTG
CATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCCTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTCTTTTTG
CATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCCTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTCTTTTTG
CATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCCTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTCTTTTTG
CATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCCTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTCTTTTTG
CATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCCTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTCTTTTTG
CATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCCTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTCTT---G
CATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCCTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTCTT---G
CATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCCTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTCTT---G
CATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCCTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTCTT---G
CATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCCTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTCTT---G
CATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCCTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTCTT---G
CATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCCTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTCTT---G
CATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCCTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTCTT---G
CATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCCTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTCTT---G
CATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCCTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTCTT---G
CATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCCTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTCTT---G
CATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCCTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTCTT---G
CATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCCTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTCTT---G
CATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCCTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTCTT---G
CATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCCTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTCTT---G
CATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCCTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTCTT---G
CATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCCTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTCTT---G
CATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCCTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTCTT---G
CATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCCTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTCTT---G
CATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCCTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTCTT---G
CATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCCTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTCTT---G
CATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCCTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTCTT---G
CATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCCTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTCTT---G
CATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCCTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTCTT---G
CATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCCTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTCTTTT-G
CATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCCTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTCTTT--G

CATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCCTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTCTTT--G
CATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCCTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTCTTT--G
khkhkkhkkhkhkhkhkkhkkhkhkhkhkkhkhhkhkhkkhkhhkhhhkhkhhhkhkhkhkhkhkhkkhhkhkhkkhkhkhkrkrhkkhkhkhkhkhkkhhkhhkkkxk *
TCTCTCC----TTGCGGG-AGACTCGCCTTAAAGTCATTGGCAGCCGGCCTACTGGTTTC
TCTCTCC----TTGCGGG-AGACTCGCCTTAAAGTCATTGGCAGCCGGCCTACTGGTTTC
TCTCCCC----TTGCGGG-AGACTCGCCTTAAAGTCATTGGCAGCCGGCCTACTGGTTTC
TCTCCCC----TTGCGGG-AGACTCGCCTTAAAGTCATTGGCAGCCGGCCTACTGGTTTC
TCTCCCC----TTGCGGG-AGACTCGCCTTAAAGTCATTGGCAGCCGGCCTACTGGTTTC

TCCCCCCCCCCTTGCGGGGAGACTCGCCTTAAAGTCATTGGCAGCCGGCCTACTGGTTTC
TCCCCCCG--CTTGCGGGGAGACTCGCCTTAAAGTCATTGGCAGCCGGCCTACTGGTTTC
TCCCCCCC--CTTGCGGGGAGACTCGCCTTAAAGTCATTGGCAGCCGGCCTACTGGTTTC
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330
302
302
307
301
300
302
316
314
311
292
297
340
316
321
309

377
377
377
369
744
743
394
743
390
367
367
367
366
368
367
367
387
373
735
389
735
387
359
359
364
358
357
359
373
371
368
349
354
399
374
379
367

432
432
432
424
799
803
452
801



Embellisia
Altl7

Alt20
EGS34-015
Alt4

Alt22

Altls8
A.tenuissima
Alt8

Altl
A.arborescens
A.destruens
A.longipes
A.alternata
AltS

Alt21

Al1t30

Alt9

Alt3

Altl2

Alt27

Altl4

Alt6
EGS34-016
Ulocladium
EGS27-193
Riv-Stl
S.vesicarium
S.botryosum

EGS48-147
A.porri
Alt35

Alt34
A.solani
A.zinniae
A.sesamicola
A.macrospora
Embellisia
Altl7

Alt20
EGS34-015
Alt4

Alt22

Altl8
A.tenuissima
Alt8

Altl
A.arborescens
A.destruens
A.longipes
A.alternata
AltS

Alt21

A1t30

Alt9

Alt3

Altl2

Alt27

Altl4

Alto
EGS34-016
Ulocladium
EGS27-193

TCTCCGGC---TTGCTGG-AGACTCGCCTTAAAGTGATTGGCAGCCGGCCTACTGGTTTC
TCTCTAGC--TTTGCTGG-AGACTCGCCTTAAAGTAATTGGCAGCCGGCCTACTGGTTTC
TCTCTAGC--TTTGCTGG-AGACTCGCCTTAAAGTAATTGGCAGCCGGCCTACTGGTTTC
TCTCTAGC--TTTGCTGG-AGACTCGCCTTAAAGTAATTGGCAGCCGGCCTACTGGTTTC
TCTCTAGC--TTTGCTGG-AGACTCGCCTTAAAGTAATTGGCAGCCGGCCTACTGGTTTC
TCTCTAGC--TTTGCTGG-AGACTCGCCTTAAAGTAATTGGCAGCCGGCCTACTGGTTTC
TCTCTAGC--TTTGCTGG-AGACTCGCCTTAAAGTAATTGGCAGCCGGCCTACTGGTTTC
TCTCTAGC--TTTGCTGG-AGACTCGCCTTAAAGTAATTGGCAGCCGGCCTACTGGTTTC
TCTCTAGC--TTTGCTGG-AGACTCGCCTTAAAGTAATTGGCAGCCGGCCTACTGGTTTC
TCTCTAGC--TTTGCTGG-AGACTCGCCTTAAAGTAATTGGCAGCCGGCCTACTGGTTTC
TCTCTAGC--TTTGCTGG-AGACTCGCCTTAAAGTAATTGGCAGCCGGCCTACTGGTTTC
TCTCTAGC--TTTGCTGG-AGACTCGCCTTAAAGTAATTGGCAGCCGGCCTACTGGTTTC
TCTCTAGC--TTTGCTGG-AGACTCGCCTTAAAGTAATTGGCAGCCGGCCTACTGGTTTC
TCTCTAGC--TTTGCTGG-AGACTCGCCTTAAAGTAATTGGCAGCCGGCCTACTGGTTTC
TCTCTAGC--TTTGCTGG-AGACTCGCCTTAAAGTAATTGGCAGCCGGCCTACTGGTTTC
TCTCTAGC--TTTGCTGG-AGACTCGCCTTAAAGTAATTGGCAGCCGGCCTACTGGTTTC
TCTCTAGC--TTTGCTGG-AGACTCGCCTTAAAGTAATTGGCAGCCGGCCTACTGGTTTC
TCTCTAGC--TTTGCTGG-AGACTCGCCTTAAAGTAATTGGCAGCCGGCCTACTGGTTTC
TCTCTAGC--TTTGCTGG-AGACTCGCCTTAAAGTAATTGGCAGCCGGCCTACTGGTTTC
TCTCTAGC--TTTGCTGG-AGACTCGCCTTAAAGTAATTGGCAGCCGGCCTACTGGTTTC
TCTCTAGC--TTTGCTGG-AGACTCGCCTTAAAGTAATTGGCAGCCGGCCTACTGGTTTC
TCTCTAGC--TTTGCTGG-AGACTCGCCTTAAAGTAATTGGCAGCCGGCCTACTGGTTTC
TCTCTAGC--TTTGCTGG-AGACTCGCCTTAAAGTAATTGGCAGCCGGCCTACTGGTTTC
TCTCTAGC--TTTGCTGG-AGACTCGCCTTAAAGTAATTGGCAGCCGGCCTACTGGTTTC

TCTCCAG---TTCGCTGG-AGACTCGCCTTAAAGTAATTGGCAGCCGGCCTACTGGTTTC
TCTCCAGT---TCGCTGG-AGACTCGCCTTAAAGTCATTGGCAGCCGGCCTACTGGTTTC
TCTCTCAC-————-—-——— G-AGACTCGCCTTAAAATGATTGGCAGCCGACCTACTGGTTTC
TCTCTCAC-————-—-——— G-AGACTCGCCTTAAAATGATTGGCAGCCGACCTACTGGTTTC
TCTCTCAC-————-—-——— G-AGACTCGCCTTAAAATGATTGGCAGCCGACCTACTGGTTTC
*k x ko okkkkkkk kA hkhhk Kk KAk hkhkkkkk Ak kkkkkk Ak kkkok

GGAGCGCAGCACAAGTC--GCGCTCTCTTCCAGCCCCAAGGT-CTAGCATCCACCAAGCC
GGAGCGCAGCACAAGTC--GCGCTCTCTTCCAGCCCCAAGGT-CTAGCATCCACCAAGCC
GGAGCGCAGCACAAGTC--GCGCTCTCTTCCAGCCCCAAGGT-CTAGCATCCACCAAGCC
GGAGCGCAGCACAAGTC--GCGCTCTCTTCCAGCCCCAAGGT-CTAGCATCCACCAAGCC
GGAGCGCAGCACAAGTC--GCGCTCTCTTCCAGCCCCAAGGT-CTAGCATCCACCAAGCC
GGAGCGCAGCACAAGTC--GCGCTCTCTTCCAGCCCCAAGGT-CTAGCATCCAACAAGCC
GGAGCGCAGCACAAGTC--GCGCTCTCTTCCAGCCCCAAGGT-CTAGCATCCAACAAGCC
GGAGCGCAGCACAAGTC--GCGCTCTCTTCCAGCCCCAAGGT-CTAGCATCCAACAAGCC
GGAGCGCAGCACAAGTC--GCGCTCTCTTCCAGCC--AAGGT-C-AGCGTCCACCAAGCC
GGAGCGCAGCACAAGTC--GCACTCTCTATCAGCA--AAGGT-CTAGCATCCATTAAGCC
GGAGCGCAGCACAAGTC—--GCACTCTCTATCAGCA--AAGGT-CTAGCATCCATTAAGCC
GGAGCGCAGCACAAGTC--GCACTCTCTATCAGCA--AAGGT-CTAGCATCCATTAAGCC
GGAGCGCAGCACAAGTC--GCACTCTCTATCAGCA--AAGGT-CTAGCATCCATTAAGCC
GGAGCGCAGCACAAGTC--GCACTCTCTATCAGCA--AAGGT-CTAGCATCCATTAAGCC
GGAGCGCAGCACAAGTC--GCACTCTCTATCAGCA--AAGGT-CTAGCATCCATTAAGCC
GGAGCGCAGCACAAGTC--GCACTCTCTATCAGCA--AAGGT-CTAGCATCCATTAAGCC
GGAGCGCAGCACAAGTC--GCACTCTCTATCAGCA--AAGGTGCTAGCATGCGCTGTAT-
GGAGCGCAGCACAAGTC--GCACTCTCTATCAGCA--AAGGT-CTAGCATGC---CAAT-
GGAGCGCAGCACAAGTC--GCACTCTCTATCAGCA--AAGGT-CTAGCATCCATTAAGCC
GGAGCGCAGCACAAGTC--GCACTCTCTATCAGCA--AAGGT-CTAGCATCC-———- AT-
GGAGCGCAGCACAAGTC--GCACTCTCTATCAGCA--AAGGT-CTAGCATCCATTAAGCC
GGAGCGCAGCACAAGTC--GCACTCTCTATCAGCA--AAGGT-CTAGCATCCATTAAGCC
GGAGCGCAGCACAAGTC--GCACTCTCTATCAGCA--AAGGT-CTAGCATCCATTAAGCC
GGAGCGCAGCACAAGTC--GCACTCTCTATCAGCA--AAGGT-CTAGCATCCATTAAGCC
GGAGCGCAGCACAAGTC--GCACTCTCTATCAGCA--AAGGT-CTAGCATCCATTAAGCC
GGAGCGCAGCACAAGTC--GCACTCTCTATCAGCA--AAGGT-CTAGCATCCATTAAGCC
GGAGCGCAGCACAAGTC--GCACTCTCTATCAGCA--AAGGT-CTAGCATCCATTAAGCC
GGAGCGCAGCACAAGTC--GCACTCTCTATCAGCA--AAGGT-CTAGCATCCATTAAGCC
GGAGCGCAGCACAAGTC--GCACTCTCTATCAGCA--AAGGT-CTAGCATCCATTAAGCC
GGAGCGCAGCACAAGTC--GCACTCTCTATCAGCA--AAGGT-CTAGCATCCATTAAGCC
GGAGCGCAGCACAAGTC--GCACTCTCTATCAGCA--AAGGT-CTAGCATCCATTAAGCC
GGAGCGCAGCACAAGTC--GCACTCTCTATCAAGA--AAGGT-CTAGCATCCATTAAGCC
GGAGCGCAGCACAAGTC--GCGCTCTCTTCCAGCC--AAGGT--CAGCATCCACAAAGCC
GGAGCGCAGCACAAGTC--GCGCTCTTCGCCAGCC--AAGGT--CAGCGTCCAGCAAGCC
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446
424
424
424
423
425
424
424
444
430
792
446
792
444
416
416
421
415
414
416
430
428
425
406
410
455
424
429
417

489
489
489
481
856
860
509
858
500
479
479
479
478
480
479
479
499
481
847
495
847
499
471
471
476
470
469
471
485
483
480
461
464
509



Riv-Stl
S.vesicarium
S.botryosum

EGS48-147
A.porri
Alt35

Alt34
A.solani
A.zinniae
A.sesamicola
A.macrospora
Embellisia
Altl7

Alt20
EGS34-015
Alt4

Alt22

Altl8
A.tenuissima
Alt8

Altl
A.arborescens
A.destruens
A.longipes
A.alternata
AltS

Alt21

A1t30

Alt9

Alt3

Altl2

Alt27

Altl4

Alté6
EGS34-016
Ulocladium
EGS27-193
Riv-Stl
S.vesicarium
S.botryosum

EGS48-147
A.porri
Alt35

Alt34
A.solani
A.zinniae
A.sesamicola
A.macrospora
Embellisia
Altl7

Alt20
EGS34-015
Alt4

Alt22

Altl8
A.tenuissima
Alt8

Altl
A.arborescens
A.destruens
A.longipes

GGAGCGCAGCACAATTCTTGCACTTTGAATCAGCCT--TGGT-TGAGCATCCATCAAGAC
GGAGCGCAGCACAATTCTTGCACTTTGAATCAGCCT--TGGT-TGAGCATCCATCAAGAC
GGAGCGCAGCACAATTCTTGCACTTTGAATCAGCCT--TGGT-TGAGCATCCATCAAGAC

khkkkhkkhkhkhkhkkhkkhkkhkk* *kx ** kk ok * * * ok ok *kkk Kk Kk
ITS2 28S
e T TTTT CAAQTTT TR ACCTCGGATCAGGTAGGG ———— -~ - ATA
T———TTTTTTTCAACTTTTGACCTCGGATCAGGTAGGG-——=——=——==——————-—~— ATA
T———TTTTTTTCAACTTTTGACCTCGGATCAGGTAGGG-—————=——==———————~— ATA
T——-TTTTTTTCAACTTTTGACCTCGGATCAGGTAGGG-—===—=——===—==———~— ATA
T——-TTTTTTTCAACTTTTGACCTCGGATCAGGTAGGG-——==—=——===—==—-—~— ATA
T=—~TTTTTT-CAACTTTTGACCTCGGATCAGGTAGGG-—==============—=~ ATA
T=—~TTTTTT-CAACTTTTGACCTCGGATCAGGTAGGG-—================~ ATA
T———TTTTTT-CAACTTTTGACCTCGGATCAGGTAGGG-——=——======-==--—~— ATA
A---CATTTTCCA-CTTTTGACCTCGGATCAGGTAGGG-————==-===-=—-——-~— ATA
T———TTTTT--CAACTTTTGACCTCGGATCAGGTAGGG-——=——————=———————~— ATA
T———TTTTT--CAACTTTTGACCTCGGATCAGGTAGGG-——=—————==———————~— ATA
T———TTTTTT-CAACTTTTGACCTCGGATCAGGTAGGG-—===—==—===—==—-—~— ATA
T———TTTTTT-CAACTTTTGACCTCGGATCAGGTAGGG-—===—==—===—=——-—~— ATA
T=—~TTTTTT-CAACTTTTGACCTCGGATCAGGTAGGG-—================~ ATA
T=—~TTTTT-~-CAACTTTTGACCTCGGATCAGGTAGGG-—================~ ATA
T=——TTTTTT-CAACTTTTGACCTCGGATCAGGTAGGG-——==—=——===—=—--—~— ATA
———————————— AGC-—-—-=--=-=---AGTGCGGTAGG--—----—------CAGGAACATA
———————————— AG--—-—-—---=---AGTCCGGTTGGT-—----—------CAACATTAGA
T—-—-TTTT-T-CAACTTTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATA
————————— T-AAGCCT--—-=---=-=--TTTTTTCAACTTT---—-—-----TGACCTCGGA
T—---TTTTTT-CAACTTTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATA
T---TTTT-T-CAACTTTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATA
T——~TTTTTT-CAACTTTTGACCTCGGATCAGGTAGGG-—==——========—=—-=~ ATA
T——-TTTTT--CAACTTTTGACCTCGGATCAGGTAGGG-—==—=-=========-—--~ ATA
T———TTTTTT-CAACTTTTGACCTCGGATCAGGTAGGG-——=—————==———=--—~— ATA
T———TTTTTT-CAACTTTTGACCTCGGATCAGGTAGGG-——=——=——==—————-—~— ATA
T———TTTTT--CAACTTTTGACCTCGGATCAGGTAGGG-——=——=——==——=——-—~— ATA
T———TTTTT--CAACTTTTGACCTCGGATCAGGTAGGG-——=——=—-==——=——-—~— ATA
T———TTTTTT-CAACTTTTGACCTCGGATCAGGTAGGG-—==——==—==——==———~— ATA
T———TTTTTT-CAACTTTTGACCTCGGATCAGGTAGGG-—==——==—===—==—-—~— ATA
T——~TTTTTT-CAACTTTTGACCTCGGATCAGGTAGGG-—==——==========—--~ ATA
T =TT TTT~CAACCTTTG= === = === === == === = === m e e
T———TTTTT--CAACTTTTGACCTCGGATCAGGTAGGG-——=—————==——=——-—~— ATA
T——-TTTTTTTCAACCTTTGACCTCGGATCAGGTAGGG-——=—————==——=——-—~— ATA
CACATTTTTTTCAACTTTTGACCTCGGATCAGGTAGGG-——=—————==——=——-—~— A-A
CACATTTTTTTCAACTTTTGACCTCGGATCAGGTAGGG-——=—————==————--—~— ATA
CACATTTTTTTCAACTTTTGACCTCGGATCAGGTAGGG-——=——=——===—==———~— ATA
*

CCCGCTGAACTTAR= === === === == mm = = m e
CCCGCTGAACTTACA == === mmmmm == mm e e
CCCGCTGAACTTAAG-——————————— CA=mmmmmmm TATCAATAAGCGGAGG-A-———-
CCCGCTGAACTTAAG-——————————- CA-——m—m—— TATCATTAAAGCGGAG-——————
CCCGCTGAACTTAAG-———————=-=-— CA-—————— TATCAATAAGCGGAGG-AARAGA
CCCGCTGAACTTAAG-~—————==—=~- CA-——————- TATCAATAAGC-GGAGGAARAGA
CCCGCTGAACTTAAG-——————==—=~- CA-——————- TATCAATAAGCCGGAGGA-———~—
CCCGCTGAACTTAAG-———=—-==-=-- ChAmmmmmmmm TATCAATAAGC-GGAGGAARAGA
CCCGCTGAACTTAAG-—————-=—=-—-- ChA=mmmmmmm TATCAATAAGCGGAGGA-—-———~-
CCCGCTGAACTTAAG-——————————— CA=mmmmmmm TATCAATAAGCGG-AGGAA-———
CCCGCTGAACTTAAG-——————————- ChAmmmmmmmm TATCAATAAGCGG-AGGAA-——-
CCCGCTGAACTTAAG-——————————- ChAmmmmmmmm TATCAATAAGCGGGAGGAA-———
CCCGCTGAACTTAAG-———————=-=-— CA-——————— TATCAATAAGC-GGAGGA————~—
CCCGCTGAACTTAAG-———————=-=-— CA--—————— TATCAATAAGCCGGAGG-———-—
CCCGCTGAACTTAAG-———————=——— CA-——mmm—— TATCAATAAGC-——————————-
CCCGCTGAACTTAAG-——————==-=~- CAmmmmmmmm TATCAATAAGCGG-AGGAAGG——
TCAA-TAAGAGGAGG————-——-=-=-=-- CAG-—==——= TCTCGTGmmmmmmmmmmmm ==
TCAG-CG-GAGCAGT—-————-=-=-=-- TCG-—==m—- TGTAGTGAGAACTGCTGAGGA--
TCAA-TAAGCGGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCCTAGTAACGGCGAGTGAAGCGG
TCAGGTAGGGATAC-——————-—=—-- CCG--—--- CTGAACTTAA-————————————-—

TCAA-TAAGCGGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCCTAGTAACGGCGAGTGAAGCGG
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481
486
474

527
527
527
519
894
897
546
895
537
515
515
516
515
517
515
516
523
505
902
525
903
554
508
507
513
507
505
507
522
520
517
477
500
547
521
527
515

541
542
561
552
933
936
581
934
571
550
550
552
549
551
543
553
547
542
961
552
962



A.alternata
AltS5

Alt21

Alt30

Alt9

Alt3

Altl2

Alt27

Altl4

Alt6
EGS34-016
Ulocladium
EGS27-193
Riv-Stl
S.vesicarium
S.botryosum
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TCAA-TAAGCGGAGG- —— === === = === —m = oo 568
CCCGCTGAACTTAAG-—————===——— CA-——————— TATCAT————————————————— 531
CCCGCTGAACTTAAG-—————===——~ CA-——————— TATATT————————mmmmm———— 530
CCCGCTGAACTTAAG-—————===——~ CA-——————— TATCATT—————————mm——— —— 537
CCCGCTGAACTTAAG-——————————— CA-——————— TATCATTAA—————————————— 533
CCCGCTGAACTTAAG-—========—~ CA-——=—==——— TA-AAT————————mmmmm 527
CCCGCTGAACTTAAG-——=——-——-—= CA--—————~ TATCAATAAGCGGAGGAAAA--— 544
CCCGCTGAACTTAAG-—————=-————= CA--—————- TATCAATAAGCGGAGGAA-———— 557
CCCGCTGAACTTAAG-——————————= CA-=-=—=-—-= TATCAATAAGCCGGAGGAA---- 556
CCCGCTGAACTTAAG-——————————~— CA-——————- TATCAATAAGCGG-——————=—— 547
Y 0 S 481
CCCGCTGAACTTAAG-—————==———~ CA-——————— TAT——————m e 520
CCCGCTGAACTTAAG-==========~= CA-—-————~ TATCAATAAGCGGGAGGAA---- 583
CCCGCTGAAC = = = = = — oo 531
CCCGCTGAACT TACA———————— — e 542
CCCGCTGAACTTAAGCA-———————————————————— TATCAATAAGC———————————— 543



E-2. CLUSTAL X (1.83)
Stemphylium.

S.gracilariae
S.alfalfae
S.majusculum
S.vesicarium
S.lancipes
P.herbarum
Riv-Stl
P.sedicola
P.tomatonis
P.gigaspora
P.tarda
S.botryosum
Ulocladium
Alternaria

S.gracilariae
S.alfalfae
S.majusculum
S.vesicarium
S.lancipes
P.herbarum
Riv-Stl
P.sedicola
P.tomatonis
P.gigaspora
P.tarda
S.botryosum
Ulocladium
Alternaria

S.gracilariae
S.alfalfae
S.majusculum
S.vesicarium
S.lancipes
P.herbarum
Riv-Stl
P.sedicola
P.tomatonis
P.gigaspora
P.tarda
S.botryosum
Ulocladium
Alternaria

.gracilariae
.alfalfae
.majusculum
.vesicarium
.lancipes
.herbarum
Riv-Stl
P.sedicola
P.tomatonis
P.gigaspora
P.tarda

g nnn nwn

Multiple alineamiento de las secuencias de

18S ITS1

—————— CATTAEACA—ATATGAAAGCGGGTTGGGACCTCACCTC—GGTGA
AGGGATCATTACACA-ATATGAAAGCGGGTTGGGACCTCACCTC-GGTGA
—————— CATTACACA-ATATGAAAGCGGGTTGGGACCTCACCTC-GGTGA
AGGGATCATTACACA-ATATGAAAGCGGGTTGGGACCTCACCTC-GGTGA
—————— CATTACACA-ATATGAAAGCGGGCTGGGACCTCACTTC-GGTGC
AGGGATCATTACACA-ATATGAAAGCGGGTTGGGACCTCACCTC-GGTGA
—————— CATTACACA-ATATGAAAGCGGGTTGGGACCTCACCTCCGGTGA
———————————————————————— GCGGGTTGGGACCTCACCTC-GGTGA
———————————————————————— GCGGGTTGGGACCTCACCTC-GGTGA
———————————————————————— GCGGGTTGGGACCTCACCTC-GGTGA

———————————————— ATATGAAAGCGGGCTGGCATCCT---TC-----G
-AGGATCATTACACAAATATGAAGGCGGGCTGGAACCTC---TC——--— G
Kkkkk kkk K Kk *

GGGCTCCAGCTTGTCTGAATTATTCACCCATGTCTTTTGCGCACTTCTTG
GGGCTCCAGCTTGTCTGAATTATTCACCCATGTCTTTTGCGCACTTCTTG
GGGCTCCAGCTTGTCTGAATTATTCACCCATGTCTTTTGCGCACTTCTTG
GGGCTCCAGCTTGTCTGAATTATTCACCCATGTCTTTTGCGCACTTCTTG
GGGCTCCAGCTTGTCTGAATTATTCACCCATGTCTTTTGCGCACTTCTTG
GGGCTCCAGCTTGTCTGAATTATTCACCCATGTCTTTTGCGCACTTCTTG
GGGCTCCAGCTTGTCTGAATTATTCACCCATGTCTTTTGCGCACTTCTTG
GGGCTCCAGCTTGTCTGAATTATTCACCCATGTCTTTTGCGCACTTCTTG
GGGCTCCAGCTTGTCTGAATTATTCACCCATGTCTTTTGCGCACTTCTTG
GGGCTCCAGCTTGTCTGAATTATTCACCCATGTCTTTTGCGCACTTCTTG
GGGCTCCAGCTCGTCTGAATTATTCACCCATGTCTTTTGCGCACTTCTTG
GGGCTCCAGCTTGTCTGAATTATTCACCCATGTCTTTTGCGCACTTCTTG
GGGTTACAGCCTTGCTGAATTATTCACCCGTGTCTTTTGCGTACTTCTTG
GGGTTACAGCCTTGCTGAATTATTCACCCTTGTCTTTTGCGTACTTCTTG

kkk kK KkkkK KhkAAKRXKAAARKAKRA A, kA kdAhkhk kA h* *hkrAkkk k%

TTTCCTGGGCGGGTTCGCCCGCCACCAGGACCAAACCATAAACCTTTTTG
TTTCCTGGGCGGGTTCGCCCGCCACCAGGACCAAACCATAAACCTTTTTG
TTTCCTGGGCGGGTTCGCCCGCCACCAGGACCAAACCATAAACCTTTTTG
TTTCCTGGGCGGGTTCGCCCGCCACCAGGACCAAACCATAAACCTTTTTG
TTTCCTGGGCGGGTTCGCCCGCCACCAGGACCAAACCATAAACCTTTTTG
TTTCCTGGGCGGGTTCGCCCGCCACCAGGACCAAACCATAAACCTTTTTG
TTTCCTGGGCGGGTTCGCCCGCCACCAGGACCAAACCATAAACCTTTTTG
TTTCCTGGGCGGGTTCGCCCGCCACCAGGACCAAACCATAAACCTTTTTG
TTTCCTGGGCGGGTTCGCCCGCCACCAGGACCAAACCATAAACCTTTTTG
TTTCCTGGGCGGGTTCGCCCGCCACCAGGACCAAACCATAAACCTTTTTG
TTTCCTGGGCGGGTTCGCCCGCCACCAGGACCAAACCATAAACCTTTTTG
TTTCCTGGGCGGGTTCGCC-GCCACCAGGACCAAACCATAAACCTTTTTG
TTTCCTTGGTGGGTTCGCCCACCA-TAGGAC-AAACCATAAACCTTTTTG

TTTCCTTGGTGGGTTCGCCCACCACTAGGAC-AAAC-ATAAACCTTTT-G
Kokokokkk kk kkkkokkkkk  kkk  kkkkk krkkk kkkkkkkrkxkk K

L IS1 5.89
TAATTGCAATCAGCGTCAGTAAACAATGTAATTATTACAACTTTCAACAA

TAATTGCAATCAGCGTCAGTAAACAATGTAATTATTACAACTTTCAACAA
TAATTGCAATCAGCGTCAGTAAACAATGTAATTATTACAACTTTCAACAA
TAATTGCAATCAGCGTCAGTAAACAATGTAATTATTACAACTTTCAACAA
TAATTGCAATCAGCGTCAGTAAACAATGTAATTATTACAACTTTCAACAA
TAATTGCAATCAGCGTCAGTAAACAATGTAATTATTACAACTTTCAACAA
TAATTGCAATCAGCGTCAGTAAACAATGTAATTATTACAACTTTCAACAA
TAATTGCAATCAGCGTCAGTAAACAATGTAATTATTACAACTTTCAACAA
TAATTGCAATCAGCGTCAGTAAACAATGTAATTATTACAACTTTCAACAA
TAATTGCAATCAGCGTCAGTAAACAATGTAATTATTACAACTTTCAACAA
TAATTGCAATCAGCGTCAGTAAACAATGTAATTATTACAACTTTCAACAA

42
48
42
48
42
48
43
25
25
25
25
37
26
41

92
98
92
98
92
98
93
75
75
75
75
87
76
91

142
148
142
148
142
148
143
125
125
125
125
136
124
138

192
198
192
198
192
198
193
175
175
175
175
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S.botryosum
Ulocladium
Alternaria

.gracilariae
.alfalfae
.majusculum
.vesicarium
.lancipes
.herbarum
Riv-Stl
P.sedicola
P.tomatonis
P.gigaspora
P.tarda
S.botryosum
Ulocladium
Alternaria

0 nnnnwn

.gracilariae
.alfalfae
.majusculum
.vesicarium
.lancipes
.herbarum
Riv-Stl
P.sedicola
P.tomatonis
P.gigaspora
P.tarda
S.botryosum
Ulocladium
Alternaria

0 nnnnwn

.gracilariae
.alfalfae
.majusculum
.vesicarium
.lancipes
.herbarum
Riv-Stl
P.sedicola
P.tomatonis
P.gigaspora
P.tarda
S.botryosum
Ulocladium
Alternaria

g nnn nNnn

.gracilariae
.alfalfae
.majusculum
.vesicarium
.lancipes
.herbarum
Riv-Stl
P.sedicola
P.tomatonis
P.gigaspora
P.tarda
S.botryosum

g nnn nwn

TAATTGCAATCAGCGTCAGTAAACAATGTAATTATTACAACTTTCAACAA
TAATTGCAATCAGCGTCAGTAAAAAAATTAATAATTACAACTTTTAACAA
TAATTGCAATCAGCGTCAGTAACAAA-TTAATAATTACAACTTTCAACAA

L R i R * % khkkk Kkhkkkkkhkkhkkk Kk *hkkkk

CGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACG
CGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACG
CGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACG
CGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACG
CGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACG
CGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACG
CGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACG
CGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACG
CGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACG
CGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACG
CGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACG
CGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACG
CGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAG
CGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAG

LR R R R R e R R R R R R I R i I R I S R I I S S

TAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
TAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
TAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
TAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
TAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
TAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
TAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
TAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
TAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
TAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
TAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
TAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
TAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
TAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT

LR R R R R R e R R R R I R S I R I I S R I S

186
174
187

242
248
242
248
242
248
243
225
225
225
225
236
224
237

292
298
292
298
292
298
293
275
275
275
275
286
274
287

e8S 1192
GCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTIGTACC 342

GCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACC
GCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACC
GCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACC
GCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACC
GCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACC
GCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACC
GCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACC
GCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACC
GCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACC
GCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACC
GCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACC
GCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACC
GCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACC

LR R R R I R R R R i R I i S I R I S R I S

CTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTCTTTGTCTC-———— TCAC--GAGA
CTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTCTTTGTCTC————— TCAC--GAGA
CTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTCTTTGTCTC————— TCAC--GAGA
CTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTCTTTGTCTC-———— TCAC--GAGA
CTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTCTTTGTCTC————— TCAC--GAGA
CTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTCTTTGTCTC-———— TCAC--GAGA
CTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTCTTTGTCTC-———— TCAC--GAGA
CTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTCTTTGTCTC-———— TCAC--GAGA
CTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTCTTTGTCTC-———— TCAC--GAGA
CTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTCTTTGTCTC-———— TCAC--GAGA
CTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTCCTTGTCTC-———— TCAC--GAGA
CTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTCTTTGTCTC-———— TCAC--GAGA

348
342
348
342
348
343
325
325
325
325
336
324
337

385
391
385
391
385
391
386
368
368
368
368
379
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Ulocladium
Alternaria

S.gracilariae
S.alfalfae
S.majusculum
S.vesicarium
S.lancipes
P.herbarum
Riv-Stl
P.sedicola
P.tomatonis
P.gigaspora
P.tarda
S.botryosum
Ulocladium
Alternaria

S.gracilariae
S.alfalfae
S.majusculum
S.vesicarium
S.lancipes
P.herbarum
Riv-Stl
P.sedicola
P.tomatonis
P.gigaspora
P.tarda
S.botryosum
Ulocladium
Alternaria

S.gracilariae
S.alfalfae
S.majusculum
S.vesicarium
S.lancipes
P.herbarum
Riv-Stl
P.sedicola
P.tomatonis
P.gigaspora
P.tarda
S.botryosum
Ulocladium
Alternaria

S.gracilariae
S.alfalfae
S.majusculum
S.vesicarium
S.lancipes
P.herbarum
Riv-Stl
P.sedicola
P.tomatonis
P.gigaspora
P.tarda
S.botryosum
Ulocladium
Alternaria

CTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTC-TTGTCTCCAG-TTCGCTGGAGA
CTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTC-TTGTCTCTAGCTTTGCTGGAGA

LR R R R R I I I I SR S * * * kK %

CTCGCCTTAAAATGATTGGCAGCCGACCTACTGGTTTCGGAGCGCAGCAC
CTCGCCTTAAAATGATTGGCAGCCGACCTACTGGTTTCGGAGCGCAGCAC
CTCGCCTTAAAATGATTGGCAGCCGACCTACTGGTTTCGGAGCGCAGCAC
CTCGCCTTAAAATGATTGGCAGCCGACCTACTGGTTTCGGAGCGCAGCAC
CTCGCCTTAAAATGATTGGCAGCCGACCTACTGGTTTCGGAGCGCAGCAC
CTCGCCTTAAAATGATTGGCAGCCGACCTACTGGTTTCGGAGCGCAGCAC
CTCGCCTTAAAATGATTGGCAGCCGACCTACTGGTTTCGGAGCGCAGCAC
CTCGCCTTAAAATGATTGGCAGCCGACCTACTGGTTTCGGAGCGCAGCAC
CTCGCCTTAAAATGATTGGCAGCCGACCTACTGGTTTCGGAGCGCAGCAC
CTCGCCTTAAAATGATTGGCAGCCGACCTACTGGTTTCGGAGCGCAGCAC
CTCGCCTTAAAATGATTGGCAGCCGACCTACTGGTTTCGGAGCGCAGCAC
CTCGCCTTAAAATGATTGGCAGCCGACCTACTGGTTTCGGAGCGCAGCAC
CTCGCCTTAAAGTAATTGGCAGCCGGCCTACTGGTTTCGGAGCGCAGCAC
CTCGCCTTAAAGTAATTGGCAGCCGGCCTACTGGTTTCGGAGCGCAGCAC

hhkAhkhkkkhkhAhkhkk K hhkkhAhkhkhkkkhkhh K*hkhhkkkhkrhkhkhkhkrhkhkhkrhkkktx

AATTCTTGCACTTTGAATCAGCCTTGGTTGAGCATCCATCAAGACCACA-
AATTCTTGCACTTTGAATCAGCCTTGGTTGAGCATCCATCAAGACCACA-
AATTCTTGCACTTTGAATCAGCCTTGGTTGAGCATCCATCAAGACCACA-
AATTCTTGCACTTTGAATCAGCCTTGGTTGAGCATCCATCAAGACCACA-
AATTCTTGCACTTTGAATCAGCCTTGGTTGAGCATCCATCAAGACCACA-
AATTCTTGCACTTTGAATCAGCCTTGGTTGAGCATCCATCAAGACCACA-
AATTCTTGCACTTTGAATCAGCCTTGGTTGAGCATCCATCAAGACCACA-
AATTCTTGCACTTTGAATCAGCCTTGGTTGAGCATCCATCAAGACCACA-
AATTCTTGCACTTTGAATCAGCCTTGGTTGAGCATCCATCAAGACCACA-
AATTCTTGCACTTTGAATCAGCCTTGGTTGAGCATCCATCAAGACCACAA
AATTCTTGCACTTTGAATCAGCCTTGGTTGAGCATCCATCAAGACCACA-
AATTCTTGCACTTTGAATCAGCCTTGGTTGAGCATCCATCAAGACCACA-
AAGTC--GCGCTCTCTTCCAGCCAAGGTC-AGCATCCACAAAGCC----—
AAGTC--GCACTCTCTATCAGCAAAGGTCTAGCATCCATTAAGCC----—

*x Kk k ** kk * * % % % * x % * Kk Kk ok k ok ok ok * Kk x

TTTTTTTCAACTTTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTA
TTTTTTT-AACTTTTGACC == == === === === = ——mm— ==~
TTTTTTTCAACTTTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTA
TTTTTTTCAACTTTTGACCTCGGATCAGGTAGGGAACCCGCTGAAC-——~
TTTTTTTCAACTTTTGAC — === ————— === === ——m— o=
TTTTTTTCAACTTTTGAC — === ———— === === ————— =
TTTTTTTTAACT TTTGAC == === === === === ————— =~
TTTTTT—~AACTTTTGAC === ==——— === = === —————— o~
TTTTTTTCAACTTTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTA
TTTTTT-CAACTTTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTA
TTTTTTTCAACTTTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTA

* % kK Kx * ok ok ok k ok ok ok ok ok

CA-—————mmmm e 542
Ammmmm e 541
AGCATATCAATAAGC----———= 543
AGCATAT--———=—======———= 520

AGCATATCAATAAGCGGGAGGAA 552

372
386

435
441
435
441
435
441
436
418
418
418
418
429
422
436

484
490
484
490
484
490
485
467
467
468
467
478
464
479

500
517
502
540
502
540
531
485
485
486
483
528
513
529
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