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ABSTRACT

Anthracnose disease caused by Colletotrichum gloeosporioides, is the most destructive
disease in yam (Dioscorea alata) cultivation worldwide. The objective of this research is to
identify morphologic, pathogenic and molecularly, species of Colletotrichum spp. associated
with this crop on Puerto Rico. Germplasm collection and yam farms around the island were
evaluated and a complete morphological characterization was performed. Pathogenicity tests
were performed in vitro and molecular markers for ITS region, GAPDH and B-tubulin were used.
Characterization of 22 isolates of Colletotrichum spp. was completed. The identified species
were C. gloeosporioides, C. ignotum, C. tropicale, C. aoteora, C. truncatum, C. alatae, C.
fructicola, C. theobromicola, C. siamense and C. cliviae. All of these isolates were pathogenic
with wound, and in some cases without the wound on the tissue. This fungi were found
pathogenic in D. rotundata and nine of the pathogenic species are new reports for this crop on

the island.
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RESUMEN
La enfermedad mas destructiva en el cultivo del fiame a nivel mundial es la antracnosis.
El objetivo de esta investigacion es el identificar morfoldgica, patogénica y molecularmente las
especies de Colletotrichum spp. asociadas a este cultivo en Puerto Rico. Se evaluo la coleccion
de germoplasma de fiame y fincas alrededor de la isla y se realizO una caracterizacion
morfoldgica completa. Las pruebas de patogenicidad se realizaron in vitro y molecularmente se

utilizaron los genes de ITS, GAPDH y [ -tubulina. Se completo la caracterizacion de 22 aislados

de Colletotrichum spp. Las especies identificadas fueron C. gloeosporioides, C. ignotum, C.
tropicale, C. aoteora, C. truncatum, C. alatae, C. fructicola, C. theobromicola, C. siamense'y C.
cliviae. Todas fueron patogénicas con herida, y algunos casos sin herida en el tejido. Este hongo
fue patogénico en D. rotundata y se pudieron identificar diferentes especies de este hongo que

son nuevos reportes para la isla.
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Colletotrichum fructicola (G23B) aislado de Dioscorea. rotundata
cv. Colombiano. (A) Colonia cultivada en medio PDA luego de 7
dias. (B) Apresorio claviforme, margenes irregulares. (C) Conidios
ovoides, cilindricos y &pices obtusos. Barra=10 pm.

Colletotrichum fructicola (G62A) aislado de Dioscorea alata cv.
Forastero. (A) Colonia cultivada en medio PDA luego de 7 dias. (B)
Apresorio claviforme, margenes irregulares. (C) Conidios ovoides,
cilindricos y apices obtusos. Barra=10 pm.

Colletotricum gloeosporioides (F52252D) aislado de Dioscorea.
alata cv. Florido. (A) Colonia cultivada en medio PDA luego de 7
dias. (B) Apresorio circular, margenes enteros. (C) Conidios
ovoides, cilindricos y apices obtusos. Barra = 10 pum.

Colletotrichum gloeosporioides (G12B) aislado de Dioscorea alata
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ovoides, cilindricos y apices obtusos. Barra=10 pm.
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Colletotrichum karstii (G122A) aislado de Dioscorea esculenta cv.
Muni. (A) Colonia cultivada en medio PDA luego de 7 dias. (B)
Apresorio circular, margenes enteros. (C) Conidios ovoides,
cilindricos y apices obtusos. Barra=10 um.

Colletotrichum siamense (F11244A) aislado de Dioscorea rotundata
cv. Guinea. (A) Colonia cultivada en medio PDA luego de 7 dias. (B)
Apresorio circular, margenes enteros. (C) Conidios ovoides,
cilindricos y 4pices obtusos. Barra=10 um.

Colletotrichum siamense (G42B) aislado de Dioscorea alata cv. Del
Monte. (A) Colonia cultivada en medio PDA luego de 7 dias. (B)
Apresorio claviforme, margenes enteros. (C) Conidios ovoides,
cilindricos y apices obtusos. Barra=10 um.

Colletotrichum siamense (G12D) aislado de Dioscorea alata cv. Pl
15587. (A) Colonia cultivada en medio PDA luego de 7 dias. (B)
Apresorio circular, margenes enteros. (C) Conidios ovoides,
cilindricos y 4pices obtusos. Barra=10 um.

xii

74

75

76

77

78

79

80

81

82



Figura 44.

Figura 45.

Figura 46.

Figura 47.

Figura 48.

Figura 49.

Figura 50.

Figura 51.

Figura 52.

Figura 53.

Colletotrichum theobromicola (G121B) aislado de Dioscorea
esculenta cv. Muni. (A) Colonia cultivada en medio PDA luego de 7
dias. (B) Apresorio claviforme, margenes irregulares. (C) Conidios
ovoides, cilindricos y dpices obtusos. Barra=10 pm.

Colletotrichum tropicale (G13A) aislado de Dioscorea alata cv. Pl
15587. (A) Colonia cultivada en medio PDA luego de 7 dias. (B)
Apresorio ovoides, margenes enteros. (C) Conidios ovoides,
cilindricos y apices obtusos. Barra=10 um.

Colletotrichum tropicale (G73D) aislado de Dioscorea alata cv.
Gunung. (A) Colonia cultivada en medio PDA luego de 7 dias. (B)
Apresorio circular, margenes enteros. (C) Conidios ovoides,
cilindricos y apices obtusos. Barra=10 pm.

Colletotrichum tropicale (G143A) aislado de Dioscorea alata cv.
Purmay. (A) Colonia cultivada en medio PDA luego de 7 dias. (B)
Apresorio claviforme, margenes irregulares. (C) Conidios ovoides,
cilindricos y apices obtusos. Barra=10 um.

Colletotrichum tropicale (G153A) aislado de Dioscorea alata cv.
Kinabayo. (A) Colonia cultivada en medio PDA luego de 7 dias. (B)
Apresorio claviforme, margenes irregulares. (C) Conidios ovoides,
cilindricos y apices obtusos. Barra=10 pm.

Colletotrichum truncatum (F21182A) aislado de Dioscorea rotundata
cv. Guinea Negro. (A) Colonia cultivada en medio PDA luego de 7
dias. (B) Apresorio claviforme, margenes irregulares. (C) Conidios
fusiformes, alargados. Barra= 20 pm (B-C). (D) Setas estériles,
barra=140 um.

Curvas de crecimiento de Colletotrichum tropicale en PDA a 28°C
([A] G143A, [B] G13A, [C] G73D y [D] G153A), C. gloeosporioides
([E] F52252D y [F] G12B) y C. fructicola ([G] G23B y [H] G62A).

Curvas de creciemiento de Colletotrichum siamense en PDA a 28°C
([A] G12D, [B] F11244A y [C] G42B), C. ignotum ([D] F11244B),
C. theobromicola ([E] G121B), C. aoteora ([F] G81), C. karstii ([G]
G122A) y C. truncatum ([H] F21182A.

Curvas de crecimiento de Colletotrichum alatae en PDA a 28°C ([A]
F52253A, [B] F52251A y [C] F133251A), C. cliviae ([D] G61B, [E]
F85241Cy [F] G14B).

Pruebas de patogenicidad realizadas en tejido foliar de Dioscorea
alata que mostraron nivel 1 (>20%) de severidad. [A] Colletotrichum

Xiil

83

84

85

86

87

88

91

92

93

96



Figura 54.
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tropicale G73D; [B] C. gloeosporioides G12B; [C] C. alatae
F133251A; [D] C. siamense G12D; [E] C. aoteora G81; [F] C.
cliviae G61B.

Pruebas de patogenicidad realizadas en tejido foliar de Dioscorea
alata y D. rotundata que mostraron nivel 2 (20-40%) de severidad.
[A-B] Colletotrichum siamense G42B y F11244A; [C] C. alatae
F52251A; [D-E] C. cliviae G14B y F85241C; [F-G] C. tropicale
GI3A y GIS53A; [H] C. truncatum F21182A; [I]. C.ignotum
F11244B; [J] C. gloeosporioides F52252D.

Pruebas de patogenicidad realizadas en tejido foliar de Dioscorea
alata, D. esculenta y D. rotundata que mostraron nivel 3 (>40%) de
severidad. [A] Colletotrichum tropicale G143A; [B] C.
theobromicola G121B; [C-D] C. fructicola G62A y G23B; [E] C.
alatae F52253A.

Pruebas de patogenicidad realizadas en tejido foliar de Dioscorea
esculenta que mostrd un nivel 0 (0%) de severidad. Colletotrichum
karstii (G122A).

Arbol filogenético construido de las secuencias de la regiéon ITS del
ADNr obtenidas de Colletotrichum spp. aislados de Dioscorea spp.
Secuencias obtenidas del GenBank (*). Outgroup; C. destructivum.

Arbol filogenético construido de las secuencias del gen de B-tubulina
obtenidas de Colletotrichum spp. aislados de Dioscorea spp.
Secuencias obtenidas del GenBank (¢). Outgroup; C. destructivum.

Arbol filogenético construido de las secuencias del gen de GAPDH

obtenidas de Colletotrichum spp. aislados de Dioscorea spp.
Secuencias obtenidas del GenBank (*). Outgroup; C. destructivum
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INTRODUCCION

El flame perteneciente a la familia Dioscoreaceae, género Dioscorea, es una enredadera
anual que produce tubérculos o bulbos. Dicho cultivo de raiz o farinaceo es uno de los mas
nutritivos y consumidos en paises tropicales por ser una excelente fuente de carbohidratos,
energia, vitamina C, minerales y proteinas (Wanansundera y Raindran, 1994; Asiedu y Sartie,
2010; Levot, 2008; Osunde, 2008; Raj et al., 2012). En Africa, es un cultivo de suma importancia
por ser una gran fuente de ingresos y empleo (Gonzalez-Vega, 2012). Alrededor de 60 millones
de personas dependen de este cultivo como fuentes alimenticia en regiones tropicales (Asiedu y
Sartie, 2010). Africa es el mayor productor de fiame a nivel mundial (Figura 1), produciendo un
93 porciento del consumo mundial anualmente (FAOSTAT, 2013; Palaniyandi et al., 2011). Las
especies mas utilizadas para el mercadeo y el consumo a nivel mundial son Dioscorea alata, D.
cayenensis 'y D. rotundata (Mignucci et al., 1988; Asiedu y Sartie, 2010; Egesi et al., 2009;
Rodriguez, 2010). Entre estas tres especies, la mas cultivada es D. rotundata ya que es tolerante
a las enfermedades foliares y mas apetecible al consumidor. Sin embargo, D. alata es mas facil
de propagar y tiene mayor rendimiento en su produccion, aunque el suelo tenga poca fertilidad
(Egesi et al., 2009). Otras especies de este cultivo tienen importancia en la medicina tradicional
(Asiedu y Sartie, 2010).

Entre los beneficios de este cultivo estd la disponibilidad que tiene durante todo el afo,
por su amplia variedad de especies y cultivares. Estas se pueden cultivar y cosechar en diferentes

épocas, permitiendo tener el producto disponible durante todo el afio.
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Figura 1. Produccion anual de fiame en los diferentes paises (Asiedu y Sartie, 2010).

Otra de las ventajas es que tiene un tiempo de dormancia de 2 a 4 meses, lo que permite
almacenarlo por largos periodos de tiempo sin refrigeracion (Asiedu y Sartie, 2010; Rodriguez,
2000). Estas caracteristicas lo hacen un cultivo importante en los periodos de escasez de comida.

Este cultivo perdura de seis a doce meses, dependiendo de la especie y variedad
sembrada. En la propagacion de este cultivo se utiliza el tubérculo o secciones de este y es
mayormente sembrado en monticulos (cerones) o bancos (Gonzalez-Vélez, 2006). Para evitar la
acumulacion de humedad entre plantas y mejorar los rendimientos, los agricultores prefieren
estacar las plantas (Asiedu y Sartie, 2010; Gonzalez-Vélez, 1997).

El cultivo de fiame se ve afectado por un sinnimero de enfermedades que afectan
directamente el follaje y la semilla. En los cultivares de D. rotundata, la enfermedad principal es
la pudricién de semilla causada por un complejo de patogenos que envuelve hongos, bacterias y
nematodos. En el cultivar Florido de D. alata, la enfermedad mas destructiva es la antracnosis

también conocida como “la candelilla” (Gonzalez-Vélez, 1989). Esta enfermedad es causada por



el hongo Colletotrichum gloeosporioides y es la principal causa del decaimiento del cultivar
Florido de D. alata, causando pérdidas en los rendimientos de un 50 a un 90% (Gonzalez-Vélez,
2006; Egesi et al., 2007; Mignouna et al., 2001). En otros paises, se han reportado especies de
Colletotrichum provocando la antracnosis en otras especies de fiame, siendo D. alata la mas
susceptible (Amusa et al., 1996; Abang et al., 2002; Ayodele et al., 2003; Akem 1999; Onyeka et
al., 2006). Este hongo es uno de los mas importantes a nivel mundial causando enfermedades en
una amplia gama de hospederos (Hyde, 2009). Es un hongo hemibioétrofo (Alleyne y O’Garro,
2008) filamentoso, cuya fase sexual se conoce como Glomerella cingulata (Weir et al., 2012;
Hyde, 2009; Raj et al., 2012). El género comprende especies de epifitas, saprofitas y patdogenas
de plantas y humanos (Hyde et al., 2009). Una de las caracteristicas de este hongo es la
produccion de estructuras especializadas llamadas apresorios. Estas estructuras son de suma
importancia para que ocurra la enfermedad, ya que se utilizan para penetrar el tejido y obtener
nutrientes de su hospedero (Deising et al., 2000). Los sintomas provocados por Colletotrichum
spp. en este cultivo son necrosis foliar y muerte regresiva del tejido, reduciendo el area
fotosintética, y por ende, el rendimiento de las plantas (Mignouna et al., 2001; Egesi et al.,
2007). La antracnosis ataca este cultivo en todas las etapas de desarrollo, siendo la etapa de
tuberizacion la mas susceptible (Egesi et al., 2009; Rodriguez, 2000; Palaniyandi et al., 2011).

El establecimiento de medidas de control efectivas depende de una identificacion precisa
del patogeno. Usualmente, este hongo es identificado morfolégicamente por las caracteristicas de
sus conidios y apresorios, curvas de crecimiento y apariencia en medio de cultivo, pero esto no
es practico debido a la similitud entre las diferentes especies (Hyde et al., 2009). Para una
identificacion efectiva y confiable de este hongo es necesario emplear técnicas moleculares

(Onyeka et al., 2006; Mignouna et al., 2001; Ripoche et al., 2008). El gen mas utilizado para



identificar hongos molecularmente es la region ITS de ADN ribosomal (Weir et al., 2012; Hyde
et al., 2009). Sin embargo, esta region genética no separa bien las especies de Colletotrichum,
por lo cual se recomienda la utilizacion de otros genes, esto en combinacién con la
caracterizacion morfolégica. A pesar de esto, uno de los problemas en la caracterizacion
molecular es que muchas de las secuencias existentes en los bancos de genes (“GenBank”) no se
han identificado apropiadamente y se han limitado a C. gloeosporioides (Hyde et al., 2009). El
disefio de marcadores moleculares especificos para ciertas regiones conservadas dentro del
genoma es otro método recomendado (Raj et al., 2012).

Para controlar esta enfermedad hay que tener en cuenta que la intensidad de la
enfermedad depende de la etapa fenoldgica del cultivo, en que estado este la epidemia, las
temperaturas, la resistencia del cultivo y las practicas culturales utilizadas (Egesi et al., 2009; Raj
et al., 2012). El nivel de in6culo en el suelo y residuos de pasadas cosechas en los predios es otro
factor conducente a que ocurra la enfermedad y contintie dispersandose (Raj et al., 2012). Entre
las préacticas recomendadas en el control de esta enfermedad esta el uso de variedades resistentes,
material libre de enfermedades, y fungicidas (Asiedu y Sartie, 2010; Egesi et al., 2007). Sin
embargo, los agricultores no poseen el conocimiento sobre la interaccion de estos factores, ni
poseen los recursos para la compra de productos quimicos (Ripoche et al., 2008; Raj et al., 2012;
Egesi et al., 2007). Por otro lado, el control quimico requiere de aplicaciones bisemanales y
mensuales, lo que no es favorable para el ambiente, e incurriendo en un alto riesgo de que el
hongo desarrolle resistencia a los mismos (Onyeka et al., 2006; Palaniyandi et al., 2011). Es de
suma importancia educar a los agricultores de fincas pequefias sobre la importancia de utilizar

practicas culturales como la rotacion de cultivos, ya que al tener poco terreno, estos no realizan



esta practica. Esto aumenta la incidencia de la enfermedad por los residuos de plantas enfermas
que contienen el indculo y lo dispersan (Ripoche et al., 2008).

En Puerto Rico, la produccion de fiame en los anos 80 era de aproximadamente 16,000
toneladas, considerandose uno de los cultivos de raiz mds importantes en la isla (Gonzélez-
Vélez, 1989). La produccion ha mermado dramaticamente hasta las 8,749 toneladas para los afios
2010-2011 (Departamento de Agricultura, 2011). Esta reduccion se ha debido a factores
econoémicos, plagas y enfermedades. Otro factor que abona a esta marcada reduccion en la
produccion local ha sido la inhabilidad de los agricultores para competir con el producto
importado, ya que éste es mucho mas econdémico y la produccion local no suple la demanda en la
isla (Gonzélez-Vélez, 2006). La importacion de fiame a Puerto Rico proviene mayormente de
Costa Rica, del cual se importan 15,120 toneladas anualmente, seguido de Colombia con 1,370
toneladas y Republica Dominicana y Nicaragua con 200 y 82 toneladas, respectivamente
(Departamento de Agricultura, 2011). La tnica especie de Colletotrichum reportada en la isla y
en otros paises causando la antracnosis es C. gloeosporioides, siendo uno de los limitantes para
el control de la enfermedad. El no identificar correctamente las especies, impide establecer
métodos efectivos de control. Por otro lado, en los ultimos 35 afos no se ha realizado
investigacion de indole fitopatoldgica en este cultivo. Mucha de la investigacion realizada en los
afios 80 estuvo enfocada en el rendimiento del cultivo en las cuales se realizaron evaluaciones
generales de la antracnosis (Torres et al., 1986; Mignucci et al., 1988; Irizarry et al., 1993;
Gonzalez-Velez, 2006; Gonzalez et al., 1989).

Como parte de los esfuerzos en incrementar la produccion local de fiame en Puerto Rico,
es necesario identificar y caracterizar patdgenos foliares incluyendo las especies de

Colletotrichum para desarrollar y establecer medidas de control especificas y efectivas que



incrementen la produccién local y la competitividad de los agricultores con los productos de

importacion.



REVISION DE LITERATURA

Origen e importancia del cultivo de iame

El fiame es un farinaceo perteneciente al género Dioscorea (Asiedu y Sartie, 2010; Levot,
2008). La familia Dioscoreaceae estd compuesta de nueve géneros y esta representada por 600 a
900 especies de plantas, de las cuales 25 son de consumo humano (Gonzalez-Vega, 2012; Egesi
et al., 2009). Este cultivo es oriundo de las regiones tropicales de Africa, Asia y América
(Lubin, 1990; Rodriguez, 2000). La planta se compone de tallos que forman bejucos con una
alta capacidad para trepar y la forma de sus hojas varia de acuerdo a la especie y cultivar (Figura
2). El tubérculo, el cual es comestible (Figura 3), es un tallo engrosado producida en el subsuelo
o aéreas en algunas especies (Rodriguez, 2000; Baquero, 2002). Las diferencias entre el fiame y
el resto de las raices y tubérculos radica en su amplia diversidad genética y origen. Las especies

se han separado en D. alata, D. rotundata, D. esculenta y D. trifida (Gonzalez-Vega, 2012).
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Figura 3. Tubérculos de D. rotundata, cosechado en una finca de Aibonito, P.R.



El name puede suplir el 100% de energia y proteina, el 13% de calcio y el 80% de hierro
que requiere un hombre adulto diariamente (Chou et al.; 2006, Raj-Bhandari et al., 2003).
Aunque la cantidad de proteina que contiene el iame es mas baja que la proteina presente en la
mayoria de los cereales, éste puede proveer mas proteina por hectarea por afio que el maiz, arroz,
sorgo y soya. Es por esto que se considera el segundo cultivo de raiz mas importante en Africa,
seguido de la yuca (Delebo, 2008; Raj et al., 2012). Ademads, proporciona alrededor de 300
calorias en la dieta diaria a las personas que lo consumen. Constituye una excelente fuente de
carbohidratos, sales minerales como el calcio, el hierro y el fosforo, contiene altos niveles de
vitaminas A y C, asi como la vitamina B1 o tiamina, importante en el crecimiento de los nifios, y
la vitamina B5 de importancia para el sistema inmunologico (Wanasundera y Ravindran, 1994).
Presenta también bajos niveles de grasa, es buen estimulante del apetito y excelente depurador de
la sangre (Gonzalez-Vega, 2012). Estudios recientes sugieren la utilizaciéon de especies tales
como D. alata, D. bulbifera, D. cayenensis, D. dumetorum, D. trifida, D. laxifora y D.
microbotrya para prevenir la malaria, fiebre amarilla, el dengue y para incrementar la fertilidad
en las mujeres (Siqueira, 2011).

Este género de plantas posee especies medicinales con alto contenido de diosgenina, la
cual es utilizada en la sintesis de varios esteroides y es extraida de las raices y el bulbo de esta
planta (Ondo-Ovono et al., 2010). Especies silvestres como D. opposita, D. villosa 'y D. batatas
contienen una progesterona natural que puede ser utilizada para tratar irregularidad menstrual,
sindromes premenstruales y la menopausia. Ademas, otras especies reportadas como medicinales
son D. alata, D. bulbifera, D. cayenensis, D. dumetorum, D. trifida, D. laxifora y D. microbotrya

(Wu, 2005; Rebbeck et al., 2007).



Otra de las razones por las cuales este cultivo uno de los mas importantes son sus
excelentes propiedades de almacenaje, ya que puede ser almacenado durante seis meses sin la
necesidad de ser refrigerado (Ondo-Ovono et al., 2010). Este es cultivado por pequeiios y
medianos agricultores, es un cultivo flexible ya que por su amplia cantidad de especies y
cultivares, puede ser sembrado durante diferentes épocas para tener el producto durante todo el
afio. Ademas, constituye la principal fuente de ingresos y empleo en muchas zonas rurales del

mundo (Asiedu, 2003; Gonzalez-Vega, 2012; Ruiz-Pérez, 2003).

Produccion y propagacion

La produccién mundial de fiame se estima en 63 millones de toneladas por afio, de las
cuales Africa produce aproximadamente el 97% (especialmente de la especie D. rotundata),
siendo el mayor productor a nivel mundial (FAOSTAT, 2015; Asiedu et al., 2003; Asiedu y
Sartie, 2010). A pesar de esto, la produccion no da abasto con la demanda de este cultivo en este
continente, estimandose que mas de un 25% de la produccidon anual se pierde a causa de
enfermedades y plagas (Amusa et al., 2003).

En P.R. en los afios 80, el iame era uno de los cultivos de raiz més importantes con una
produccion de aproximadamente 16,000 toneladas por afio (FAOSTAT, 2015; Gonzalez et al.,
1989). Este ocupaba el tercer lugar de importancia en cultivos de farinaceos en la isla
(Departamento de Agricultura, 2011). Sin embargo, desde entonces la industria ha ido decayendo
debido a diversos factores como las enfermedades, la economia, las plagas y la inhabilidad de los
productores para competir con las importaciones de otros paises (Gonzalez-Vélez, 2006). En el
afio 2012, la produccién estimada fue de 3,650 toneladas, con una reduccién marcada de 12,350

toneladas (Figura 4) (FAOSTAT, 2015). Debido a esta dramética reduccion, se importan grandes
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cantidades de flame de otros paises, tales como Costa Rica y Colombia para abastecer el
consumo local (Gonzalez-Vélez, 2006, Gonzalez et al., 1989; Departamento de Agricultura,
2011). La produccion de name es relativamente costosa comparada con otros cultivos de raices y
tubérculos debido a los costos de produccion, la mano de obra, rendimientos no favorables y
pérdidas en su almacenaje (Asiedu y Sartie, 2010; Delebo, 2008). Los pueblos de mayor
produccion en la isla segun el Censo Agricola (2012) son Aguada, Barranquitas, Orocovis, San

Lorenzo, San Sebastidn, Yabucoa y Utuado.
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Figura 4. Produccion de fiame en Puerto Rico desde los afios 1980 hasta el 2012 (FAOSTAT,
2015).

De las 600 especies de fame existentes, s6lo algunas son importantes a nivel alimenticio.
En el oeste de Africa las especies mas importantes son D. rotundata, D. cayenensis, D. alata, D.
dumetorum, D. bulbifera y D. esculenta (Delebo, 2008). Este cultivo se siembra en monticulos o
bancos con las plantas estacadas (Gonzalez-Vélez, 1997). Una de las caracteristicas de siembra

en Africa es hacerlo en un nuevo predio luego de la cosecha para que los comerciantes puedan
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tener el producto disponible luego de la cosecha regular. Asiedu (2010) menciona que las plantas
estacadas tienen mayor produccion que las otras, pero esto es un factor a evaluar con el costo de
materiales y mano de obra del estacado. En investigaciones anteriores se predijo que debido a los
costos de produccion, mano de obra y pérdidas en el almacenaje, la produccion del fiame podria
reducirse dramaticamente en los proximos 15 afos. La escasez del material de siembra en este
cultivo y de terreno para la siembra del mismo son algunos de los contratiempos que tiene su
produccion (Opara, 2003).

En Puerto Rico, las especies mas cultivadas son D. rotundata (cv. Habanero y Guinea
Negro) seguido por D. alata (cv. Diamantes, Binugas y Kinabayo) y una pequefia cantidad de D.
trifida (cv. Mapuey) (Mignucci et al., 1988; Hepperly and Véazquez., 1989). Este cultivo puede
ser sembrado de diferentes formas de acuerdo a la especie que se desee cultivar. Requiere de
suelos fértiles, sueltos, profundos y con buen drenaje (Rodriguez, 2000). En Puerto Rico el pH
del suelo debe estar entre 5.5 y 6.5, y mayormente se siembra a una elevacion de 200 metros
sobre el nivel del mar, pero puede llegar hasta unos 600 metros (Roman et al., 1991; Mignucci et
al. 1988; Gonzélez-Vélez, 2006). El riego puede ser natural o entre 152 y 203 centimetros de
lluvia bien distribuidas durante el ciclo de crecimiento (Hepperly and Véazquez, 1989; Roman et
al., 1991). Como material de propagacion se utilizan rizomas enteros de 113 a 340 gramos ya
que germinan mejor y resisten mejor la sequia y el ataque de plagas, también se utilizan
secciones de rizomas de 113 a 227 gramos. Estos se deben cubrir con cal y secar al aire de 24 a
48 horas antes de sembrar para suberizar el tejido y evitar la pudricion (Mignucci et al., 1988;
Mozie, 1984). La duraciéon del periodo de latencia natural fluctiia entre 4 y 18 semanas
dependiendo de la variedad de fiame. Se han utilizado algunos compuestos quimicos para

prolongar el periodo de latencia, y por ende, el periodo de almacenaje y mercadeo (Ruiz-Pérez,
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2003; Delebo, 2008). Un ejemplo de esto es el acido giberélico, que aplicado a los tubérculos
después de su cosecha, ha sido capaz de extender el periodo de latencia por nueve hasta once
semanas en D. rotundata y por 13 semanas en D. alata (Rao, 1990; Girardin et al. 1997).
Durante el periodo de almacenaje se pierden grandes cantidades de fiame por diversas causas.
Algunas de estas pérdidas son enddgenas, fisioldgicas e incluyen la transpiracion, respiracion y
germinacion del flame, otras son factores exdgenos, tales como insectos, nematodos, ratas,
bacterias y hongos que deterioran el producto almacenado (Delebo, 2008; Girardin et al., 1997).
En la preparacion del suelo se utilizan dos cortes o mas de arado y rastrillado segin sea
necesario, esto para facilitar la preparacion de los bancos y cerones. Se debe preparar bien el
suelo para evitar que se afecte la forma y apariencia del name, y que no dificulte la cosecha
(Gonzalez et al., 1997; Gonzalez-Vélez, 2006). La época y distancias de siembra varian entre las
especies. La especie D. rotundata se puede sembrar desde enero a mayo dependiendo de la
zona, pero se recomienda sembrarlo de octubre a diciembre para cosecharlo en la época cuando
no hay produccion de fiame local (Ramirez, 1984). La semilla de este se debe sembrar sobre el
banco a 0.08 metros de profundidad cubriendo la misma, se pueden sembrar a 1.2 m de
separacion entre bancos y de 0.30 m a 0.46 m entre plantas. Es necesario estacar las variedades
de esta especie de name (Gonzalez et al. 1997; Roman et al., 1984). En D. alata la época de
siembra es entre abril y mayo, y la distancia de siembra es de 0.91 m a 1.2 m entre los bancos y
0.30 metros entre plantas (Gonzélez-Vélez, 2006). Aunque las variedades dentro de esta especie
no requieren estacado, se recomienda realizarlo ya que mantienen las hojas expuestas a la luz
solar, aumentando el proceso fotosintético y reduciendo la exposicion al suelo. Esta practica
incrementa los rendimientos y evita el contacto de ésta con el indculo de microrganismos

patdgenos en el suelo (Gonzalez et al., 1997). Algunos agricultores de la isla utilizan un método
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de siembra llamado cerones, en el cual preparan monticulos de tierra de aproximadamente 0.91
m, en cada uno de los monticulos se siembran de 3 a 4 semillas y se les coloca una estaca de 1.52

a 2.13 m para que las plantas se enreden (Cardona, 2007).

Plagas y Enfermedades

El cultivo de name es afectado por un sinnimero de plagas y enfermedades, tanto foliares
como en el tubérculo. Entre los patdégenos que causan enfermedades en el follaje esta Curvularia
spp. provocando manchas circulares necrodticas, y Fusarium oxysporum, Cescospora sp. y
Sclerotium rolfsii, causando marchitez vascular (Mignucci et al., 1988; Amusa et al., 1996;
Twumasi, 1986). En Puerto Rico se demostrd una interaccion entre Fusarium sp., Meloidogyne
incognita y Pratylenchus coffeae afectando la semilla y tallos en D. rotundata (Montalvo y
Meléndez, 1986). En India, Hong Kong y Guadalupe también se ha reportado Curvularia
eragrostides, causando manchas en el follaje de este cultivo (Torres-Lopez et al., 1986). En
Puerto Rico desde los afios 1980 se ha reportado una alta incidencia de Curvularia spp.
mayormente en Dioscorea rotundata cv. Guinea y Dioscorea alata cv. Florido, Binugas,
Forastero y Purmay. Este hongo causa manchas necroticas redondas en el follaje con margenes
irregulares y algunas de estas con los margenes clorédticos (Gonzélez et al., 1997; Torres-Lopez
et al., 1986). En estudios previos se identificaron dos especies de este hongo, Curvularia
eragrostides 'y Curvularia geniculata causando este tipo de lesiones, pero sin embargo, los
sintomas aparecian mas rapido y mas severos con C. eragrostides (Torres-Lopez et al., 1986).
Curvularia pallescens es otra especie que se ha reportado afectando este cultivo en Nigeria
(Amusa et al., 2003; Amusa et al., 1996), pero esta no ha sido reportada en Puerto Rico.

Dioscorea cayennensis es otra especie de fiame afectada por este hongo en Brasil (De Paula,
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2000). En el caso de Fusarium oxysporum, la enfermedad se caracteriza por marchitez de las
hojas y muerte de los tallos desde el &pice hasta la base de las plantas, coloniza intra e
intercelularmente el tejido de las plantas enfermas, que muestran una coloracion rojiza en su
interior (Gonzalez et al., 1997; Pinzon et al., 2013). En los afios 1980 en Puerto Rico, ésta fue
una de las enfermedades mas importantes en este cultivo.

En Nigeria se han reportado pérdidas en este cultivo a causa de las manchas necroticas
causadas por el hongo Cercospora sp. (Emua y Fajola, 1983). Las lesiones son circulares,
negras y brillosas en las hojas y tallos del fiame de agua (D. alata) (Twumasi, 1986). También
se ha reportado en D. alata al hongo Sclerotium rolfsii causando lesiones negras, circulares y
concéntricas en el follaje. Una vez la enfermedad avanza, las manchas en las hojas se secan y el
tejido colapsa (Jeeva et al., 2005). En el sur de Nigeria este hongo se ha reportado como el
segundo mas cominmente encontrado en lesiones foliares (Amusa et al., 2003). Sin embargo, en

Puerto Rico no ha sido reportado en los tltimos 30 afios.

Las enfermedades causadas por virus también son limitantes en este cultivo. De todos los
virus que afectan las especies de Dioscorea, se han identificado siete en Nigeria. Estos son: el
Yam Mosaic Virus (YMYV), Dioscorea alata virus (DAV), Dioscorea dumetorun virus (DdV),
Dioscorea alata baciliform virus (DaBV), Cucumber mosaic virus (CMV) y Dioscorea mottle
virus (DMoV) (Amusa et al., 2003, Asiedu et al., 2003). Los primeros tres antes mencionados
son del género Potyvirus, DaVB es del género Badnavirus, CMV del género Cucumovirus y
DMoV del género Comovirus (Asiedu et al., 2003; Kenyon et al., 2008). El YMV es transmitido
por un afido e infecta un sinnimero de especies de Dioscorea, particularmente D. alata, D.
rotundata, D. cayenensis y D. trifida. Este virus es considerado el mas importante en este

cultivo, causando grandes pérdidas de hasta un 50% en regiones de Africa (Egesi et al., 2007).
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Sus sintomas son manchas verdes, moteado, venas cloréticas y rizado en las hojas (Mignouna et
al., 2003). El virus del fiame de agua o DAV es encontrado mayormente en esta especie y sus
sintomas son muy similares al YMV (Amusa et al., 2003). En Puerto Rico se ha reportado que
D. trifida y D. esculenta son mas susceptibles al YMV (Hepperly y Vazquez, 1989; Gonzalez-

Velez, 2011).

Debido a enfermedades post-cosecha, el niame esta sujeto a pérdidas que se estiman en un
50% en sus rendimientos. Entre los patdgenos y plagas que afectan este cultivo post-cosecha en
Puerto Rico estan los nematodos: Pratylenchus coffeae, Scutellonema bradys, Rotylenchus sp. 'y
Meloidogyne incognita, y el gusano blanco, Diaprepes spp. (Asiedu y Sartie, 2010; Gonzalez et
al. 1997, Roman et al., 1984, Montalvo y Meléndez, 1986, Opara, 2003). En Nigeria se han
reportado diferentes especies de Penicillium spp., Fusarium spp., Botryodiplodia theobromae,
Aspergillus tamari, Rhizopus nigricans, Sclerotium rolfsii, Muccor circinelloides, Trichoderma

viridae y la bacteria Erwinia carotovora asociados a dafios en almacenaje (Amusa et al., 2003).

La pudriciéon seca, la pudricion blanda y la pudricion hiimeda son tres de los dafios
causados por estos microorganismos en almacenaje. En la pudricion seca los sintomas varian en
la coloracion dependiendo del patdogeno que esta invadiendo los tejidos. Estos se tornan duros y
secos y son invadidos por otros hongos saprofitos tales como Aspergillus sp., Rosellinia bunodes,
Botryodiplodia theobromae y Penicillium sp. que posteriormente tornan el tejido marrén con
margenes amarillos (Amusa et al., 2003, Opara, 2003, Roman et al., 1984). Dichos tubérculos se
tornan polvorientos y se rompen en pequefias particulas secas. Fusarium spp. también se ha
reportado asociado a la pudricidon seca del tubérculo del fiame en Nigeria, produciendo una
coloracion de rosa a amarilla en los bordes del tejido, dentro de estas especies se encuentran F.

solani, F. oxysporum y F. moniliforme (Amusa et al., 2003). Ademas, los nematodos, S. bradys
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y P. coffeae causan pudricion seca del fiame, en su estado interno provocan lesiones crema y
amarillas que pueden extenderse hasta la base del tallo y crear grietas sobre la corteza (Roman et
al., 1984). Estos nematodos desprenden la corteza y necrotizan la pulpa del fiame (Gonzélez et
al., 1997), como también atacan el tejido cortical del tubérculo, produciendo lesiones secas
negras que reducen el desarrollo, la calidad, los rendimientos y por ende su valor comercial
(Oramas et al., 1990). En el caso de la pudricion blanda, el tejido se torna marrén y blando
debido a la produccion de micelio de los hongos, y en algunas ocasiones se torna himedo por el
colapso de las paredes celulares. En Nigeria se ha reportado la presencia de los hongos Rhizopus
spp., Mucor circinelloides, S. rolfsii, Rhizoctonia solani y Armillariella mellea asociados a este
tipo de pudricion (Amusa et al., 2003). La pudricion humeda se caracteriza por la supuracion de
un liquido blanco fuera del tubérculo cuando éste es presionado; este sintoma usualmente esta
asociado a la bacteria Erwinia catovora (Okigbo, 2003).

A nivel mundial, la enfermedad mas importante afectando el follaje del fiame es la
antracnosis causada por el hongo Colletotrichum gloeosporioides (Abang et al., 2003; Gonzalez-
Vélez, 1989; Mignucci et al., 1988; Egesi et al., 2007; Ripoche et al., 2008). Sin embargo, en
otros paises se han reportado otras especies de este hongo causando dafios en el cultivo (Amusa
et al., 1996, Akem, 1999, Abang et al., 2003 y Abang et al., 2002). Esta enfermedad afecta las
hojas, los peciolos y los tallos de las plantas, resultando en una necrosis extensa y muerte
regresiva del tejido (Mignucci et al., 1988; Egesi et al., 2009; Abang et al., 2009). La especie de
flame mas susceptible a este hongo es D. alata (Abang et al., 2006; Asiedu et al., 2010). En
Nigeria este hongo se reporta afectando también la especie D. rotundata y D. cayenensis con la
misma intensidad. Ademas, estudios previos en este pais indican que esta enfermedad es causada

por un conjunto de patdogenos que incluyen: Curvularia eragrostides, C. pallescens,
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Colletotrichum gloeosporioides, R. solani y Pestalotia sp. (Amusa et al., 2003). En varias
investigaciones se ha podido demostrar que C. gloeosporioides produce diferentes patrones de
crecimiento, colores del micelio y otras caracteristicas morfologicas en medio de cultivo
(Ayodele et al., 2003, Abang et al., 2005, Abang et al., 2006; Weir et al., 2012). En estudios
realizados por el IITA (International Institute of Tropical Agriculture) en Africa se ha logrado
aislar a Colletotrichum truncatum causando dano en el follaje de este cultivo (Ayodele et al.,
2003). En un estudio para determinar los agentes causales de manchas foliares en fiame en
Nigeria se encontré que Colletotrichum graminicola y C. lindemuthianum causan este tipo de
lesion en las especies D. alata y D. rotundata, aunque estos no se aislaron con la misma
frecuencia que C. gloeosporioides y Curvularia eragrostides, ambos resultaron patogénicos
(Amusa et al., 1996).

En Puerto Rico esta enfermedad afecta mayormente el follaje de D. alata cv. Florido
reduciendo sus rendimientos en un 50% a un 90% (Mignucci et al., 1988, Gonzilez-Vélez,
2006). Siempre se ha establecido que C. gloeosporioides es el Uinico agente causal, a pesar de
que en otros paises se han reportado otras especies de este hongo afectando el cultivo.
Localmente, las investigaciones anteriores han reportado que D. rotundata es tolerante a esta
enfermedad (Cardona, 2007, Gonzéalez-Vélez, 2006), lo que ha llevado a los agricultores locales
a sembrar esta especie sobre D. alata. Al contrario, en Nigeria se ha reportado que este hongo
ataca ambas especies con la misma intensidad (Amusa et al., 1996, Amusa et al., 2003, Akem,

1999).
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Colletotrichum spp.

Colletotrichum spp. pertenece al Reino: Fungi, Filum: Ascomycota, Subfilum:
Pezizomycotina, Clase: Sordariomycetes, Orden: Phyllachorales, Familia: Glomerellaceae y
Género: Colletotrichum sp. (Agrios, 2005). Es uno de los patdogenos mas importantes a nivel
mundial causando grandes pérdidas econdmicas en un sinnumero de cultivos. Ademas, contiene
especies patdgenas a humanos (Hyde et al., 2009). Durante su fase asexual desarrolla un
acérvulo, que en algunas especies estd rodeado de setas estériles. Esta caracteristica se utiliza
para diferenciar entre especies. Los conidios son ovaladas, hialinas y unicelulares. Su fase
sexual, Glomerella cingulata, se desarrolla mediante la formacion de un peritecio (Figura 5)
conteniendo ascas y ascosporas (Baquero, 2002).

En medio de cultivo, este hongo presenta un crecimiento con micelio septado filamentoso
y ramificado que se puede observar de colores blanco, gris oscuro, gris claro y/o verde olivaceo,
dependiendo de la especie (Weir et al., 2012). Produce microesclerocios y masas de conidios que
van desde color naranja a color salmoén, caracteristica distintiva de este hongo (Baquero, 2002).
También produce apresorios, que son estructuras especializadas utilizadas para penetrar la célula
de su hospedero y asi obtener sus nutrientes. Estos se desarrollan de tubos germinativos que se
forman cuando la conidia se adhiere a la superficie y germina (Weir et al., 2012). Entre los
factores que permiten la formacion de esta estructura estdn un sinnimero de genes asociados a la
infeccion y componentes en la superficie de la planta (Deising et al., 2000; Bailey et al., 1992).
Para que pueda ocurrir la penetracion directa tiene que aumentar la presion de turgor acoplado
con degradacion enzimatica. Los apresorios maduros forman una hifa de penetracion en la base
de la célula, forman nuevas capas en su pared y secretan materiales extracelulares. A pesar de

que este hongo cominmente produce apresorios para poder penetrar la cuticula de su hospedero
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formando un 4rea punzante (Pegs) en el poro de penetracion, éste también puede penetrar
indirectamente a través de las estomas o aperturas del tejido sin la necesidad de tener esta
estructura (Agrios, 2005). Colletotrichum utiliza diferentes tipos de infeccion. La mayoria de sus
especies comienza la infeccion con la produccion de una hifa primaria en una fase de biotrofo
que puede durar de 24 horas a 3 dias. Esta fase de biotrofo, el hongo la utiliza cada vez que va a
infectar una nueva célula.. Una vez el hongo infecta la célula del hospedero, luego de 24 horas
esta comienza a morir debido a la pérdida de las funciones de su membrana plasmatica. Es aqui
donde comienza la fase de necrotrofo donde éste se ramifica dentro de su hospedero por medio
de una hifa secundaria y se alimenta de las células muertas (O’conell et al., 2000). Cuando los
sintomas de la antracnosis comienzan a hacerse visibles ya el hongo ha avanzado radpidamente
matando las células y no es hasta este punto que el hospedero comienza a activar las defensas de
la planta. Sin embargo, esto no impide que el hongo contintie creciendo, ya que las células del
hospedero que producen los compuestos inhibidores del crecimiento del patdogeno, han sido
destruidas (Agrios, 2005).
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Técnicas para la caracterizacion de Colletotrichum sp.

-Caracterizacion Morfolégica

La caracterizacion morfoldgica se basa en las formas de crecimiento del hongo en medio
de cultivo; color del micelio, desarrollo de la colonia mediante curvas de crecimiento y
estructuras de reproduccion o sobrevivencia (Rojas et al., 2010; Tous-Villareal, 2008). Las
formas y tamafios de los conidios y apresorios es otro dato sumamente importante para
diferenciar entre especies (Baquero, 2002). Sin embargo, la caracterizacion morfolégica no es
suficiente para identificar las especies, ya que éstas son muy parecidas entre ellas (Hyde et al.,
2009). Es por esto que para una caracterizacion mas efectiva y confiable es necesario emplear

técnicas moleculares utilizando diferentes genes (Abang et al., 2002).

-Caracterizacion Molecular

Las técnicas moleculares son esenciales para la identificacion en hongos, mayormente
para diferenciar entre especies de Colletotrichum. El reaccion en cadena de la polimerasa o PCR
(por sus siglas en inglés) utilizando “primers” especificos, los polimorfismos de longitud de
fragmentos amplificados (AFLP) y los polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion
(RFLP), son las técnicas mads comunes para separar las especies de este hongo (Abang et al.,
2005; Mignouna et al., 2003). La regiéon de ITS (“Internal Transcribe Spacer”) de ADN
ribosomal es la mas utilizada para la identificacion de este hongo (Cai et al., 2009). Sin embargo,
en estudios recientes se han reportado la ineficiencia de este gen para separar bien las especies
dentro del complejo de C. gloeosporioides, y se recomienda utilizar otros genes para una
identificacion mas efectiva (Weir et al.,, 2012). Los genes de p-tubulina (BTUB) y

gliceraldehido-3-fofato deshidrogenasa (GAPDH) han mostrado ser efectivos en la identificacion
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de este hongo. La B-tubulina es una proteina que juega un rol importante en la formacion del
citoesqueleto y flagelos de los eucariotas, ya que es el componente esencial de los microtubulos
(Einax & Voight, 2003; Rojas et al., 2010). Por otro lado, la enzima GAPDH es sumamente
importante en glucolisis, y en la patogenicidad de hongos y bacterias (Lima et al., 2009).
Ademas de las dificultades utilizando la region de ITS, el mayor problema radica en el momento
de analizar las secuencias en BLAST en el GenBank, ya que hay secuencias identificadas
erroneamente. En estudios previos donde se analizaron las secuencias en el GenBank de C.
gloeosporioides utilizando la region ITS del ADNr, se determind que el 86% de éstas contenian

divergencia y podrian ser otras especies del hongo (Cai et al., 2009).

-Caracterizacion patogénica

Para poder determinar que un hongo es patogénico a un cultivo, es de suma importancia
realizar pruebas de patogenicidad que confirmen que el hongo aislado es el que realmente esta
causando la enfermedad (Riley et al., 2002). Esta técnica también se utiliza para caracterizar las
diferentes especies de un mismo hongo debido al tipo de lesion que ocasiona. En el caso de las
especies de Colletotrichum, éste también es identificado de acuerdo a las caracteristicas de la
lesion que se provoca en el tejido de las plantas (Ayodele et al., 2003). Sin embargo, esto
también depende de la resistencia de las plantas que se estén evaluando. Entre las caracteristicas
que se evaltan esta el color de la lesion, la forma de ésta, el tiempo de aparicion de la lesion y
cuan severa resulté (Baquero, 2002). Ademas, se evalua si el hongo puede infectar la planta sin

herida en el tejido o si solo es patogénico cuando hay una herida en el tejido.
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Por ende, poder realizar una caracterizacion completa y confiable es necesario combinar
la identificacion morfologica, con la molecular y la patogénica (Abang et al., 2006; Hyde et al.,

2009).

Medidas de control

El manejo correcto de una enfermedad envuelve el conocimiento del patosistema con el
que se va a trabajar, ya que la enfermedad conlleva la interaccion entre estos componentes (Egesi
et al., 2009). Entre las practicas culturales mas utilizadas se recomienda el estacado, ya que éste
provee exposicion del follaje a la luz solar para mayor fotosintesis y mayor aeracion entre el
follaje para evitar alta humedad, lo cual favorece la germinacion de los hongos fitopatégenos
(Cardona, 2007). Otra de las practicas que han demostrado ser efectivas para controlar la
antracnosis lo es el intercalado de la especie D. alata que es altamente susceptible, con D.
rotundata que es mas tolerante para reducir el grado de severidad en la enfermedad (Mignucci et
al., 1988, Roman et al., 1991). En el Caribe y demas paises tropicales, uno de los factores que ha
contribuido a la dispersion de la enfermedad y a que ésta cause grandes pérdidas, es el sembrar
continuamente cultivares susceptibles como lo son los de D. alata (Onyeka et al., 2006). El
control de malezas utilizando herbicidas también es una practica importante ya que reduce las
fuentes de inoculo alrededor de las plantas. Por otro lado, la seleccion de un material limpio es
indispensable para establecer un cultivo libre de enfermedades, esto se logra mayormente
mediante la micropropagacion in vitro (Liu et al., 1990; Asiedu y Sartie, 2010).

Existen una gran cantidad de fungicidas utilizados en el control quimico de esta
enfermedad en diferentes cultivos. La mayoria de los métodos de control de enfermedades en
este cultivo son dirigidos a la semilla (Roméan et al. 1984, Oramas et al., 1990, Okigbo, 2003).

Los fungicidas controlan parcialmente la antracnosis, sin embargo, estos requieren de
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aplicaciones mensuales y bisemanales, lo que no resulta favorable para los agricultores ya que
ademds de que incrementa la labor y costos de produccion, puede ser dafiino para el ambiente
(Mignucci et al., 1988, Onyeka et al., 2006; Palaniyandi et al., 2011; Asiedu y Sartie, 2010). En
Puerto Rico, el fungicida més utilizado por los agricultores es Quadris® (23% i.e. azoxystrobin).
Este es un fungicida de amplio espectro con propiedades sistémicas y curativas. Se puede aplicar
en forma de aspersiones foliares y combinarse con otros fungicidas registrados, pero no es una
opcion favorable ya que se considera de alto riesgo por el potencial desarrollo de resistencia en
Colletotrichum spp. (FRAC CODE List, 2013). Actualmente son muy pocas las opciones de
control quimico de esta enfermedad en P. R. En el afio 1997 en Puerto Rico, el fungicida
registrado para controlar la antracnosis en lame era Benomyl-Benlate, éste se aplicaba cuando se
observaba la presencia de los sintomas y se repetia cada 3 a 4 semanas (Plaguicidas Ingresos y
Gastos, 1997). Sin embargo, éste se dejo de aplicar ya que el uso continuo desarrollo resistencia
del patoégeno reduciendo su eficacia.

La seleccion de variedades resistentes es una de las alternativas mds importantes ya que
la aplicacion de fungicidas se complica por la limitacion de productos registrados y no es costo
efectiva para los agricultores (Onyeka, 2006; Raj, 2012). En Puerto Rico, D. rotundata es la
especie mas sembrada por los agricultores ya que presenta mayor resistencia a la enfermedad y
tiene buen precio de venta (Mignucci et al., 1988). A pesar de esto, cultivares de D. alata como
Diamantes, Forastero y Kabusach han demostrado ser tolerantes a la antracnosis aun sin ser
estacadas (Gonzalez-Vélez, 2006). En estudios anteriores en Nigeria han clasificado el cultivar
Forastero de D. alata como resistente. Es por esto que se recomienda la evaluacion continua de
las diferentes variedades de D. alata para identificar posible resistencia a la enfermedad.

Ademas, se ha demostrado que a pesar de que hay cultivares que se muestran susceptibles a la
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enfermedad, estos pueden tener un buen rendimiento de tubérculo fresco. Sin embargo, se ha
observado que C. gloeosporioides, tiene una alta diversidad genética, desarrollando nuevas cepas
virulentas que pueden afectar la resistencia que tengan ciertas especies o cultivares de fiame
(Mignouna et al., 2001; Abang at al., 2006, Campo-Arana, 2011). Es por esto, que es de suma
importancia entender las variaciones entre el hospedero y el patdogeno para poder sacar provecho
de la resistencia de las plantas. La respuesta de la resistencia de los cultivares de fiame no se
puede evaluar desde un s6lo punto de vista, ya que en algunos casos la enfermedad puede
comenzar en etapas tempranas del cultivo, pero con un desarrollo lento y en otros casos ésta
puede ocurrir en etapas donde el cultivo estd mas maduro, pero la enfermedad se desarrolla mas
rapido (Onyeka et al., 2006). Esto es debido a que mientras mas maduro esté el cultivo,
posiblemente esté en estado de senescencia donde el tejido estd mas débil y susceptible a
cualquier patégeno. Ademas de esto, se ha reportado que las plantas con una cuticula mas gruesa,
estomas mas cortos y mayor acumulacion de fenoles en las hojas son mas resistentes que las que
no tienen estas caracteristicas (Egesi et al., 2007).

El control bioldgico es otra alternativa que se utiliza para controlar el crecimiento de este
hongo por medio de antagonismo. Palaniyandi (2011) reportd a la bacteria Streptomyces sp.
como una alternativa para controlar el crecimiento de Colletotrichum sp. y para disminuir la
severidad de la antracnosis en D. batatas. Esta bacteria in vitro inhibi6 el crecimiento del hongo

hasta un 65%.
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MATERIALES Y METODOS

Evaluacion de la coleccion de germoplasma

Se utilizé la coleccion de germoplasma de fame (Dioscorea spp.) localizada en la
Estacion Experimental Agricola de Corozal (N 18°11.168” W 066°18.379) (Figura 6), para la
recoleccion de muestras foliares y aislacion de Colletotrichum spp. El muestreo se realizo el 29
de agosto, el 12 de agosto y 18 de septiembre de 2012. Los terrenos de la Estacion Experimental
en Corozal tienen una elevacion de 200 m sobre el nivel del mar, con suelos profundos, acidos y
con un declive de 5% a 12%, el clima es subtropical, las temperaturas fluctian entre 26°C a

35°C, y el pH del suelo flucttia entre 5.0 a 5.5 (Irizarry y Rivera, 1993).

Figura 6. Coleccion de germoplasma de fiame ubicada en la Estacion Experimental Agricola de
Corozal (N 18°11.168” W 066°18.379).
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Esta coleccion estaba compuesta por 23 cultivares de fiame, representadas en cinco
especies; D. alata, D. rotundata, D. cayenensis, D. esculenta 'y D. trifida. De la especie D. alata
se evaluaron los cultivares Gunung, Diamantes, Binugas, Kinabayo, Kabusach, Del Monte, PI
15587, PI 15567, Forastero y Purmay. De la especie D. rotundata se evaluaron los cultivares
Colombiano, Guinea Negro y Gefio. De la especie D. esculenta se evaluaron los cultivares PI
13347, Muni, Doli, PI 11346, PI 11345, Kombi, Seti y Beti. De la especie D. cayenensis se
evaluo el cultivar PI 15520 y de la especie D. trifida el cultivar Mapuey. El predio estaba
organizado en cuatro hileras por cultivar con 10 plantas por hilera, para un total de 40 plantas por
cultivar.

El predio fue arado, rastrillado y se realizaron bancos de siembra. La distancia entre
plantas fue de 0.30 m y entre bancos fue de 1.21 m. Se utiliz6 riego natural, se le aplicaron 4
onzas del fertilizante 14 N -3 P- 13 K en dos aplicaciones, a los dos y cinco meses de siembra. Se
aplicaron los fungicidas Quadris® (23% Azoxystrobin) y Kocide® 3000 (Copper Hydroxide
46.1%) y los herbicidas Clomazon [2(2-clorofenil)metil-4, 4-dimetil-3)] pre-emergente y
Paraquat [Dicloruro de 1-1dimetil-4,4 bipiridilo (V)] post-emergente para el manejo de malezas.

Los sintomas a evaluar fueron manchas y necrosis en las hojas, peciolos y tallos de la
planta. Se colectaron de tres a cuatro muestras de tejido con diferente sintomatologia dentro de

cada variedad de fiame.

Catastro en municipios de mayor produccion de iame
Se realizd un catastro alrededor de la isla en los pueblos de mayor produccion de fiame de
acuerdo con el Censo Agricola de 2012 (USDA, 2012). Con el propoésito de evaluar los dafios

foliares en el cultivo, se visitaron fincas comerciales en cada pueblo seleccionado (Figura 7). En
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San Sebastian y Barranquitas se visitaron tres fincas; en Moca, San Lorenzo y Utuado se
visitaron dos fincas; y en Aguada se visitdé una finca. En cada finca se completé un formulario
con informacion de las especies de fame sembradas, datos climatologicos, caracteristicas del
cultivo y del predio y comentarios de los agricultores (Apéndice A). Los datos climatoldgicos se
obtuvieron de la pagina web de la NOAA (National Oceanic and Atmospheric Administration) y
las ubicaciones del predio se obtuvieron utilizando un Sistema de Posicionamiento Global
(GARMIN, Oregon 550t). Se tomaron fotos del predio y de los sintomas observados y se
colectaron muestras para ser procesadas en el laboratorio. Ademas, se determind el porciento de
necrosis foliar en cada finca, utilizando una escala visual previamente desarrollada para
Colletotrichum en fiame (Egesi, 2007). Esta escala consistia de cinco niveles, donde 1= ningiin
sintoma, 2= sintomas moderados o leves, 3= sintomas severos, 4= bastante severo y 5= mas del

50% del tejido en las plantas estaba enfermo.

/ y | vef 2
; ]  Hatil ! { } ja fLano.~
i LY i 4 {Bareet mamai /YR ""9' 3“" e =~ &
L B \ \ ! Arecibo i (onetal 7 Baja ;' Ajta L v m. Pi!draj,\ \Lolz‘!
S Mecan : 5‘ ___\,Hv;czmyzl ' H l& e~ -4'\‘ ',‘,-f,-zr“ 7 i “ina 'y Rio l 0
W A A ! et o Alka 3, r A ; Crram!e ! ugiite
7 tidn 7", 7 gk i 2 J*"'r 3 \ —
Pt —-'?b“ £ 3 Rt iliasmenn “‘ {Morovis |Corn::1'_ \ "‘"’ ]Trny'lo \, % s F 4
N Y @l ¥  Cisles | i f'llarugit‘n‘." Y Slte N 7S gjarde
Aaseo fk‘--- ares Ubsds o { ___l.\ ‘. Ay - Hee N __J_ _‘ T
....... 4 ‘--'\ 1 e H 7 L J- - I - ""( Aguas ‘a' bunbo"‘ / T Lriba
I'Inyagdu N g']; e ‘:- '\ ""‘""*‘-\;‘ '\' ™ —A“)__—" Ovocovis ‘ 2::?.'; L____; mr— 639““ i ‘.‘- /ﬁd}r = y
73 REEEEE o 0\, AU '}/L-& j / sam S

et e, : I

¢

J
fLorenzo e Humus
{ e

. s iy S
<~ Bermin / '5abana; e -’ H ._ b
) | Grulde *auﬂ/' ? 'laf- R ---.1‘ .
Cabo :..: ---------- -r" ,'. Guaya: ‘.“" Ponce JhluaDuxl _ \ o _(\ ‘‘‘‘‘‘
. A I  Santa / Shlmni R \é""' Mlm gaunn'l;"_'
{  lsabel } Guayama \J°

1. Municipios de Puerto Rico.

Figura 7. Seis pueblos en Puerto Rico de mayor produccion de fiame a ser evaluados: Moca, San
Sebastian, Aguada, Utuado, Barranquitas y San Lorenzo. Tomado de: www.salonhogar.net.
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El muestreo de las fincas y de la coleccion de germoplasma se realiz6 del follaje en pleno
desarrollo vegetativo (plantas de mas de tres meses). Se colectaron hojas con los diferentes
sintomas que presentaba cada variedad y se colocaron en bolsas plésticas dentro de una nevera
con hielo para mantenerlas frescas durante el transporte. Luego, se llevaron al laboratorio de
Fitopatologia de la Subestacion Experimental Agricola de Isabela para ser procesadas. Los
sintomas se describieron detalladamente y se observaron bajo el estereoscopio (Olympus SZ61,
S22-ILST, 8E07493) para observar posibles estructuras del agente causal en las lesiones. Se
tomaron fotos de las muestras y se procedi6 con el aislamiento en medios de cultivo artificial. Se
cortaron pedazos de 5 mm de tejido sano y tejido sintomatico y se desinfectaron superficialmente
con alcohol etilico al 70%, hipoclorito de sodio al 10% y agua destilada estéril por un minuto
cada uno (Agrios, 2005). Una vez completado este proceso, el tejido se colocod en papel secante
estéril y luego se aislaron en Agar de Papa Dextrosa (PDA; Difco Laboratories) (Apéndice B-1)
y se incubaron a 25°C por siete dias. Las colonias de hongos que crecieron en el medio se
transfirieron a PDA nuevamente para purificarlos. El aislamiento de las bacterias se realizd
colocando los pedazos de tejido en tubos de centrifuga estériles con agua destilada estéril y se
agitaron por un minuto. Luego, se realizaron estriados en Agar Nutritivo (NA; Difco
Laboratories; Apéndice B-2) y se incubaron a 25°C por 48 horas. De los aislados obtenidos se
realiz6 una lista de codigos organizada de acuerdo a la especie de name, la variedad y el aislado
(Apéndice C).

Caracterizacion morfoldégica de los aislados

Las colonias de hongos se caracterizaron y se describieron de acuerdo al color del

micelio, textura y formacion de sectores. Se prepararon laminillas semipermanentes y se

examinaron bajo el miscroscopio (Olympus, BH2). Se utilizaron claves pictoricas, dicotomicas,
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y articulos cientificos para la caracterizacion (Barnett, 1998, Stevens, 1974, Cannon et al., 2012,
Chowdappa et al., 2012; Damm et al., 2012; Rojas et al., 2010; Weir et al., 2012, Prihastuti et al.,
2009).

Los morfotipos de hongos identificados como Colletotrichum spp. se cultivaron en agar
de habichuelas tiernas para inducir su esporulacion (Apéndice B-3; GBA; Figura §; Biles, 1990).
Con estos aislados se realizaron curvas de crecimiento en PDA. Se colocaron discos de micelio
de 5 mm en el centro del plato Petri con PDA, se incubaron a 28°C por 7 dias y se midi6 el
crecimiento micelial cada 24 horas (Crouch et al., 2009; Rojas et al., 2010; Tous-Villareal,
2008). De los aislados de hongo se prepararon laminillas en lactofenol y se observaron bajo el
microscopio (Olympus, BH2) para determinar la forma y tamafio de los conidios y otras
estructuras de reproduccion de los morfotipos de Colletotrichum. La descripcion de conidios y
apresorios, se realiz6 midiendo 25 conidios y 25 apresorios seleccionados al azar utilizando el
programa PAX-it™ Imaging Software a una magnificacion de 40x. Las fotos fueron tomadas a
una magnificacion de 100x. Para inducir la formacion de los apresorios se coloco un cuadrado de
PDA de aproximadamente 5 cm que contenia micelio del hongo sobre una laminilla con la parte
del micelio hacia arriba y encima se le coloco un cubreobjeto de plastico (Chaky et al., 2001).
La laminilla se colocd dentro de una placa Petri con papel de filtro humedecido con agua
destilada estéril. Los platos se sellaron con parafina y se incubaron a 28°C bajo luz constante.
Luego de tres a cinco dias, el cubreobjeto se removid y se colocd en una nueva laminilla con una
gota de lactofenol (Baquero, 2002; Rojas et al., 2010; Weir et al., 2012).

Las bacterias aisladas fueron descritas de acuerdo al color de las colonias, los margenes,
elevacion, la forma y reaccion en la tincion Gram (Fisher Science Education, Cat. No. 525344)

Ademas, se le realizaron pruebas bioquimicas como catalasa, oxidasa y reaccion a KOH.
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Figura 8. Aislados de Colletotrichum spp. mostrando los diferentes tipos de esporulacion en
medio de cutivo de agar de habichuelas tiernas. Se observd mayor esporulacion en este medio
(GBA).
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Pruebas de patogenicidad de aislados de Colletotrichum spp.

Con los aislados identificados como Colletotrichum spp. se realizaron pruebas de
patogenicidad siguiendo los Postulados de Koch (Figura 9). Estos aislados se transferieron a
GBA para preparar una soluciéon de los conidios (10° conidia /mL). Para esto, se coloco agua
destilada estéril sobre el plato Petri y se rasparon los conidios suavemente de la superficie del
plato. Luego, se filtré la solucion acuosa con los conidios a través de una gasa estéril en un tubo
de centrifuga de 50 mL para separar los residuos de micelio y agar de los conidios. El tubo con
la solucién se coloco en el vortex (Fisher Scientific, G-560) por un minuto. Luego, se afiadieron
1000 pLde esta solucion a un microtubo de 1.5uLy este se coloco en la centrifuga (Eppendorf,
Centrifuge 5415) por 10 minutos a 10,000 rpm. Luego de la centrifugacion, se descarto el
sobrenadante en el tubo con la solucion y se le anadieron 1000 pL. de agua destilada estéril, se
mezcld y se centrifugd nuevamente. Este paso se repitio tres veces para limpiar los conidios
(Chaky et al., 2001). Luego, se colectaron 10 pL. de la soluciéon con una micropipeta y se
colocaron en un hemacitdmetro para determinar la concentracion de los conidios (Baquero,
2002; Sosthene et al., 2012). Se prepararon camaras hlimedas en cajas plasticas previamente
desinfectadas (Figura 10). Las hojas de las respectivas especies de fiame, de donde se obtuvieron
los aislados de Colletotrichum spp., se colocaron encima de placas Petri para evitar el contacto
directo con el agua. El experimento consistié de dos tratamientos; conidios con herida, conidios
sin herida, y dos controles; agua destilada estéril con herida y agua destilada estéril sin herida. En
el caso de no lograr obtener las concentraciones de conidios deseadas por la poca esporaluacion
de los aislados, entonces se realizaron las pruebas de patogenicidad utilizando un disco de
micelio de 5 mm, en vez de la suspension de conidios. Cada tratamiento incluyendo los

controles consistio de tres replicas y dos repeticiones. Las cdmaras himedas fueron incubadas a
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temperatura ambiente para el desarrollo de sintomas. De desarrollarse alguna lesion ésta era
aislada en PDA para confirmar la patogenicidad de dichos aislados y completar los postulados de
Koch. La severidad de las lesiones se midié utilizando una escala de severidad visual (Tabla 1;

Preston, 2008). Estos aislados se separaron en grupos de acuerdo al nivel de severidad.

Tabla 1. Escala establecida para determinar la severidad de los diferentes aislados de
Colletotrichum spp.

Nivel Porciento de severidad

0 0% Ningun tipo de lesion en el tejido.
1 <20% de tejido infectado

2 21-40% de tejido infectado

3 > 41% de tejido infectado
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Postulados de Koch en Fitopatologia

Planta con
sintomas

Desinfectar tejido

Figura 9. Diagrama ilustrando los postulados de Koch utilizados para confirmar la
patogenicidad de diferentes organismos.

Figura 10. Arreglo de las pruebas de patogenicidad in vitro en tejido foliar. Tres replicas por
cada tratamiento.
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Caracterizacion molecular de los aislados de Colletotrichum

Los hongos fueron transferidos en 100 mL de caldo de papa y dextrosa (PDB; Difco
Laboratories; Apéndice B-4) en matraces de 125 mL y se colocaron en un agitador por 7 dias a
28°C. Luego de esto, el micelio se filtro al vacio con un embudo Bunchner y papel de filtro
estéril (Fernandez, 2005; Rojas et al., 2010). La extraccion de ADN se realizo utilizando el
Qiagen DNeasy Plant Mini Kit (Cat. No. 69104) siguiendo las instrucciones del manufacturero
con ciertas modificaciones (Apéndice D-1). Para romper el tejido se utilizo el FastPrep (Thermo
ELECTRON CORP., FP120A-115), y los pardmetros para este fueron de dos a tres ciclos con
una velocidad de 4.5 m/sec, por 20 segundos. Las concentraciones de ADN obtenidas se
midieron utilizando un nanofotémetro (NanoPhotometer P-Class, IMPLEN 5058). El DNA se
conservo a -20°C hasta ser utilizado.

La amplificacioén por PCR se realizo utilizando iniciadores especificos para los genes ITS
del ADNr (615 pb), Beta tubulina (B-Tubulin 2 [716 pb]) y GAPDH (308 pb) previamente
descritos para la caracterizacion de especies de Colletotrichum (Tabla 2; Rojas et al., 2010; Weir
et al., 2012). La reaccioén consisti6 de 10 uL de Amplitaq Gold® (ADN Polimerasa; Applied
Biosystems Cat. No. 4390939), 1.5 pL de cada iniciador especifico, 6 pL de agua deionizada y 1
pL de ADN con una concentracion de 20 a 25 ng/pl, para un total de 20 pL de reaccion. Las
muestras se amplificaron en un termociclador (Eppendorf AG, 22331, NJ). Las condiciones de
amplificacion fueron las siguientes: desnaturalizacion de 10 min a 95°C, 35 ciclos de 96°C por 3
seg, la temperatura de alineamiento del marcador molecular a 3 seg, la hibridizacion a 68°C a 15
seg y una extension final de 72°C a 10 seg. Las temperaturas de alineamiento de los iniciadores

especificos fueron: para ITS a 52°C, B-tubulina a 55°C y GAPDH a 58°C. Los parametros del
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PCR se establecieron segin las recomendaciones del manufacturero de la enzima

AmplitaqGold®.

Tabla 2. Iniciadores especificos utilizados para amplificar las secuencias de las diferentes
regiones genéticas.

Gen Primer Direccion Secuencia de 5°- 3°
ITS ITS-1F Adelante CTT GGT CAT TTA GAG GAA GTA A
ITS-4 Reverso TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC[J
TUB2 T1 Adelante AAC ATG CGT GAG ATT GTA AGT[
T2 Reverso TAG TGA CCC TTG GCC CAGT TG
GAPDH GDF Adelante GCC GTC AAC GAC CCC TTC ATT
GA
GDR Reverso GGG TGG AGT CGT ACT TGA GCA
TGT

Se visualizé el producto de PCR mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1.2%
(Agarose, OmniPur™; Merk Millipore) con amortiguador de 1X Tris-acetate-EDTA y 2.5 uL de
Gel Red (Gel Red "Nucleic Acid, BIOTIUM). Se utilizé 1 pL del marcador molecular de 100 pb
(DNA Ladder, Promega) diluido en 4 pL de agua deionizada y 1 uL del tinte (GelPilot Loading
Dye 5%, Cat. No. 239901 ). La electroforesis se corrié a 110 voltios y 400 mAmps por 60 min. El
gel se visualizé en un iluminador de rayos ultravioletas (SIGMA™, T 1202). Para purificar las
muestras se utilizo el QIAquick Gel Extractionn Kit Protocol (Cat. No. 28706; Apéndice D-2)
siguiendo las instrucciones del manufacturarero, pero con ciertas modificaciones (Apéndice D-
3). Las muestras se prepararon siguiendo las especificaciones de la compafiia comercial para la
secuenciacion del ADN (Macrogen, USA). Las secuencias obtenidas fueron editadas utilizando

el programa BioEdit (Biological Sequence Alignment Editor, Carlsbad, CA 92008) y analizadas
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observando los porcientos de calidad de cada secuencia con el programa Sequencher® 5.3 (MI,
USA). Las secuencias que mostraron un porciento de calidad menor del 80% a 90%, se alinearon
y se realiz0 una secuencia consenso que fue posteriormente utilizada para realizar las
comparaciones. Las secuencias de nucledtidos se analizaron en BLAST del Centro Nacional para
Informacion Biotecnologica (National Center for Biotechnology Information; NCBI;
http://www.ncbi.nlm.nih.gov) para examinar su similaridad con otras secuencias utilizadas como
referencia (Tabla 3). Las secuencias con mayor porciento de similitud o homologia se alinearon
con la secuencia consenso o la secuencia adelante o reverso obtenida. Las secuencias que
mostraron un porciento de calidad menor del 70% se evaluaron, pero estos datos fueron
inconclusos.

Los arboles filogenéticos se realizaron con las secuencias obtenidas en este estudio y las
secuencias de referencia (Tabla 3), estos se analizaron mediante el programa MEGAG6.06 para
realizar un alineamiento multiple con el programa ClustalX. Como “Outgroup” se utilizo
Colletotrichum destructivum para los tres genes estudiados, ya que éste pertenece a un complejo
fuera de C. gloeosporioides. En la construccion de los arboles filogenéticos se utilizé el método
estadistico de Maximum Likelihood con los pardmetros establecidos en el “software”.

Se obtuvieron numeros de accesion de GenBank para las secuencias de ITS, utilizando el

“software” Sequin (Version 13.70; Apéndice H).
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Tabla 3. Secuencias de Colletotrichum obtenidas del GenBank y utilizadas como referencia para
construir los arboles filogenéticos.

Especies Numero de acceso
ITS p TUB GAPDH

C. tropicale KC512125.1 JX010407.1 JX010007.1
C. gloeosporioides FN566872.1 JX 827449.1 JX 827437.1
C. siamense JX010278.1 GQ849441.1 JX010002.1
C. theobromicola KM505031.1 KF768557.1 JX009957.1
C. fragariae JX258785.1 ND'! GU174564.1
C. fructicola KC702988.1 KJ420049.1 JX009946.1
C. aoteora NR120136.1 KC297088.1 JX009906.1
C. ignotum KC790967.1 ND JN861218.1
C. alatae JX010191.1 JX010383.1 JX009990.1
C. truncatum KC460308.1 KC109476.1 KC109590.1
C. capsici KC790966.1 KC790966.1 KC790966.1
C. destructivum (outgroup)? EU070911.1 EU070911.1 EU070911.1
C. karstii KJ813594.1 ND KMO055654.1
C. cliviae KC702974.1 HM585423.1 JX546611.1
C. kahawae ND KC297082.1 ND

C. orchidearum ND HM585416.1 HM585392.1

"No hay datos disponibles (estas secuencias no fueron utilizadas con estos genes).
2Aislado de Colletotrichum que se utiliz como outgroup para los arboles filogenéticos.
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RESULTADOS

Evaluacion de la coleccion de germoplasma

Durante la evaluacion de la coleccion de germoplasma de Dioscorea spp. localizada en
los predios de UPRM en Corozal, se observd una amplia gama de sintomas que variaron en
severidad y apariencia entre las variedades, siendo las manchas necréticas irregulares
predominantes. Ademas, se observo la aparicion de sintomas en todas las variedades a partir del
cuarto mes de siembra. Los sintomas observados en las variedades de D. alata fueron manchas
necroticas en diferentes areas de las hojas. Se observaron margenes necroticos, necrosis con los
bordes cloroticos, manchas rojizas distribuidas por toda la hoja y manchas negras circulares
(Figura 11 y 12). En D. trifida, se observaron pequefias manchas necroticas y necrosis en los
margenes de las hojas (Figura 13). En D. cayenensis manchas necroéticas color marrdn y necrosis
en los margenes de la hoja (Figura 14). En D. rotundata se observaron manchas color marron
claro dispersadas por todo el tejido, necrosis en los margenes y centro de la hoja, y manchas
negras pequeiias alrededor de todo el tejido (Figura 15). En D. esculenta se observaron margenes
y venacion necrética, manchas circulares color marron rojizo, manchas irregulares necroéticas con

el centro seco y clorosis alrededor (Figura 16).
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Figura 11. Sintomas evaluados en seis cultivares (cv.) de Dioscorea alata obtenidos de la
coleccion de germoplasma de fiame. (A-C) cv. Binugas, (D-F) cv. Forastero, (G-I) cv.
Diamantes, (J-L) cv. Del Monte, (M-P) cv. PI 15587 y (Q-S) cv. Purmay.

40



Figura 12. Sintomas evaluados en cuatro cultivares (cv.) de Dioscorea alata. (A-D) cv.
Kabusach, (E-G) cv. Kinabayo, (H-J) cv. PI1 15567 y (K-M) cv. Gunung.
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Figura 13. Sintomas evaluados en el cultivar Mapuey de la especie Dioscorea trifida.

Figura 14. Sintomas evaluados en el cultivar PI 15520 de la especie Dioscorea cayenensis.
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Figura 15. Sintomas evaluados de tres cultivares de Dioscorea rotundata. (A-C) cv. Colombiano, (D-F) cv. Guinea negro y (G-I) cv.
Gefo.
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Figura 16. Sintomas evaluados en ocho cultivares de Dioscorea esculenta. (A-D) cv. Beti, (E-G)
cv. Kombi, (H-I) cv. Doli, (J-K) cv. Muni, (L-M) cv. PI 11346, (N-O) cv. PI 13345, (P-Q) cv. PI
13347 y (R-S) Seti.
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Catastro de enfermedades foliares en municipios de mayor produccion de iame

Durante el catastro se observaron diferencias en términos de las especies sembradas,
preparacion del terreno, métodos de siembra y manejo de enfermedades. Se observd que la
mayoria de los agricultores sembraban en bancos y estacaban el cultivo. En los pueblos de Moca,
Utuado y San Sebastian, los agricultores preparaban el predio en monticulos, sembrando de tres a
cuatro semillas por monticulo y estaqueando en el centro del monticulo para el soporte de las
plantas. Por otro lado, en los pueblos de San Lorenzo, Barranquitas y Aguada, los agricultores
siembran en bancos, colocando una semilla cada 0.3 m y estaqueando los fiames a lo largo de los
bancos (Figura 17). En términos de especies, D. rotundata cultivar Guinea es la especie mas
frecuentemente sembrada en todas las fincas evaluadas. La especie D. alata cv. Florido, solo se
observé en Moca, Aguada, Barranquitas y Utuado, pero, en pequenias cantidades (menos de tres
cuerdas).

El origen de la semilla utilizada por los agricultores es de origen local y las fechas de
siembra fluctuaban entre los meses de enero a marzo, dependiendo de la especie. La cosecha
ocurre durante los meses de octubre a diciembre y en algunos casos en enero, dependiendo de la
fecha inicial de siembra. En términos de severidad (necrosis foliar) la especie D. alata presento
mas tejido necrotico que la especie D. rotundata en todas las fincas evaluadas. Las siembras
localizadas en Barranquitas mostraron los mayores niveles de severidad en D. rotundata (nivel
3), vy D. alata (nivel 5). Las siembras localizadas en Moca y Utuado mostraron niveles de

severidad altos en D. alata (nivel 5) y D. rotundata (nivel de 3), respectivamente (Figura 18).
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Figura 17. Métodos de siembra en las diferentes fincas evaluadas alrededor de la isla. San
Sebastian; (A-C). Moca; (D-E). Barranquitas; (F-H). Aguada; (I). San Lorenzo; (J-K). Utuado;
(L-M).
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Nivel de Severidad

A

San Sebastian ~ Moca Utuado Aguada  Barranquitas San Lorenzo

B D. rotundata M D. alata

Figura 18. Niveles de severidad en la sintomatologia observada en las especies D. alata y D.
rotundata en los diferentes pueblos visitados alrededor de la isla.
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Los sintomas observados en las fincas evaluadas fueron manchas necroéticas en diferentes
areas de las hojas, margenes necroticos, manchas circulares con halo necrético y en el centro
tejido seco, clorosis, tallo con areas necroticas y necrosis extensa en los cultivares de D. alata, D.

rotundata y D. trifida (Figura 19-24).
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Figura 19. Sintomas observados en las fincas del pueblo de San Sebastian. (A) F21184, (B) F11241, (C) F11242, (D) F11243, (E)
F11244, (F) F31241, (G) F31242 Dioscorea rotundata cv. Guinea, (H) F21181, (I) F21182, (J) F21183 D. rotundata cv. Guinea
Negro, (K) F2122, (L) F2123, (M) F2121 D. rotundata cv. Colombiano y (N) 31241 D. rotundata cv. Guinea.
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Figura 20. Sintomas observados en las fincas del pueblo de Moca. (A) F42241, (B) F42242, (C)
F42243, (D) F42244 Dioscorea rotundata cv. Guinea, (E) F52251, (F) F52252, (G) F52253 y
(H) F52254 D. alata cv. Florido.
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Figura 21. Sintomas observados en las fincas de Barranquitas. (A) F85241, (B) F85242
Dioscorea rotundata cv. Guinea, (C) F65251, (D) F65252, (E) F65253 D. alata cv. Florido, (F)
F7591 D. trifida cv. Mapuey, (G) F75241 D. rotundata cv. Guinea y (H) F75251 D. alata cv.
Florido.
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Figura 22. Sintomas observados en las fincas de Aguada. (A) F94241, (B) F94242, (C) F94243
Dioscorea rotundata cv. Guinea, (D) F94251, (E) F94252 y (F) F94253 D. alata cv. Florido.
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Figura 23. Sintomas observados en la especies Dioscorea rotundata cv. Guinea en las fincas de
San Lorenzo. (A) F106241, (B) F106242, (C) F106243, (D) F116241, (E) F116242, (F) F11621
y (G) F11622.
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Figura 24. Sintomas observados en las fincas de Utuado. (A) F133251A Dioscorea alata cv.
Florido, (B) F133241, (C) F123241, (D) F123242 y (E) F123243 D. rotundata cv. Guinea.
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Descripcion y caracterizacion de los aislados
-Coleccion de Germoplasma de fiame

De la coleccion de germoplasma en los predios de la UPRM en Corozal, se obtuvieron
148 aislados de hongos dentro de las cinco especies de fiame evaluadas. De estos, el 24% de los
aislados fueron identificados morfologicamente como Colletotrichum spp. (Tabla 4) y se
obtuvieron de las cinco especies de fiame evaluadas. La especie con mayor numero de aislados
fue D. alata, observandose mayor severidad en el cultivar PI 15587 (Figura 25). Otros hongos
identificados fueron: Alternaria sp., Botriodiplodia spp., Cladosporium spp., Curvularia spp.,
Fusarium spp., Nigrospora spp. y Phomopsis spp. (Apéndice E). Los géneros mas frecuentes
fueron Botriodiplodia spp. y Nigrospora spp. (Figura 26). Ademas se obtuvieron once aislados
de bacterias, la mayoria de estas Gram negativas. Todos los aislados de bacterias resultaron
positivos a la prueba de catalasa y negativos para KOH. Los aislados G83, G214 y G12 fueron

positivos para la prueba de oxidasa (Tabla 5).

-Catastro de las fincas alrededor de la isla

De las muestras colectadas en el catastro realizado alrededor de la isla, se obtuvieron 111
aislados de hongos. Un 27% fueron identificados morfologicamente como Colletotrichum spp.
(Tabla 6). La especie con mayor numero de aislados fue D. rotundata cv. Guinea, ya que ésta fue
la mas evaluada en las fincas, seguido por D. alata cv. Florido. Ademas, se identificaron los
géneros Botriodiplodia spp., Curvularia spp., Fusarium spp., Nigrospora spp., y Phomopsis spp.

(Figura 27). De todos estos, Curvularia spp. y Phomopsis spp. fueron los mas frecuentes.
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Tabla 4. Cantidad total de aislados de hongos obtenidos de muestras foliares de Dioscorea spp.

de la Coleccion de Germoplasma ubicada en predios de la UPRM en Corozal, Puerto Rico y el
namero de Colletotrichum spp. por especie de fiame.

Especie de iame Aislados obtenidos Aislados de Colletotrichum spp.
Dioscorea alata 75 26

D. rotundata 15 2

D. cayenensis 8 1

D. trifida 4 1

D. esculenta 46 6

Total 148 36
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Figura 25. Aislados de Colletotrichum spp. obtenidos de muestras foliares de Dioscorea alata
de la Coleccion de Germoplasma ubicada en predios de la UPRM en Corozal, Puerto Rico.
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Figura 26. Géneros de hongos identificados de muestras foliares de Dioscorea spp. de la
Coleccion de Germoplasma ubicada en predios de la UPRM en Corozal, Puerto Rico.
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Tabla 5. Caracteristicas de las bacterias aisladas de las muestras obtenidas de muestras foliares
de Dioscorea spp. de la Coleccion de Germoplasma ubicada en predios de la UPRM en Corozal,
Puerto Rico.

Aislado'  Descripcion de colonias? Tincion Catalasa Oxidasa KOH
Gram

G12 Colonias de forma irregular elevacion - + + -
plana, margen entero y color amarillo
translucido.

G31 Colonias con forma irregular, elevacion - + - -
plana, margen entero y color amarilla.

G32 Colonias de forma irregular, elevacion - + - -
plana, margen entero y color amarillo
translucido.

G82 Colonias puntiformes, elevacion - + - -
elevada, margen entero y color roja.

G83 Colonias en forma irregular, elevacion - + + -
plana, margen ondulado y color blanco
Cremoso.

G162 Colonias de forma irregular elevacion - + - -
elevada, margen entero y color amarillo
translucido.

G214 Colonias con forma irregular, elevacion - + + -
plana, margen ondulado y color blanco
Cremoso.

G221 Colonias de forma circular, con ND? ND ND ND
elevacion convexa, margen entero y
color amarillo translucido.

G33 Colonias con forma puntiforme,  ND ND ND ND
elevacion elevada, margen entero y
color amarilla.

G21 Colonias de forma irregular, elevacion = ND ND ND ND
elevada, margen entero y color amarilla.
G192 Colonias puntiformes, elevacion  ND ND ND ND

elevada, margen entero y color amarilla.

! G= se refiere a la coleccion de germoplasma ubicada aen predios de UPRM en Corozal, Puerto Rico.
2 Descripcion en medio de agar nutritivo (NA).
3No se determino.
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Tabla 6. Cantidad total de aislados obtenidos de muestras foliares de Dioscorea spp. en catastro
realizado a través de la isla de Puerto Rico, y el numero de Colletotrichum spp. por especie de
name.

Especie de iiame Aislados obtenidos Aislados de Colletotrichum spp.
Dioscorea alata 29 13
D. rotundata 81 17
D. trifida 1 0
Total 111 30
4.5 -
4 -

3.5

0.5

Numero de Aislados
—_ 2
= —_ Lth B th 2
L L L L L L

Figura 27. Géneros de hongos aislados de muestras foliares de Dioscorea spp. en el catastro
realizado a través de la isla de Puerto Rico.
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Caracterizacion morfolégica de aislados de Colletotrichum spp.

Un total de 66 aislados de Colletotrichum spp. se obtuvieron en los muestreos realizados
en la coleccion de germoplasma ubicada en los predios de la UPRM en Corozal y del catastro
realizado en fincas privadas a través de toda la isla. De estos, 22 fueron caracterizados

morfoldgica, patogénica y molecularmente (Tabla 7).

Tabla 7. Aislados de Colletotrichum spp. obtenidos de muestras foliares de Dioscorea spp.
caracterizados morfologica, patogénica y molecularmente.

Aislados de Colletotrichum Especie de iame Variedad

G13A! Dioscorea alata PI 15587

G12B D. alata PI 15587

G12D D. alata PI 15587

G14B D. alata PI 15587

G143A D. alata Purmay

G121B D. esculenta Muni

G122A D. esculenta Muni

G73D D. alata Gunung

G42B D. alata Del Monte

G62A D. alata Forastero

G61B D. alata Forastero

G81 D. alata Diamantes

G23B D. rotundata Colombiano
GI153A D. alata Kinabayo
F133251A2 D. alata Florido

F52253A D. alata Florido

F52252D D. alata Florido

F52251A D. alata Florido

F21182A D. rotundata Guinea Negro
F11244B D. rotundata Guinea (Habanero)
F11244A D. rotundata Guinea (Habanero)
F85241C D. rotundata Guinea (Habanero)

! G= se refiere a la coleccion de germoplasma ubicada en los predios de la UPRM en Corozal.
2 F=se refiere a fincas privadas.
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-Descripcion fenotipica de aislados de Colletotrichum spp. en PDA

De acuerdo a las caracteristicas de los aislados de Colletotrichum en PDA, estos se
clasificaron en trece diferentes grupos (Tabla 8). Luego de siete dias, la coloracion del micelio de
las colonias varid de tonalidades desde blanco, gris claro, gris oscuro, a verde olivaceo. En
algunos casos se observo formacion de anillos concéntricos, microesclerocios y sectores. La
mayoria de estos produjeron masas de conidios de color naranja, esporulacion tipica del género
con excepcion del aislado F21182A (Figura 28- 49). Este tltimo produjo masas de conidios de

color crema sobre los microesclerocios (Figura 49).

-Descripcion de conidios y apresorios
Todos los conidios de los aislados de Colletotrichum se caracterizaron por ser hialinas,
unicelulares, ovoides y rectas, excepto, los del aislado F21182A (Colletotrichum truncatum)
(Tabla 9-10; Figura 28-49). Este aislado presentd conidios hialinos, unicelulares, falcados y
curvos (Figura 49). Ademas, este aislados fue el unico que produjo setas en medio de cultivo.
Los apresorios de todos los aislados examinados se caracterizaron por ser melanizados,
pero con gran variabilidad en la forma (Tabla 10). Los aislados G23B, F11244A y G42B,

produjeron pocos apresorios (Figura 35, 41 y 42) en comparacion a los demads aislados.
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Tabla 8. Clasificacion de los aislados de Colletotrichum spp. en diferentes grupos de acuerdo a sus caracteristicas fenotipicas en
medio de cultivo PDA luego de siete dias de incubacion a 28°C.

Grupo! Aislado

Colonias en PDA

G42B? (C. siamense)
G23B (C. fructicola)
F52252D° (C. gloeosporioides)

Micelio blanco aéreo con esporulacion de masas de conidios color naranja formando anillos
concéntricos y produccion de microesclerocios.

1 G122A (C. karstii)

GI13A (C. tropicale)
) G73D (C. tropicale) Micelio aéreo blanco, sin la produccién de masas de conidios de color naranja.

F52251A (C. alatae)

GI12D (C. siamense) Micelio verde olivaceo en algunos casos produccion de sectores y masas de conidios de color
3 G61B (C. cliviae) naranja mayormente en el centro del plato.

F85241C (C. cliviae)
F52253A (C. alatae)

4 F133251A (C. alatae)

Micelio blanco, abundante produccion de conidios color naranja sobre el micelio.

F11244A (C. siamense)

Micelio blanco y aéreo con produccion de masas de conidios color naranja en el centro.

S G143A (C. tropicale)
6 F11244B (C. ignotum) Micelio blanco grisaceo, restringido a la superficie de la placa, formando anillos concéntricos
color gris oscuro y sobre estos anillos esporulacion color salmon.
F21182A (C. truncatum) Escasa produccion de micelio blanco, restringido al centro de placa. Abundante producciéon de
7 microesclerocios formando anillos concéntricos con masas de conidios color crema.
Produccidn de setas estériles.
G14B (C. cliviae) Micelio blanco, restringido a la superficie de la placa formando anillos concéntricos.
8 Esporulacién color salmén esparcida sobre el micelio. Formacion de sectoring color gris
0scuro.
GI121B (C. theobromicola) Micelio aéreo, blanco en los margenes y gris oscuro al centro. Esporulacion escasa de color
9 salmon al centro.

! Grupos organizados de acuerdo a las caracteristicas similares que presentaron los aislados de Colletotrichum spp.
2 G= se refiere a la coleccion de germoplasma ubicada en los predios de la UPRM en Corozal.

3 F=se refiere a fincas privadas.
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Tabla 8. Continuacion

Grupo! Aislado

Colonias en PDA

10 G62A? (C. fructicola) Micelio gris claro, aéreo y gris oscuro al centro. Sobre el micelio masas de conidios
translucidas color salmén formando anillos concéntricos.

11 G12B (C. gloeosporioides) Micelio aéreo, blanco en los margenes y verde olivaceo al centro, formando anillos
concéntricos, abundantes masas de conidios color naranja sobre el micelio gris. Sectores
de micelio blanco con esporulacion color salmén sobre éste.

12 G81 (C. aoteora) Micelio aéreo color verde olivaceo al centro con margenes gris verdoso.

13 G153A (C. tropicale) Micelio aéreo, color desde gris oscuro hasta gris claro en los margenes, formando

anillos concéntricos. Esporulacion color naranja claro al centro.

! Grupos organizados de acuerdo a las caracteristicas similares que presentaron los aislados de Colletotrichum spp.
2 G= se refiere a la coleccion de germoplasma ubicada en los predios de la UPRM en Corozal.

3 F=se refiere a fincas privadas.
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Tabla 9. Caracteristicas morfologicas de los conidios de los aislados de Colletotrichum spp. obtenidos de muestras foliares de
Dioscorea spp.

Conidios
Especie de
Colletotrichum spp. Aislado Descripcion Largo x Ancho (um)
Min Max Promedio
F133251A Ovoide, cilindrica, obtusa en los 4pices. 12.6 x 3.6 16.7x6.2 163x5.3
C alatae F52253A Ovo@de, cilindr@ca, obtusa en los ép@ces. 109 x 4.1 159x6.5 132x52
' F52251A Ovoide, cilindrica, obtusa en los 4pices, 13.8x 3.1 183x49 156x4.2
alargada.
C. aotearoa G81 Ovoide, cilindrica, obtusa en los 4pices. 12.5x3.9 180x6.1 155x52
G61B Ovoide, cilindrica, obtusa en los apices. 10.6 x 2.6 144x52 129x4.0
C. cliviae G14B Ovoide, cilindrica, obtusa en los 4pices. 72x4.3 9.8x7.6 8.0x59
F85241C Ovoide, cilindrica, obtusa en los apices. 11.9x3.3 164x55 144x44
C. fructicola G62A Ovo@de, c@lindr@ca, obtusa en los ép@ces. 104x3.4 14.6x5.7 12.5x4.6
G23B Ovoide, cilindrica, obtusa en los &pices. 11.0x 3.0 153x4.6 12.5x3.7
C. gloeosporioides GI2B Ovoide, cilindrica, obtusa en los apices. 11.7x3.4 149x58 13.2x4.6
F52252D Ovoide, cilindrica, obtusa en los apices. 11.2x3.5 149x 6.1 129x4.7
C. ignotum F11244B? Ovoide, cilindrica, obtusa en los 4pices. 94x4.1 148x58 12.6x52
C. karstii G122A Ovoide, cilindrica, obtusa en los 4pices. 10.6 x 4.4 160x6.0 13.2x5.1
G12D Ovoide, cilindrica, obtusa en los apices. 10.5x 3.5 154x55 12.7x4.5
C. siamense G42B Ovoide, cilindrica, obtusa en los 4pices. 10.8 x 3.1 156x5.0 13.5x4.3
F11244A Ovoide, cilindrica, obtusa en los apices. 12.5x 5.5 159x39 142x4.8
C. theobromicola G121B Ovoide, cilindrica, obtusa en los 4pices. 92x34 146x6.2 123x43
G13A! Ovoide, cilindrica, obtusa en los apices. 11.5x 3.8 147x53 13.3x4.5
C. tropicale G143A Ovo@de, c%lindr@ca, obtusa en los élp%ces. 9.2x3.8 13.2x64 113x5.1
G73D Ovoide, cilindrica, obtusa en los apices. 12.3x 3.1 179x6.5 142x4.6
G153A Ovoide, cilindrica, obtusa en los 4pices. 11.4x3.5 16.7x55 144x4.6
C. truncatum F21182A Falcada, fusiforme, apices agudos. 19.3x 3.1 26.6x59 232x4.1

1 G= se refiere a la coleccion de germoplasma ubicada en los predios de la UPRM en Corozal.
2 F=se refiere a fincas privadas.
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Tabla 10. Caracteristicas morfologicas de los apresorios de los aislados de Colletotrichum spp. obtenidos de muestras foliares de

Dioscorea spp.

Apresorio
Especie de
Colletotrichum spp.  Aislado Descripcion Largo x Ancho (um)
Min Max Promedio
G13A! Marrodn, claviforme, margen entero, a veces irregular. 5.8x3.7 7.6x5.8 6.5x4.7
G143A Abundante, claviforme, margen irregular. 6.8x3.0 144x7.1 103x5.7
C irovical G73D Moderadamente abundante, marrén oscuro, circular, 5.8 x 4.1 10.5x6.5 8.0x5.1
. tropicale
margen entero.
G153A Moderadamente abundante, marrén, clavate, o alargado, 6.3 x 3.2 19.7x83 11.0x6.1
margen entero.
C. theobromicola G121B Abundante, marrén, circular o clavate, cortos, margen 7.0 x 4.4 11.8x6.7 89x5.6
entero.
C. ignotum F11244B?> Marrén a marrén oscuro, abundante, margen entero, 7.6x4.0 11.5x69 9.0x5.6
claviforme a fusiforme.
G12B Marr6n a marrén oscuro, claviforme, margen liso a veces 4.7 x 3.6 7.4x5.5 6.5x4.5
C. gloeosporioides irregular. .
F52252D  Moderadamente abundante, marrén, circular, margen 5.1x4.8 83x75 7.0x5.7
entero.
G12D Poca produccion, marron, circular, margen entero. 5.7x3.8 151x75 88x5.6
C. siamense G42B Escasos, marrén oscuro, margen un poco irregular. 8.2x4.3 9.3x5.2 8.8x4.8
F11244A  Escasos, marron, circular o clavate, margen entero. 6.7x4.8 147x87 9.1x6.5
F133251A Moderadamente abundante, simple, circular, marrén 6.5x 5.0 106 x85 7.8x64
claro, margen entero.
C. alatae F52253A  Abundante, marrén, clavate, margen entero. 70x41 109x6.8 88x5.8
F52251A  Abundante, marrdn, circular, margen entero. 5.1x4.7 8.2x6.5 6.6x5.5
G62A Moderadamente abundante, clavate, margen irregular, 7.1 x 5.1 11.1x7.6 93x64
C. fructicola marron.
G23B Escasos, marrén oscuro, clavate, margen irregular. 103x5.1 143x68 123x5.9

I G= se refiere a la coleccion de germoplasma ubicada en los predios de la UPRM en Corozal.

2 F=se refiere a fincas privadas.
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Tabla 10. Continuacion

Especie de Apresorio
Colletotrichum spp.  Ajslado Descripcion Largo x Ancho (um)
Min Max Promedio
C. truncatum F21182A Abundante, marron, clavate, alargado, margen 8.0x3.4 26.6x10.8 14.6x6.7
irregular.
C. aoteora G81 Abundante, marr6on, clavate, alargado, margen un 7.2x5.4 24.7x9.5 13.4x 7.5
poco irregular.
G61B Marrén a marr6én oscuro, alargado o circular, margen  4.5x 3.9 12.0x 5.6 7.4x49
entero.
.. G14B Escaso, marrén a marrdén oscuro, clavate, margen 10.1x4.7 15.1x6.7 119x54
C. cliviae )
irregular.
F85241C Abundante, marron o marrén oscuro, margen 7.0 x4.6 105x7.4 8.6x5.9
irregular.
C. karstii G122A! Moderadamente abundante, marrén, clavate o circular, 8.5x4.6 14.3x38.0 10.3x 6.6

margen entero.

1 G= se refiere a la coleccion de germoplasma ubicada en los predios de la UPRM en Corozal.

2 F=se refiere a fincas privadas.
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Figura 28. Colletotrichum alatae (F52251A) aislado de Dioscorea alata cv. Florido. (A)
Colonia cultivada en medio PDA luego de 7 dias. (B) Apresorio circular, margen entero. (C)
Conidios ovoides, cilindricos y dpices obtusos. Barra=10 um.
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Figura 29. Colletotrichum alatae (F52253A) aislado de Dioscorea alata cv. Florido. (A)
Colonia cultivada en medio PDA luego de 7 dias. (B) Apresorio circular, margen entero. (C)
Conidios ovoides, cilindricos y apices obtusos. Barra=10 pm.
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Figura 30. Colletotrichum alatae (F133251A) aislado de Dioscorea alata cv. Florido. (A)
Colonia cultivada en medio PDA luego de 7 dias. (B) Apresorio circular, margen entero. (C)
Conidios ovoides, cilindricos y dpices obtusos. Barra=10 um.
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Figura 31. Colletotrichum aotearoa (G81) aislado de Dioscorea alata cv. Diamantes. (A)
Colonia cultivada en medio PDA luego de 7 dias. (B) Apresorio claviforme, margen irregular.
(C) Conidios ovoides, cilindricos y 4pices obtusos. Barra=10 pm.
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Figura 32. Colletotrichum cliviae (F85241C) aislado de Dioscorea rotundata cv. Guinea. (A)
Colonia cultivada en medio PDA luego de 7 dias. (B) Apresorio claviforme, margenes
irregulares. (C) Conidios ovoides, cilindricos y apices obtusos. Barra=10 um.
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Figura 33. Colletotrichum cliviae (G14B) aislado de Dioscorea alata cv. P1 15587. (A) Colonia
cultivada en medio PDA luego de 7 dias. (B) Apresorio claviforme, margenes irregulares. (C)
Conidios ovoides, cilindricos y apices obtusos. Barra=10 pm.
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Figura 34. Colletotrichum cliviae (G61B) aislado de Dioscorea alata cv. Forastero. (A) Colonia
cultivada en medio PDA luego de 7 dias. (B) Apresorio circular, margenes enteros. (C) Conidios
ovoides, cilindricos y &pices obtusos. Barra=10 pm.
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Figura 35. Colletotrichum fructicola (G23B) aislado de Dioscorea. rotundata cv. Colombiano.
(A) Colonia cultivada en medio PDA luego de 7 dias. (B) Apresorio claviforme, margenes
irregulares. (C) Conidios ovoides, cilindricos y 4pices obtusos. Barra=10 pum.
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Figura 36. Colletotrichum fructicola (G62A) aislado de Dioscorea alata cv. Forastero. (A)
Colonia cultivada en medio PDA luego de 7 dias. (B) Apresorio claviforme, mdargenes
irregulares. (C) Conidios ovoides, cilindricos y apices obtusos. Barra=10 um.

75



/ 100x

100x

Figura 37. Colletotricum gloeosporioides (F52252D) aislado de Dioscorea. alata cv. Florido.
(A) Colonia cultivada en medio PDA luego de 7 dias. (B) Apresorio circular, margenes enteros.
(C) Conidios ovoides, cilindricos y 4pices obtusos. Barra = 10 um.
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Figura 38. Colletotrichum gloeosporioides (G12B) aislado de Dioscorea alata cv. PI 15587. (A)
Colonia cultivada en medio PDA luego de 7 dias. (B) Apresorio claviforme, margenes
irregulares. (C) Conidios ovoides, cilindricos y apices obtusos. Barra=10 um.
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Figura 39. Colletotrichum ignotum (F11244B) aislado de Dioscorea rotundata cv. Guinea. (A)
Colonia cultivada en medio PDA luego de 7 dias. (B) Apresorio claviforme, margenes
irregulares o enteros. (C) Conidios ovoides, cilindricos y dpices obtusos. Barra=10 pum.
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Figura 40. Colletotrichum karstii (G122A) aislado de Dioscorea esculenta cv. Muni. (A)
Colonia cultivada en medio PDA luego de 7 dias. (B) Apresorio circular, margenes enteros. (C)
Conidios ovoides, cilindricos y dpices obtusos. Barra=10 um.
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Figura 41. Colletotrichum siamense (F11244A) aislado de Dioscorea rotundata cv. Guinea. (A)
Colonia cultivada en medio PDA luego de 7 dias. (B) Apresorio circular, margenes enteros. (C)
Conidios ovoides, cilindricos y apices obtusos. Barra=10 um.
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Figura 42. Colletotrichum siamense (G42B) aislado de Dioscorea alata cv. Del Monte. (A)
Colonia cultivada en medio PDA luego de 7 dias. (B) Apresorio claviforme, margenes enteros.
(C) Conidios ovoides, cilindricos y 4pices obtusos. Barra=10 pm.
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Figura 43. Colletotrichum siamense (G12D) aislado de Dioscorea alata cv. PI 15587. (A)
Colonia cultivada en medio PDA luego de 7 dias. (B) Apresorio circular, margenes enteros. (C)
Conidios ovoides, cilindricos y apices obtusos. Barra=10 um.

82



Figura 44. Colletotrichum theobromicola (G121B) aislado de Dioscorea esculenta cv. Muni.
(A) Colonia cultivada en medio PDA luego de 7 dias. (B) Apresorio claviforme, margenes
irregulares. (C) Conidios ovoides, cilindricos y apices obtusos. Barra=10 um.
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Figura 45. Colletotrichum tropicale (G13A) aislado de Dioscorea alata cv. PI 15587. (A)
Colonia cultivada en medio PDA luego de 7 dias. (B) Apresorio ovoides, margenes enteros. (C)
Conidios ovoides, cilindricos y apices obtusos. Barra=10 pm.
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Figura 46. Colletotrichum tropicale (G73D) aislado de Dioscorea alata cv. Gunung. (A)
Colonia cultivada en medio PDA luego de 7 dias. (B) Apresorio circular, margenes enteros. (C)
Conidios ovoides, cilindricos y apices obtusos. Barra=10 pm.

85



‘ 100x

100x

Figura 47. Colletotrichum tropicale (G143A) aislado de Dioscorea alata cv. Purmay. (A)
Colonia cultivada en medio PDA luego de 7 dias. (B) Apresorio claviforme, margenes
irregulares. (C) Conidios ovoides, cilindricos y apices obtusos. Barra=10 um.
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Figura 48. Colletotrichum tropicale (G153A) aislado de Dioscorea alata cv. Kinabayo. (A)
Colonia cultivada en medio PDA luego de 7 dias. (B) Apresorio claviforme, margenes
irregulares. (C) Conidios ovoides, cilindricos y 4pices obtusos. Barra=10 pum.
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Figura 49. Colletotrichum truncatum (F21182A) aislado de Dioscorea rotundata cv. Guinea
Negro. (A) Colonia cultivada en medio PDA luego de 7 dias. (B) Apresorio claviforme,
margenes irregulares. (C) Conidios fusiformes, alargados. Barra= 20 um (B-C). (D) Setas
estériles, barra=140 um.
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-Curvas de Crecimiento

Las curvas de crecimiento de los aislados de Colletotrichum spp. mostraron diferentes
patrones y medidas. Los aislados F133251A (C. alatae), F52253A (C. alatae) obtenidos de D.
alata cv. Florido y F85241C (C. cliviae) de D. rotundata cv. Guinea, tuvieron una tasa de
crecimiento menor en comparacion a los demas aislados. De los aislados de C. alatae, el que
mostrd un menor crecimiento fue F133251A. Este no se mostro significativamente diferente del
aislado F52253A (C. alatae), pero si del aislado F52251A (C. alatae). El aislado F52251A (C.
alatae) tuvo un crecimiento mayor que los otros aislados de C. alatae (F133251A y F52253A)
estudiados, lo cual difiere del rango de medidas descritas anterirormente para esta especie. El
aislado F52253A (C. alatae), no fue significativamente diferente de los aislados G81 (C.
aoteora) de D. alata cv. Diamantes, G73D (C. tropicale) de D. alata cv. Gunung y F52251A (C.
alatae) de D. alata cv. Florido. El aislado de C. tropicale (G73D) mostré6 un crecimiento
diferente de los otros aislados de C. tropicale (G153A D. alata cv. Kinabayo, G143A D. alata
cv. Purmay y GI13A D. alata cv. P1 15587). Los aislados G81 (C. aoteora), G73D y G153A (C.
tropicale), F52251A (C. alatae), G122A (C. karstii), F21182A (C. truncatum) y G12B (C.
gloeosporioides), presentaron un crecimiento de 49.0 a 74.5 mm, crecimiento intermedio
comparado con los demads aislados. El 55% de los aislados tuvieron un crecimiento mayor de
75.5 mm y no hubo diferencias significativas (p valor > 0.05) entre estos (Tabla 11). La mayoria
de estos aislados no mostraron méas de 4mm a las 24 horas y estos crecieron aproximadamente de

diez a 15 mm por dia (Figura 50-52).
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Tabla 11. Promedio del crecimiento (mm) entre los aislados de Colletotrichum spp. obtenidos de
manchas foliares de Dioscorea spp.

No. De Aislado y Especie Promedio (mm)
F133251A! (C. alatae) 35.5a°
F85241C (C. cliviae) 44.0 a
F52253A (C. alatae) 49.0 ab
G813 (C. aoteora) 59.5 bc
G73D (C. tropicale) 60.0 bc
F52251A (C. alatae) 60.5 bed
G122A (C. karstii) 67.0 cde
F21182A (C. truncatum) 72.0 cde
G12B (C. gloeosporioides) 73.5 cde
G153A (C. tropicale) 74.5 de
F11244B (C. ignotum) 75.5¢
G121B (C. theobromicola) 76.5¢
F52252D (C. gloeosporioides) 76.5¢
G14B (C. cliviae) 77.0 ¢
G12D (C. siamense) 77.5¢
G143A (C. tropicale) 79.0 e
G61B (C. cliviae) 79.0 ¢
G42B (C. siamense) 79.5¢
G23B (C. fructicola) 79.5¢
G13A (C. tropicale) 79.5¢
F11244A (C. siamense) 80.0¢
G62A (C. fructicola) 80.0 ¢

I F= se refiere a fincas privadas.
2 Medias con una letra com(n no son significativamente diferentes (p > 0.05)
3 G= se refiere a coleccion de germoplasma ubicada en predios de UPRM en Corozal, Puerto Rico.
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Figura 50. Curvas de crecimiento de Colletotrichum tropicale en PDA a 28°C ([A] G143A, [B]
GI3A, [C] G73D y [D] G153A), C. gloeosporioides ([E] F52252D y [F] G12B) y C. fructicola
([G] G23B y [H] G62A).

91



100 100

580 580
s 60 s 60
g g
2 40 2 40
g 20 g 20
& 0 @] 0
1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7
A Dias B Dias
100 __100
580 580
s 60 s 60
= =
“é 40 “é 40
2 20 2 20
ey ey
o 0 o 0 =
1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7
C Dias D Dias
100 __100
E 80 E 80
= 60 s 60
< =
g 40 “é 40
g 20 5 20
S o S o
1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7
E Dias F Dias
100 100

o]
o
o]
o

Crecimiento (mm)
OB o
o o O
Crecimiento (mm)
OB o
o o O
\

o
o

._.
o
w
S
U1
o
~
=
o
w
S
U1
o
~

Dias Dias

Q
T

Figura 51. Curvas de creciemiento de Colletotrichum siamense en PDA a 28°C ([A] G12D, [B]
F11244A y [C] G42B), C. ignotum ([D] F11244B), C. theobromicola ([E] G121B), C. aoteora
([F1G81), C. karstii (|G] G122A) y C. truncatum ([H] F21182A.
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Figura 52. Curvas de crecimiento de Colletotrichum alatae en PDA a 28°C ([A] F52253A, [B]
F52251A y [C] F133251A), C. cliviae ([D] G61B, [E] F85241C y [F] G14B).
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Pruebas de patogenicidad de aislados de Colletotrichum spp.

Nocenta y cinco por ciento (21/22) evaluados fueron patogénicos a Dioscorea spp. Estos
fueron patogénicos en pruebas realizadas con herida en el tejido foliar. Diez de ellos fueron
también patogénicos en pruebas sin herida en el tejido foliar (Tabla 12). Los aislados de C.
tropicale (G13A, G143A, G73D y G153A) presentaron diferentes niveles de severidad, algunos
mostraron ser patogénicos con herida y otros, con herida y sin herida. Los fueron patogénicos
con herida y sin herida, con una severidad mayor de 21%. Los aislados de C. siamense (G12D,
F11244A y G42B) mostraron ser patogénicos con niveles de severidad 1 (<20%) y 2 (21-40%),
en pruebas con herida y sin herida. El aislado (F11244A) mostr6 ser patogénico con y sin herida
en el tejido, y con severidad entre 21 a 40%. C. gloeosporioides (G12B y F52252D) al igual que
C. siamense mostr6 ser patogénico con severidad en los niveles 1 y 2. El aislado G12B con nivel
de severidad 1 (<20%) fue patogénico con y sin herida, mientras que el aislado F52252D
solamente con herida en el tejido. Dos de los aislados de C. cliviae (G14B y F85241C) fueron
patogénicos solo con herida en el tejido y con un nivel de severidad 2 (21-40%). El aislado de C.
cliviae (G61B) fue patogénico con y sin herida, con un nivel de severidad 1 (<20%). Los aislados
de C. alatae (F52253A, F133251A y F52251A) también mostraron tener diferentes niveles de
severidad. El aislado F133251A mostré un nivel de severidad 1 (<20%) y F52253A un nivel 3
(>41%), siendo patogénicos solo con herida en el tejido. El aislado F52251A fue patogénico con
un nivel de severidad 2 (21-40%) con y sin herida en el tejido. Los aislados de C. fructicola
(G62A y G23B) fueron més virulentos con un nivel de severidad 3 (>41%). El aislado G62A fue
patogénico con y sin herida, mientras que el aislado G23B lo fue solo con herida en el tejido. Los
sintomas comenzaron a aparecer luego de cinco a doce dias de incubacion. Estos sintomas fueron

manchas color marrdn rojizo con bordes cloroticos, necrosis severa, clorosis en la venacion de
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las hojas y manchas negras (Figura 53-56). Los controles no mostraron ningun tipo de sintoma.
Los aislados menos virulentos fueron G73D, GI12B,G12D, F133251A, G81 y G61B,
restringiendose al area alrededor de la herida. Por otro lado, los mas virulentos fueron G143A,

G121B, G62A, F52253A y G23B.

Tabla 12. Resultados de las pruebas de patogenicidad in vitro en los diferentes aislados de
Colletotrichum spp. en tejido foliar de Dioscorea spp.

Especie (_ie Aislado Nivel de Tratamientos
Colletotrichum spp. severidad! Con herida  Sin herida
F133251A2 1 + -
C. alatae F52251A 2 + i
F52253A 3 + -
C. aoteora G813 1 + +
G61B 1 + +
C. cliviae G14B 2 + -
F85241C 2 + -
: G62A 3 + +
C. fructicola G23B 3 N N
- G12B 1 + -
C. gloeosporioides F52250D 2 N )
C. ignotum F11244B 2 + +
C. karstii G122A% 0 - .
GI12D 1 + -
C. siamense F11244A 2 +
G42B 2 + -
C. theobromicola GI121B 3 + +
G73D? 1 +5 -6
C. tropicale g}?AA ; j: j_L
Gl143A 3 + +
C. truncatum F21182A 2 + -

Niveles de severidad; 0 (0%), 1 (<20%), 2 (21-40%) y 3 (>41%), de acuerdo al porciento visual de tejido infectado.
2 F= se refiere a fincas privadas.

3 G= se refiere a coleccion de germoplasma ubicada en predios de UPRM en Corozal, Puerto Rico.

4 Aislado no patogénico

5 (+) Patogénico.

¢(-) No patogénico.
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Figura 53. Pruebas de patogenicidad realizadas en tejido foliar de Dioscorea alata que
mostraron nivel 1 (<20%) de severidad. [A] Colletotrichum tropicale G73D; [B] C.
gloeosporioides G12B; [C] C. alatae F133251A; [D] C. siamense G12D; [E] C. aoteora G81;

[F] C. cliviae G61B.
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Figura 54. Pruebas de patogenicidad realizadas en tejido foliar de Dioscorea alata y D. rotundata que mostraron nivel 2 (21-40%) de
severidad. [A-B] Colletotrichum siamense G42B y F11244A; [C] C. alatae F52251A; [D-E] C. cliviae G14B y F85241C; [F-G] C.
tropicale G13A y G153A; [H] C. truncatum F21182A; [1]. C.ignotum F11244B; [J] C. gloeosporioides F52252D.
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Figura 55. Pruebas de patogenicidad realizadas en tejido foliar de Dioscorea alata, D. esculenta
y D. rotundata que mostraron nivel 3 (>41%) de severidad. [A] Colletotrichum tropicale
G143A; [B] C. theobromicola G121B; [C-D] C. fructicola G62A y G23B; [E] C. alatae
F52253A.
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Figura 56. Pruebas de patogenicidad realizadas en tejido foliar de Dioscorea esculenta que
mostrd un nivel 0 (0%) de severidad. Colletotrichum karstii (G122A).
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Caracterizacion molecular de los aislados de Colletotrichum

Se obtuvo una secuencia concenso a partir de las secuencias obtenidas en las tres regiones
genéticas amplificadas de las diferentes especies de Colletotrichum. Aquellas especies de las
cuales no se pudo obtener una secuencia consenso, se utilizé la que presentd mejor porciento de
calidad (Apéndice G). El tamafio de los productos de PCR variaron de acuerdo a la region
genética amplificada. Estos fueron 300, 600 y 700 pb para los genes GAPDH, la region ITS de
ADNTr y B-tubulina, respectivamente.

Utilizando las tres regiones genéticas antes mencionadas, se identificaron once especies
de Colletotrichum de diferentes especies y cultivares de Dioscorea (Tabla 13) (Weir et al.,
2012). El porcentaje de homologia de las secuencias analizadas y comparadas mediante BLAST
con las secuencias del GenBank fue mayor de 97% (Tabla 13). Al construir los arboles
filogenéticos con el método de “méaximum likelihood” para los genes estudiados (ITS, B-tubulina
y GAPDH) se establecieron varios grupos monofiléticos o clados (Figura 57-59). El arbol
filogenético construido a partir de las secuencias obtenidas de la region de ITS del ADNr separd
las especies C. truncatum, C. alatae, C. karstii 'y C. cliviae en clados o grupos monofiléticos. Sin
embargo, esta region genética no permitié separar las especies C. truncatum y C. capsici.
Tambien agrupo las especies C. tropicale, C. siamense, C. theobromicola, C. fragariae, C.
fructicola, C. aotearoa, C. ignotum 'y C. gloeosporioides en un mismo clado. Dentro de este
clado C. gloeosporioides y C. theobromicola fueron agrupados en pequenos clados dentro de
este. El aislado de C. aotearoa (G81) obtenido del cultivar Diamantes fue agrupado fuera del
clado de este. Por los cual esta region genética no fue efectiva separando especies
evolutivamente cercanas como C. siamense, C. tropicale, C. fructicola y C. ignotum, lo que

concuerda con estudios previos realizados por Weir et al. (2012) (Figura 57).
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El arbol filogenético construido con las secuencias del gen de [ -tubulina, agrupé las

especies de Colletotrichum en tres clados. C. truncatum y C. cliviae fueron agrupadas fuera de
las demas especies. Sin embargo, no separa a C. cliviae de C. orchidearum. El resto de las
especies fueron agrupadas en un mismo clado C. tropicale, C. siamense, C. theobromicola, C.
kahawae, C. fructicola, C. aotearoa, C. gloeosporioides y C. alatae. En este clado las especies
C. kahawae, C. aotearoa, C. theobromicola, C. alatae y C. gloeosporioides fueron separadas en
pequeiios clados dentro de este. Sin embargo, C. kahawae estuvo agrupado en el mismo clado de
C. aoteora (Figura 58).

En el arbol filogenético construido con las Uno de estos clados incluye cuatro subclados
donde las secuencias de C. alatae, C. aotearoa, C. gloeosporioides y C. theobromicola fueron
separadas de las demds especies. Sin embargo, no separd a C. theobromicola de C. fragariae.
Las secuencias de C. cliviae, C. karstii y C. truncatum fueron separadas aparte en tres clados
aparte, manteniendose C. cliviae agrupada en un mismo clado con C. orchidearum (Figura 59).
Las especies C. fructicola, C. ignotum, C. tropicale y C. siamense aparentan tener una alta
similaridad evolutiva y poca variabilidad entre estas, ya que las tres regiones genéticas utilizadas
no fueron capaces de separarlas en clados o grupos monofiléticos diferentes. El arbol

filogenético construido con las secuencias del gen de S -tubulina no incluy6 la secuencia de C.

ignotum ya que no se logr6 obtener una secuencia de calidad.
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Tabla 13. Similaridad entre las secuencias de tres regiones genéticas (ITS, fTUB y GAPDH)
obtenidas de Colletotrichum spp. aislados de Dioscorea spp., con secuencias previamente
reportadas en el GenBank.

Similaridad con secuencias previamente reportadas en el GenBank

Aislados Gen Numero de Especie Query E- Identidad
accesion Coverage value! maxima
G13A? ITS KC512125.1 100% 0.0 100%
fTUB JX010407.1 95% 0.0 100%
GAPDH JX010007.1 92% 4e-143 100%
G143A ITS JX010275.1 99% 0.0 100%
BTUB JX010407.1 91% 0.0 100%
GAPDH JX010007.1  C. tropicale 74% 4e-142 99%
G73D ITS KC512125.1 100% 0.0 99%
fTUB JX010407.1 97% 0.0 100%
GAPDH KC517181.1 87% 2e-119 99%
GI153A ITS KC512125.1 100% 0.0 99%
BTUB ND* ND ND ND
GAPDH KC517186.1 97% 2e-120  100%
G12B ITS FN566872.1 99% 0.0 100%
fTUB JX827449.1 98% 0.0 99%
GAPDH JX827437.1  C. gloeosporioides  99% 3e-142 100%
F52252D ITS JQ580526.1 98% 0.0 99%
BTUB JX827449.1 100% 0.0 92%
GAPDH JX827437.1 100% le-135 100%
G12D ITS JX010278.1 96% 0.0 99%
BTUB KF877323.1 99% 0.0 99%
GAPDH JX009924.1 99% 6e-129 97%
F11244A ITS JX010278.1 C siamense 100% 0.0 99%
BTUB JF811021.1 ’ 99% 0.0 98%
GAPDH JX010002.1 99% le-131 99%
G42B ITS KJ813613.1 99% 0.0 99%
fTUB JF811021.1 99% 0.0 99%
GAPDH JX010002.1 99% 3e-137  99%
G14B ITS KC702980.1 97% 0.0 100%
fTUB HM585423.1 99% 0.0 100%
GAPDH JX546611.1 C cliviae 100% 5e-119 99%
G61B ITS KC702980.1 ‘ 98% 0.0 99%
fTUB HM585423.1 100% 0.0 100%
GAPDH JX546611.1 96% 2e-118 98%
F85241C ITS KC702974.1 99% 0.0 99%
BTUB HM585423.1 99% 0.0 99%
GAPDH JX546611.1 96% 1le-120  99%

! Similaridad favorable. Se espera un valor de cero para altos porcientos de homologia entre las secuencias de  ADN.
2 G= se refiere a coleccion de germoplasma ubicada en predios de UPRM en Corozal, Puerto Rico.
3 F=se refiere a fincas privadas; * No hay datos para esta secuencia. Secuencias con un nivel de calidad muy bajo.
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Tabla 13. Continuacion

Similaridad con secuencias previamente reportadas en el GenBank

Aislados Gen Nimero de Especie Query E- Identidad
Accesion Coverage value! maixima
G23B? ITS KC702988.1 99% 0.0 100%
BTUB KJ420049.1 98% 4e-172 96%
GAPDH JX009946.1 C. fiucticola 99% 2e-144 100%
G62A ITS KF620965.1 ’ 99% 0.0 100%
BTUB ND ND ND ND
GAPDH JX009946.1 98% 2e-143 100%
G121B ITS KM505031.1  C. theobromicola  99% 0.0 99%
BTUB KF768557.1 95% 0.0 99%
GAPDH JX009957.1 98% le-130 99%
G81 ITS NR 120136.1 C. aotearoa 100% 0.0 99%
BTUB KC297088.1 99% 0.0 98%
GAPDH JX009906.1 99% 6e-134 99%
G122A ITS KJ813594.1 C. karstii 100% 0.0 100%
BTUB ND* ND ND ND
GAPDH KMO055654.1 100% 6e-98  99%
F133251A3% ITS NR120135.1 99% 0.0 99%
BTUB JX010383.1 93% 0.0 100%
GAPDH JX009990.1 98% 5e-150 100%
F52253A  ITS JX010191.1 C alatae 100% 0.0 97%
BTUB ND ’ ND ND ND
GAPDH JX009990.1 98% 2e-148 99%
F52251A  ITS JX010191.1 94% 0.0 94%
BTUB JX010383.1 82% 0.0 97%
GAPDH JX009990.1 99% 5e-150 100%
F21182A ITS KC460308.1 C. truncatum 100% 0.0 100%
fTUB KC109476.1 98% 0.0 99%
GAPDH KC109590.1 99% le-146 99%
F11244B ITS KC790967.1  C. ignotum 100% 0.0 100%
BTUB ND ND ND ND
GAPDH JN861218.1 99% 5e-140 99%

! Similaridad favorable. Se espera un valor de cero para altos porcientos de homologia entre las secuencias de  ADN.
2 G= se refiere a coleccidon de germoplasma ubicada en predios de UPRM en Corozal, Puerto Rico.
3 F=se refiere a fincas privadas.

4 No hay datos para esta secuencia. Secuencias con un nivel de calidad muy bajo.
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G42BI C. siamense
G73DI C. tropicale
G12DI C. siamense
G153Al C. tropicale
G811 C. aotearoa
G13AI C. tropicale
F11244AIl C. siamense
—1 KC512125. 1] Colletotrichum tropicale %
G143AIl C. tropicale
JX010278. 1! Colletotrichum siamense
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JX258785. 1/ Colletotrichum fragariae 4
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Figura 57. Arbol filogenético construido de las secuencias de la region ITS del ADNr obtenidas
de Colletotrichum spp. aislados de Dioscorea spp. Secuencias obtenidas del GenBank ().
Outgroup; C. destructivum.
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Figura 58. Arbol filogenético construido de las secuencias del gen de p-tubulina obtenidas de
Colletotrichum spp. aislados de Dioscorea spp. Secuencias obtenidas del GenBank (¢).
Outgroup; C. destructivum.
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Figura 59. Arbol filogenético construido de las secuencias del gen de GAPDH obtenidas de
Colletotrichum spp. aislados de Dioscorea spp. Secuencias obtenidas del GenBank (¢).

Outgroup; C. destructivum.
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DISCUSION

El hongo fitopatdogeno mas importante del tejido foliar del name, es C. gloeosporioides,
agente causal de la candelilla. Un aspecto crucial para el manejo de esta enfermedad es la
correcta identificacion de las distitnas especies patogénicas. Con la excepcion de la cominmente
identificada, C. gloeosporioides, en Puerto Rico ha sido muy limitada la investigacion dirigida a
identificar detalladamente las especies de este hongo que afectan el cultivo (Gonzalez-Vélez,
2006; Mignucci et al., 1988; Gonzalez-Vélez, 1989). Esta tendencia también se ve reflejada en
Africa, el principal productor de fiame a nivel mundial, a pesar ser un centro de investigacion en
lo que respecta a este cultivo. En Africa, Amusa (1996) aislo a C. graminicola, C.
gloeosporioides y C. lindemuthianum a partir de manchas necréticas del tejido de D. alata y D.
rotundata, Sin embargo, solo C. graminicola 'y C. gloeosporioides demostraron ser patogénicas.
Ayodele (2003) reporté a C. truncatum como responsable de causar la antracnosis en el follaje de
D. rotundata. Ninguna de estas investigaciones realizd una caracterizacion mas completa del
género que incluyera aspectos moleculares que permitieran confirmar la identidad de estas
especies. Aquellas investigaciones que han llevado a cabo caracterizacion molecular de
Colletotrichum spp. en este cultivo, s6lo han reportado a C. gloeosporioides, C. alatae y C.
fructicola, en D. alata 'y a C. siamense en D. rotundata como agentes causales de enfermedades
foliares (Abang et al., 2002-2006; Aduramigba et al., 2012; Weir et al., 2012). En Puerto
Rico, las investigaciones mas recientes han estado dirigidas a evaluar las practicas para el control
de la enfermedad, sin enfatizar la caracterizacion de especies o la correcta identificacion de las
mismas con técnicas modernas (Gonzalez-Vélez, 2006 y 1989; Mignucci et al., 1988). Nuestra
investigacion contempla poder responder a esta interrogante combinando la caracterizacion

morfoldgica y patogénica con aspectos moleculares que nos permitan identificar las especies de
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Colletotrichum spp. que ocurren en las diferentes especies y variedades de fiame.

De los sintomas foliares observados y colectados en el campo, se obtuvieron 259 aislados
de hongos y once de bacterias, lo cual demuestra, que la observacion de sintomas en el campo no
es suficiente criterio para disernir ctial es el agente causal de las lesiones, ya que de una misma
lesion se pueden aislar diveras especies de hongos, incluyendo bacterias. Es por esto que es
necesario realizar pruebas de patogenicidad que demuestren que el hongo en cuestion es el
causante de algun tipo de lesion. Durante el muestreo realizado en la coleccion de germoplasma
se pudo observar que las variedades de D. alata mostraron los sintomas mas severos. Estos
hallasgos eran de esperarse ya que esta especie se reporta como la mas susceptible a
enfermedades foliares (Egesi et al., 2007; Onyeka et al., 2006; Gonzalez-Vélez, 2006; Abang et
al., 2002). D. rotundata a pesar de reportarse como tolerante (Gonzalez-Vélez, 2006; Mignucci
et al., 1988), present6 sintomas similares a los observados en D. alata. Una de las especies de
flame que presentd mayor sintomatologia (manchas necrdticas, dafio foliar) en el campo fue D.
esculenta, cominmente utilizada para consumo a nivel mundial (Asiedu et al., 2010; Opara,
2003; Rodriguez, 2000). Es importante sefialar que la sintomatologia observada en la coleccion
de germoplasma también fue observada durante el catastro realizado en fincas privadas con
mayor produccion de fiame. La severidad de la enfermedad en algunos pueblos se relaciond a las
localidades de las fincas, las especies que estos sembraban y practicas o métodos de siembra que
los agricultores utilizaban. Las pueblos con mayor severidad (igual o mayor de 4) en la especie
D. alata fueron Moca y Barranquitas, y en D. rotundata, Barranquitas y Utuado. En general, los
predios de D. alata presentaron niveles de severidad altos en todos los municipios evaluados.
Entre los factores que pueden estar contribuyendo a esta dindmica, esta la localizacion de estos

municipios en el centro de la isla, donde las temperaturas predominantes son frescas (80 a 87°C)
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y hay mayor humedad relativa (71 a 90%). Otros factores estan relacionados a las practicas de
manejo de siembras. Por ejemplo, los agricultores en Barranquitas no realizan control de malezas
y no estacan la especie D. alata. Estos factores aportan al desarrollo de la enfermedad. La falta
de estacado propicia mayor humedad en el follaje de las plantas creando un micro clima
favorable para el crecimiento de la mayoria de los hongos, especialmente de Colletotrichum spp.
(Agrios, 2005). En Moca, a pesar de los agricultores mantienen los predios limpios y estacados,
los cultivares de D. alata estaban bien deteriorados, con una alta incidencia de la enfermedad.
Los pueblos con el menor nivel de severidad (nivel 1) en D. rotundata fueron Aguada y Moca.
Los agricultores de estos municipios mantienen los predios libres de malezas y estacan u
organizan las plantas en cerones. Ambas practicas ayudan a reducir el desarrollo de la

enfermedad.

De la sintomatologia evaluada se obtuvieron un total de 66 aislados de Colletotrichum
spp. asociados a las especies de Dioscorea spp. El mayor nimero de aislados de hongos se
obtuvo de D. alata. Esto era de esperarse, ya que ademas de ser la especie de fame mads
susceptible a patogenos foliares, y de la cual se evaluaron la mayor cantidad de variedades. La
segunda especie de la cual se obtuvo el mayor nimero de aislados de Colletotrichum spp. fue D.
rotundata. Estos resultados no concuerdan con lo reportado previamente en la isla para esta
especie (Gonzalez-Vélez, 2006). En otras partes del mundo si se observa una mayor frecuencia
de aislados de Colletotrichum spp., afectando D. rotundata en comparacion a D. alata (Amusa et
al., 2003). De los aislados caracterizados, C. cliviae, C. siamense, y C. gloeosporioides, estan
presentes en diferentes regiones de la isla. Estos se identificaron tanto en el catastro realizado en
la coleccion de germoplasma localizada en Corozal, asi como en fincas privadas alrededor de la

isla.
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Algunos de los aislados de Colletotrichum spp. caracterizados mostraron diferentes
patrones de crecimiento, tanto en las curvas como en las colonias, aun siendo de la misma
especie. Esto se observo en los aislados de C. tropicale (4), C. siamense (3), C. alatae (3) C.
cliviae (3), C. fructicola (2) y C. gloeosporioides (2), los cuales mostraron caracteristicas
fenotipicas diferentes en medios de cultivo. Los aislados de C. tropicale, C. alatae y C.
gloeosporioides, obtenidos de D. alata presentaron colonias con apariencia diferentes. Esto
sugiere que la morfologia de estos hongos varia de acuerdo a la variedad de fiame que estan
afectando y no a la especie. En el caso de C. cliviae, dos (G61B y F85241C) de los tres aislados
obtenidos de especies de fame diferentes, mostraron tener las mismas caracteristicas fenotipicas.
El tnico que pudo diferenciarse de los demads aislados, fue el aislado F21182A (C. truncatum)
por la particularidad de sus conidias largas y con los apices fusiformes. Abang (2009) menciona
que C. gloeosporioides, a pesar de ser una misma especie este puede tener diferentes formas de
crecimiento y de patogenicidad, lo que podria ocurrir con las demés especies de este hongo. La
identificacion morfologica de especies dentro del género Colletotrichum resulta ser complicada
por la similitud en tamafio y forma de conidios y apresorios, caracteristicas de la colonia, tasas de
crecimiento y la ausencia de estados teleomorficos (Hyde et al., 2009a; Photita et al., 2005; Hyde
et al., 2009b). Dos factores que podrian afectar la caracterizaciéon morfoldgica confiable de este
hongo son la variabilidad de las colonias de acuerdo a las condiciones ambientales, y la
transferencia continua del mismo en medio de cultivo (Weir et al., 2012). Con algunos aislados
de C. fructicola y C. siamense no se observo gran produccion de apresorios. Esto no significa
que estos aislados no puedan penetrar o ser patogénicos, ya que como menciona O’connell
(2000) este hongo no siempre necesita del apresorio para penetrar el tejido, este lo puede hacer

indirectamente por medio de estomas o aperturas en el tejido. Esto se pudo demostrar en esta
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investigacion, ya que de los aislados evaluados, algunos mostraron ser patogénicos con y sin

herida en el tejido.

En términos patogénicos, el tnico aislado de C. karstii obtenido de D. esculenta cv. Muni
no caus6 patogenicidad. Es posible que esta especie de Colletotrichum no afecte el fame, ya que
no ha sido reportada en este cultivo./Para poder confirmar este dato, habria que realizar varias
pruebas de patogenicidad en las demads especies de fiame. C. tropicale es capaz de infectar con o
sin herida el tejido foliar de D. alata. observandose diferentes grados de virulencia en los
diferentes aislados evaluados. Los diferentes niveles de severidad de C. tropicale podria estar
relacionados con la variabilidad genética de D. alata, o sea, a los diferentes niveles de resistencia
que ocurren en las cuatro variedades evaluadas. Mignouna (2001) reportd que en algunas
variedades de D. alata existe resistencia natural a la antracnosis. Sin embargo, se desconoce
sobre los niveles de resitencia a nivel mundial debido a la falta de segregacion en las poblaciones
de fiame. Este hongo es capaz de infectar algunas variedades de fiame sin herida en el tejido, lo
cual se puede relacionar con la abundante produccion de apresorios y al grosor de la cuticula de
estas plantas. Mientras menos gruesa la cuticula, mayor es la posibilidad de penetrar
efectivamente (Egesi et al., 2007). Colletotrichum spp. puede producir fitotoxinas responsables
de su patogenicidad y que pueden ser selectivas al hospedero (Alleyne et al., 2008). C. siamense
fue encontrado en la coleccion de germoplasma y en fincas privadas afectando mayormente las
especies mas importantes de lame a nivel mundial (D. alata y D. rotundata). Este fue patogénico
al tejido foliar de D. alata s6lo en pruebas con herida, mientras que en D. rotundata fue
patogénico al tejido foliar tanto en pruebas con como sin herida. Aunque se observaron
diferentes niveles de severidad con esta especie de Colletotrichum, esta no fue mayor de un 40%.

Aun asi este porcentaje es suficiente como para causar un dafio considerable al cultivo del fiame.
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Los aislados de C. cliviae, C. siamense, y C. gloeosporioides mostraron ser patogénicos con y sin
herida en el tejido foliar del fiame, y su severidad puede alcanzar un 40%. C. cliviae y C.
siamense mostraron ser patogénicos en D. alata y D. rotundata. C. gloeosporioides solo fue
identificado en D. alata, lo que era de esperarse ya que este solo se ha reportado patogénico a

esta especie (Abang et al., 2002-2006; Baquero, 2002; Egesi et al., 2009).

Los aislados de Colletotrichum que presentaron una tasa de crecimiento lenta, no
necesariamente causaron un nivel de severidad bajo o viceversa. Por ejemplo, el aislado
F52253A de C. alatae a pesar de su tasa de crecimiento lenta, causé una severidad mayor de un
40%. Esto podria ser indicativo de que posiblemente este aislado produce un alto nivel de
fitotoxinas y enzimas que pueden degradar el tejido mas rdpidamente, y que también podria
utilizar algunos metabolitos para desactivar las defensas de la planta (Alleyne et al., 2008). El
cultivar Forastero de D. alata ha sido reportado y utilizado anteriormente en Africa como una
variedad resistente (Egesi et al., 2007). Esto difiere de nuestra investigacion, ya que fue
susceptible a Cl1[]. cliviae y a C. fructicola, observandose un nivel de severidad de 20 a 40%, y
mas de un 40%, respectivamnete. [ |Del tejido foliar de D. rotundata identificamos las siguientes
especies patogénicas C. cliviae, C. fructicola, C. ignotum, C. siamense y C. truncatum. C.
truncatum fue la Uinica especie reportada anteriormente como causante de manchas foliares en
fname (Ayodele et al., 2003), aunque este estudio no evalud su patogenicidad. Nuestros datos
demuestran que a pesar de la tolerancia de D. rotundata a C. gloeosporioides, esta es afectada

por otras especies de Colletotrichum.

Es muy limitada la informacién existente sobre otras especies de Colletotrichum que
afectan el cultivo del fiame, con excepcion de C. gloeosporioides. Esto se debe principalmente a

la falta de aplicacion de varias técnicas efectivas para la identificacion de especies, incluyendo

112



las moleculares. Esta investigacion demostr6 que la region ITS del ADNr no fue muy efectiva en
separar algunas de las especies, con excepcion de C. alatae, C. cliviae, C. karstii y C. truncatum.
Tampoco fue eficiente en separar esta tltima de C. capcisi. Los genes de B tubulina y GAPDH
fueron mas efectivos separando las especies de C. alatae, C. aotearoa, C. cliviae, C.
gloeosporioides, C. karstii, C. theobromicola 'y C. truncatum. La region ITS de ADNr y el gen
de GAPDH no fueron eficientes separando a C. theobromicola de C. fragariae. Esto concuerda
con lo reportado previamente donde se colocan ambas especies en un mismo clado como
sinébnimos (Weir et al., 2012; Rojas et al., 2010). Encontramos que estas tres regiones genéticas
no son tan efectivas separando a C. fructicola, C. ignotum, C. siamense y C. tropicale, fuera de
un mismo clado, lo cual suigiere que estas especies podrian ser altamente similares y estar
relacionadas evolutivamente. Con excepcion de C. gloeosporioides, todas las especies
encontradas en esta investigacion son nuevos reportes para el cultivo del fiame en la isla. Estos
resultados son de gran relevancia para los esfuerzos que se estan realizando en incrementar la

produccion local del cultivo y en la implementacion de practicas efectivas de control.
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CONCLUSIONES

D. alata y D. rotundata fueron las especies de name mas susceptibles a la antracnosis.
Los cultivares Florido y PI 15587 de D. alata, y Guinea de D. rotundata, fueron los cultivares
que mostraron los mayores niveles de severidad. El pueblo de Barranquitas fue el de mayor
incidencia de antracnosis en la isla. Las especies de Colletotrichum asociadas al follaje del hame
alrededor de la isla son C. alatae, C. aotearoa, C. cliviae, C. fructicola, C. gloeosporioides, C.
ignotum, C. siamense, C. tropicale, C. theobromicola, y C. truncatum. Nueve de estas especies
son nuevos reportes para este cultivo en la isla. C. alatae, C. cliviae, C. fructicola, C. siamense,

y C. tropicale fueron las especies mas frecuentemente encontradas alrededor de la isla.

D. rotundata, reportada previamente como tolerante a esta enfermedad, mostré ser
susceptible a C. aoteora, C. cliviae, C. fructicola, C. ignotum, C. siamense'y C. truncatum.
Basado en nuestro conocimiento y en la revision de literatura realizada, este es el primer reporte
de C. aotearoa, C. cliviae, C. ignotum, C. theobromicola, C. truncatum y C. tropicale, siendo
patogénicas a Dioscorea spp. a nivel mundial. C. karstii aislada de D. esculenta cv. Muni, fue la
unica especie de Colletotrichum identificada que no fue patogénica. C. truncatum aislada de D.
rotundata cv. Guinea Negro, fue la Unica especie incapaz de infectar el tejido de la planta sin
herida. Las curvas de crecimiento realizadas mostraron diferencias significativas en las tasas de
crecimiento de algunas especies. Las especies que mostraron tasas de crecimiento mas lentos

fueron C. alatae 'y C. cliviae.

Los andlisis filogenéticos demostraron que las regiones genéticas utilizadas (ITS de
ADNr, BTUB y GAPDH) no separan las especies C. cliviae de C. orchidorum. Las regiones

genéticas de GAPDH y BTUB resultaron mas efectivas separando la mayoria de las especies.
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Aun asi, estas no lograron separar las especies de C. fructicola, C. ignotum, C. siamense y C.

tropicale entre ellas.
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Apéndice A

Formularios del catastro realizado en las diferentes fincas alrededor de la isla.
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Fecha: 'T— o - E-Gl?_"}

USIVERSIDAD DE PUERTO RICO
RECINTO UNIVERSITARIO DE ID Proyeaio: = - 1D 2o
65 P.O. BOX 9000 ; ) Fuertel
Mayaguez, PR 00681-9000 imvesigador. Stepbainie
Colegio de Ciencias : Localizacion: (Mgaddo
Departamento de Cultivos v Clencias
Agroambientales Agricultor: LY -

Nombre comim: MNombre cientifico:

Nombre comuin: Mombre cientifico:
Wm.ﬁkﬂmﬁ[&@m‘:mmﬂ o ncled—
DATOS DE LOCALIZACION

Fotos: Desde: Hasta:

D;gl-afCJq_

Latitud: Longited: (1) (s a. mi{;ﬁq-ﬂ* 3 —
%m NT 192 W obl” 4S5 4K2 Terp: €

CARACTERISTICAS DEL CULTIVO

Ares sembrada

Fenologia: B(:g:linn OYemas CTubérculo

Origen de la semilla: [JComprada I?,é

mﬂpﬁimm_i@uﬂ-y_)_ﬁﬂm
Bﬁuﬂu_ CINo Estacado

Densidad del follaje: A DS enbe  ccrem o
Especies muestreadias:

mawmm_.m de comcth WACer20 — Blovt |
Riego: A0 Ay a1

Fertilizacidn:_ 10— — 2.
Fungicidas: “uldndnn A . Gloe
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Comentarios del Iovestigador:_ b0 = {17 b~
__J Man s EW] '1).:'__ = ¥ o x e a o -
- =

Simomatologia: l‘x_,].l"].ff_,.':'.."':'...-' iy r“-‘i*‘-:"ﬁ,l s NOC FUHIS
NG|
J

Porciento aproximado de severidad:___ M1l = cde SoUEr c'i::.d
Muestras colectadas: 2 — “f U STT O LA — 0 -

@1_,;"1:.-1_;
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A-3. Fincas de Barranquitas

Feha: 1A - 0Q- 3

UNIVERSIDAD DE PUERTO RICO 2
RECINTO UNIVERSITARIO DE . 7=
o ID Proyecto:_ Z-F108 22
65 P.O. BOX 9000 = . -
Mayaguez, PR 00681-9000 h'ﬁ's-dﬂ-ﬁéﬂpb&ﬂr:_ﬁifru
Colegio de Ciencias Agricolas izacion: EXCU TNy TC)
Departamento de Cultivos y Ciencias Localizacion: ?
Agroambientales . i
Eral 2O -28QY
INFORMACION DE LA ESFECIE

Nombre ciemtifico: 1. r Dt oncdator

DATOS DE LOCALIZACION
Fotos: Desde: Hasta:

Detry e Car

Latitd: Longitmd:_ 2T v Elevacién:_IGA1 £+

T:mmrm_‘zls—_mﬁ_t_a,—) MR 1390

CARACTERISTICAS DEL CULTIVO
Area sembrads: i/E O o -

w Ous 9oy

Origen de la semilla: [JComprada

Fenologia FlVegetative  [JYemas TiTubérculo

Plocal

Preparacion del predio: _Zoc ey

E’E;m OINo Estacado

Densidad del follaje: 2—3 e S

Especics mucstreades:_ ), rtOnd ot =

Riego: hla-h_iraj

Fecha de siembra: _£/vy(D- A MAr7 () Fecha de cosecha:_ OOV - DwCae=~rhv€

Fertilizacion:

Fungicidas:
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Comentarios del Investigador: _Si=rlovi. <5 Lirvpie s o

e Mmalilals, sabcnn pecce Ao

Sintomatologia: L-}"ﬂ:'—'!:‘-u% ] O ac

“E"_ Ll s

Porciento aproximado de severidag: M1 3 c;l‘:‘ ‘EE‘:uEru'_tc;d

Muestras colectadas: e (s E_.i'&_r'{:y-“x cl_a_ 2 —&f

mucstros ae Quine .
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Fecha: ¥4 - -13
IDProyecto:_ —F1[wS 22

UNIVERSIDAD DE PUERTO RICO
RECINTO UNIVERSITARIO DE
MAYAGUEZ
65 P.O. BOX 9000

INFORMACION DE LA ESPECIE
Nombre comin: Hobryoer®  Nombre ciemtific:_D._rburcdaday,
Mombere comim: Mombre clentifico:
Mombre comin: Nombre cientifico:
DATOS DE LOCALIZACION
Fotos: Desde:  Hasta
Dedorea
Latitod: Longited: J'Cfffirn, Elevacin:_IC{ 11 (4
- F L]

Temperatum: O°F l;bmuﬁ-ﬂ : MR LS \

W Ol 18-S
CARACTERISTICAS DEL CULTIVO

Arcasembrads DN o ser s

Fenologia: m OYemas OTubérculo

Origen de la semille: [JComprada Eﬁﬂ

Preparacidn del predicc s vhes \os b bkerac / corcrel

Mmméhgm_m/hz o ente hileray

Especies muestreadas; Y ru'h_.q.f"*"-‘-ﬁ'-l":?

Fecha de siembra: 'fgfm 1= Fecha de cosecha:__ (UL 1+ — il'{l
Riego: _ Nrturg |}

mew
Comentarios del Agricator;_ AP0 s m__bfr’ijlﬂ el

f..-""
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wﬂww
= —eafervedasles, fohareS Cuthuay tapuey

Son sandtOrresd m.pn’w{'ﬁ rJU Virtah -

Sintomatologie:_ Yl v 0 acTA r’*,_-;’—_-:__r:;—;n [ = T, W

Porciento aproximado de severidad: i U] & {'D.rHuﬂG*G‘)  Nwel S (Dot R:)
Mucsiras colectadas: < & Oolschknrc- [ e R | MLLEH”—&"—'!
ce= Fiorido : Qo= .| i-—-{f-*:_h'-':'kf :
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UNIVERSIDAD DE PUERTO RICO
RECINTO UNIVERSITARIO DE
MAYAGUEZ
65 P.O. BOX 9000
Mayaguez, PR 0068 1-9000
Colegio de Ciencias Agricolas
Departamento de Cultivos y Ciencias
Agroambientales

INFORMACION DE LA ESPECIE 1 ceeer g
Nombre comin: _F \owr 1l Nombre cientifico: L2 elata 20 /S

Nombre comin: (U1 OES Nombre cientifico: 1. retinaiata 4 cusda]

Mombre comin: Mombre cientifico:

DATOS DE LOCALIZACION

Fotos: Desde: Hasta:
Latiod LenoE’™ T 9 e Esevacibe 1AG 1 T
Temperatura: {ﬂ_'f.—'\TI: BHhicocion. M 13 -fost

wr ol Q5230
CARACTERISTICAS DEL CULTIVO

Area mﬁﬁ&ic_@_ﬁxiﬂ)d_‘(_ambs@m@

thmm Ovemas [TTubérenlo

Origen de ks semilla: DCM';-:I.I dw_&_:km_‘b:__

Preparacion del predio: b2 me =,

E{:undo Ono Estacads

Denided el ol 2._pyres et Olactes | 4 foar-CoS

Especies muestreadas: <

Fecha de siembea: AAQIZ O Fecha de cosecha: WOUE b€
Fungicidas: 15 V' .
Comentarios del Agricultor (i ~Aelilla € heabarerd
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Comentarios del Investigador:

Sintomatologia: nis . oroucho—s
r
WCS"_‘CCIE L
Porcientn i de severidad: IG'S-
= 2 (Moeed ) . camdnan L2 Pe e

Muecstras colectadas:
2-% _rwisthe— ds . C-i;'lr\,LG u ForcD
L]
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A-4. Finca de Aguada.

Fecha = j— | =
~UNIVERSIDAD DE PUERTO RICO 10-1 5
RECINTO UNIVERSITARIO DE :
AT ID Proyecto:_~—F11F~y 22

65 P.0. BOX 9000 . kB o e
Mayagucz, PR 00681-9000 lavestigador > teping e o b
Colegio de Ciencias Agricolas .V

Departamento de Cultivos y Ciencias Localizacion: | ijﬂﬂdg |

A Agriculor: £ i in Borncoan

1371 D (G063

INFORMACION DE LA ESPECIE
Nombre comin: SO SCEAEATS  Nombre cicatifics: L). Tbi w~Clota

Nombre comén: &+ 1L~ Nombee cieatifico: 1) - ~2lor by
Nossber: couiie: Nombre cicatifico:
DATOS DE LOCALIZACION

Fotos: Desde: Hasta:

Latitad: Longitad: (] 15 T ) Elevacién:_410 4 a"':‘shgf: 12 .25 N
Temperatora: ___ AL
CARACTERISTICAS DEL CULTIVO

Amasembrads_ \f CoocdQun 73 A
Fenologia: E]Vegetative  [JYemas [ITubérculo

Origen de la semill: [JComprada Elf;mt’}r;;:; {":r—j.w : JJJE‘-HE'{}
Preparacién del predio: __ OSn. baua |l A f‘;%_“—;qd' - Erm henCos

E/E.ﬂ:du [INo Estacado
Demsidaddel follsie___“1-S 123 e Oul\or@)
Especies muestreadas O oy Rt vyicka

cendd)

o o
Fecha de siembra’ ==t T 77 Focha de cosechar (i

s Riego: Noctread]
7 Fetiimciée:__ 15 -S -0  10-S5-3O . 2 x h:ilc“: Ag -r;--;}ti—-":‘(;'
Fungicidas_ (0 dts, Senp e PAuc com el .

Comentarios del Agricultor:
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Comentarios del Investigador: ﬂ4erv4::r-:—_ = - agle =—4
s a SIS barcns donddedde

Sintomasclogie:_ AMAnC Q4 NecrohicGl . e

Porciento aproximado de severidad: M v ] 1 (Doichy .gir_ig " Mol H !:D- -:'-lc-*c-)

Muesras cokectadas: 1 -t mruus st =\ owv. HFloriddaD
e f:-ﬁg,rw;_
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A-5. Fincas de Moca.

. Fecha: 2le— =13
UNIVERSIDAD DE PUERTO RICO
RECINTO UNIVERSITARIO DE ID Proyecto: =~ — 1 22
MAYAGUEZ 5 :Fﬁff
65 P.0. BOX 9000 Investigador:: NIEE LENTES
Mayaguez, PR 00681-9000
Colegio de Ciencias Agricolas Localizacion: AdOC O, B - e
Immdc{:ﬂmmy(:in:iu
Agreambientales Agriculior; I’é‘;

A’-;{if‘

INFORMACION DE LA ESPECIE

Nombre comisn: F'!::r‘rgiﬁ Nombre cieatifico: _ 42, a-k?i(&-

Nowsbve comia: Mﬁi@m:mﬂ_ﬂ hyrdet e

Nombre comim: Mambre cientifico:

DATOS DE LOCALIZACION

Fotos: Desde: 3F0 Hastx

ng.m 9P s ma Einm*—l_ﬂ‘-!_'ﬂr

- . 1.3 F bheaoon. N 1Y @0t
L Ww ouT 03.305"

Area sembrada; ff’é' Caﬁfddﬂ:

thgi:E{,um OYemas OTubérculo

Origen de la semilla: (] Comprada Bﬁﬂ

Preparaciéndelpredio: L1 CorONesS,
,E{m [Ine Estscado

MHMML’_@[&L’

Especies muestreadss:

Fecha de siembra:_£/2270) Fecha de cosecha:__O(7+ - Nngy/

Ricgo: Wﬂfa/
Fertilizacion:__ D - L[> ﬁ:.,ﬁ.-;z,: .M 2-f2-(<
Fmﬂwmwn
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Comentarios del Investigador:_ €1 Sa e Floedo (D alcte)
o saccl ,— : O
LLH—W.J
Sintomasclogie: NeecrOMS Hcliar  mrancf. oo

Fec ..f[:-fr? LA

Ylordeo G d"{:ﬁ.l"tfj-r'ﬁ'&—\ e e
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INFORMACION DE LA ESPECIE

Nombre comin: _&Jrfa Nombre cientifico: Mtié?

Nombre comin: [ Jtarae ) Nombre ciemtifico:_J)- 243700

DATOS DE LOCALIZACION
Fotos: Dﬁ:ﬂ Hasta: ”
vLAS i
Lumifmgud. 23 G Elevacise 350
- ] & L]
Tempenwr:_ B3B8 F  (bupncon N g 771
W o7 02 .09
CARACTERISTICAS DEL CULTIVO

Area sembrada; Eﬂﬂcﬂﬁ,m.

mﬁm Ovemas DOTubérculo

Ovigen de t semitls: PComprte Damanfe.  Ditoeni__Ohran
JBEsacado  [INo Estacado
Densidad del follaje: : tre.  QeroreS

Especics mucseadss:_ (%A — ). rohinciaia

Fecha de cosecha: 5_"»'!' -t
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WLLELT C5S Crer 3t g C_L_. =3 i"'l:_}r,_.&
moanchoa.  ceornsbheoa

Porciento aproximado de severidad:_ M Jie | L

Mucstrascolectadass D -4L i aisntroin s . yaneo
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A-6. Fincas de San Sebastian.

UNIVERSIDAD DE PUERTO RICO Fecha 12 - (g-13
RECINTO UNIVERSITARIO DE
MAYAGUEZ ID Proyecto: 7 — iR 272
65 P.O. BOX 9000
Mayaguez, PR 00631-9000 umnimﬂzpl:nm:.ﬁ.:dcs

io de Ciencias Agri

Departamento de Cultivos y Ciencias Localizacion: B0. Soradlor <n m
Agroambientales Sekosthcrn (Tomal

INFORMACION DE LA ESPECIE

Hmmm:%g""ﬂﬁ NecUO  Nombre ciemifico: Dicsc orcn, rotundcdo.
lombiare @543
DATOS DE LOCALIZACION

Fotos: Mﬁm 3&7"!‘

Lﬂnm ﬂ'ﬁ‘?‘t% i Elevacidn:_ ‘L_}M
Temperatura: Ul ‘7 thiwcOcon: N 18 Q.42

w3 ol 02163
CARACTERISTICAS DEL CULTIVD

Areasembrads_ \E coerddo~.  Setovodo—

Fcnohg’n.ﬂﬁm U Yemas [ Tubérenlo

Origea de Ia semilta: & Comprada 3V F1OdD  mricu

Preparacion del predio: __ T o rCaveS

.Elfum [0 No Estacado

Densidad del follsje: Y~ S =S
Espcisssembradas . ot o D. rghjé-k:_

Fecha de siembra: _ " 4T
Riego:_Wokoomg )
Fenifizacion:_15°5-10 3 Mg ¢ elenentcs nenoreS
Fungicidas: > TVO S | Pl ard v Quadrs

Comentarios del Agricultor_Jormaar Pomas. Terme  semnille. de
Figﬁd.ﬂ cmdu.. de Costc e |, bvolta~do

aroma  Co 2 coerdoa(pe 267). .
Ewﬁzn che =S darc a% la gm-lb).
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Comentanios del Investigador:

Sintomatologia: Manciag rﬁrrh{‘ﬁ..al eIl

Faaatid s hid)
[i]

Posciento aproximado de soveridad:_INiuel 2 A Sévendad

Mucstascolectadas: -4 b Oy, Oclonnhaoed
Guunea  Neaun
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Fecha: 12-W0-13
ID Proyecto: .~ - 1DF 22

Imvestigador: Sleghone Hredkes

. UNIVERSIDAD DE PUERTO RICO
RECINTO UNIVERSITARIO DE
MAYAGUEZ
65 P.O. BOX 9000
Mayaguez, PR 00651-9000

Colegio de Ciencias Agricolas
Departamento de Cultivos y Ciencias Localizacion: Be. .
Agroambientales S Sebes
( Pedro)

INFORMACION DE LA ESPECIE
Nombre comin: el nerO(Cy yrrmNombre ciestifics: D. rodorada.
DATOS DE LOCALIZACION
Fotos Desde: 320 Hasta 3UE

D&a ].fi W Elevacita 59| FF

Temperatara: YO F lﬂ'}tﬁ_-l;{_.ﬂ‘ NI IR ar’
W ouT 023U

CARACTERISTICAS DEL CULTIVO

Area sembrada- S t‘lg:rﬂ-"ﬁ-:_: 0 et ]

thmdﬁw O Yemas O Tubéreulo

Origen de la semillx: J Comprada ol D) o G@Jm#‘h"

wwﬁm@m Whood ) 4-5pes wro

H/Emdu O No Estacado

Densidad del follsje:_“1- 5 pE=

mmhﬂiz_mﬂa—la

£ = serlo=l, © 0 Nmeerdeg, (ST ‘i;_—:'":gif
Fecha de siembra: MAT20 - Eﬁn‘l -
Ferizacioo:_15-5-10 3, Mg g clemenky oerotes

Fungicidas: Bravo S50 ﬂﬁﬂi.)hcvl u ﬁ'ﬂﬂ(ﬁ:{f‘fﬂ
Comentarios del Agriculior; 50

i Jormtwr Larrps. 3 erts Serbrorcls -rbru;b-
Foto. 356 (,.-.;'.nfnbw-r--:‘-.

o‘o'h ~— <omlla Fondo compgGdz & Costa Em_‘
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Cosecla e So-So quiniol— -

wﬂwmmwﬂ
] . clic. : siemh S

2 are en Mmoo siho. Sep— Tren
Comentarics del Ivestigador:_ 3 2 A4 somillas v o eslace -

Se verde o Selectos (sgerrexads), nbermedoncs,

-.'.gﬂ"ﬂ— "

[
Costos mayores, le. prep. de. anorvhiculo - 1 gty ISl
Sistomatclogia: NS , wlecrcnis Glioe

T 4o I0n

=
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_ UNIVERSIDAD DE PUERTO RICO Fecha: _\Z- (13
© RECINTO UNIVERSITARIO DE
MAYAGUEE
65 P.O. BOX 2000
Mavaguez, PR 0068 1-9000
Colegio de Crencias Agricolas
Departamento de Cultivos ¥ Ciencias
Agroambientales

ID Proyecto: Z-F1IDR 272

(T=aci

INFORMACION DE LA ESPECIE
Nombre comin: Ha lhouner® Nombre cientifico: [, rohwrcleade,
DATOS DE LOCALIZACION

Fotos: Desde:Rlplp Hasta: 10

L T (0. ot Elevacita_ 192 FF

e 1 ¥ Lhwusnﬂlﬁ‘ Q. g

W OlT° 024"

CARACTERISTICAS DEL CULTIVOD

Area sembrads: (2 Cuercioa_
Femologia: Zf Vegetativo o Yemas & Tubérculo

Origen de la semilla: [ Comprada #ocal

Preparacidn del predio: __ Cp YD CS
ZEstacado [ No Estacado

Densadad del follaje:

Em:mhﬂwﬂ_ccd;ndnl:c_(_@n@

Fecha de siembra:_ Eremypy — TEO 2D\
Riego: __ Wadywz )
Fetilimcion:__1S—-S—-\D ©
Fungicidas:_ ITCNV0 | O Ve Py el
Comentarios del Agricultor__ : Fediro Lebon
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Swomaciogic_Marchules.  vosScdas o cecrosas
ﬁutﬁlh_l_{__xzqﬁh__&mm

de wﬁam O Q—f“-]h’
J O‘DI-
Porcicnto aproximado de severidad__ 25 4 ftcw_m toa

{.M1U’CJ. "2-)
Musstras colectadas_ o0, dallo>- senulla
2 -4 maugardraas OV Biunes v ] rﬁ{jm
Colombrtane -
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Apéndice B
Medios de Cultivo
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B-1. Medio PDA (Agar de Papa Dextrosa)

- Agar de Papa Dextrosa ..................... 39¢
-Agua destilada ...l 1L

Mezclar bien por un minuto y colocar en autoclave a 121°C por 35 minutos.

B-2. Medio NA (Nutrient Agar)

-Agar Nutritivo .o, 23g
-Agua destilada ...l 1L

Mezclar bien por un minuto y colocar en autoclave a 121°C por 35 minutos.

B-3. Medio GBA (Agar de Habichuelas Tiernas)

-Habichuelas tiernas  .........ccoieviinnnee 14 onz
-Agarenpolvo ...l 20g
-Agua destilada ...l 1L

Suspender las 14 onz de habichuelas tiernas en un procesador de alimentos y afadir 200 mL de
agua destilada. Vertir en un matraz con el agar, mezclar bien por un minuto y completar con
agua hasta 1 L. Colocar en autoclave a 121°C por 35 minutos.

B-4. Medio PDB (Caldo de Papa Dextrosa)

-Caldo de Papa Dextrosa .........ccceeuueee... 24g
-Agua destilada ...l 1L

Mezclar bien por un minuto y colocar en autoclave a 121°C por 35 minutos.
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Apéndice C
Codigos de Aislados obtenidos
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C-1. Cddigos de aislados obtenidos dentro de la Coleccion.

Aislados obtenidos dentro de las variedades de D. alata.

Variedad! Aislado? Coédigo®
1 PI 15587 la Gl1A
1 PI 15587 1b G11B
1 PI 15587 2a G12A
1 PI 15587 2b G12B
1 PI 15587 2¢ Gl12C
1 PI 15587 2d G12D
1 PI 15587 3a GI3A
1 PI 15587 3b GI13B
1 PI 15587 3¢ G13C
1 PI 15587 4a Gl4A
1 PI 15587 4b Gl14B
1 PI 15587 4c¢ G14C
1 PI 15587 4d G14D
3 PI 15567 1a G31A
3 PI 15567 1b G31B
3 PI 15567 2 G32
3 PI 15567 3 G33
4 Del Monte 1 G41
4 Del Monte 2a G42A
4 Del Monte 2b G42B
4 Del Monte 2¢ G42C
4 Del Monte 3a G43A
4 Del Monte 3b G43B
6 Forastero la G61A
6 Forastero 1b G61B
6 Forastero 2a G62A
6 Forastero 2b G62B
6 Forastero 3a G63A
6 Forastero 3b G63B
6 Forastero3c G63C
7 Gunung la G71A
7 Gunung 1b G71B
7 Gunung 2a G72A
7 Gunung 2b G72B
7 Gunung 2¢ G72C

I Numero asignado a las distintas variedades de fiame D. alata.

2 Ntmero de muestra dentro de cada variedad.

3 Cédigo asignado de acuerdo a la variedad y aislado, donde G= Coleccion de germoplasma de fiame 2012, més el niimero
asignado a la variedad, el niimero de muestra (diferentes sintomas, ej. 1, 2 y 3) y el aislado de dicha muestra, donde las letras
A, B, Cy D, son los diferentes hongos.
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Variedad! Aislado’ Coédigo®

7 Gunung 3a G73A
7 Gunung 3b G73B
7 Gunung 3¢ G73C
7 Gunung 3d G73D
8 Diamantes 1 G81

8 Diamantes 2a G82A
8 Diamantes 2b G8&2B
8 Diamantes 2c.1 G82C.1
8 Diamantes 2c.2 G82C.2
8 Diamantes 3 G83

10 Binugas 1 G101
10 Binugas 2a G102A
10 Binugas 2b G102B
10 Binugas 3 G103
11 Kabusach la GI11A
11 Kabusach 1b GI11B
11 Kabusach 1c GI11C
11 Kabusach 2 G112
11 Kabusach 3a GI13A
11 Kabusach 3b GI113B
11 Kabusach 4a GI114A
11 Kabusach 4b G114B
11 Kabusach 4c G114C
14 Purmay la Gl41A
14 Purmay 1b Gl141B
14 Purmay 1c.1 Gl41C.1
14 Purmaylc.2 Gl141C.2
14 Purmay 2a Gl142A
14 Purmay 2b G142B
14 Purmay 2c¢ G142C
14 Purmay 3a G143A
14 Purmay 3b G143B
15 Kinabayo la G151A
15 Kinabayo 1b G151B
15 Kinabayo 1c GI51C
15 Kinabayo 2a G152A
15 Kinabayo 2b GI152B
15 Kinabayo 2c G152C
15 Kinabayo 3a GIS3A
15 Kinabayo 3b GI153B

! Ntmero asignado a las distintas variedades de fiame D. alata.

2 Namero de muestra dentro de cada variedad.

3 Cédigo asignado de acuerdo a la variedad y aislado, donde G= Coleccion de germoplasma de fiame 2012, més el niimero
asignado a la variedad, el nimero de muestra (diferentes sintomas, ¢j. 1, 2 y 3) y el aislado de dicha muestra, donde las letras
A, B, Cy D, son los diferentes hongos.
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Aislados obtenidos dentro de las variedades de D. esculenta.

Variedad! Aislado’ Cédigo®
5 Doli 1a GS51A

5 Doli 1b G51B

5 Doli 1c G51C

5 Doli 2a G52A

5 Doli 2b G52B

5 Doli 2¢ G52C
12 Muni la GI121A
12 Muni 1b G121B
12 Muni 1c G121C
12 Muni 2a G122A
12 Muni 2b G122B
12 Muni 2¢ G122C
13 PI 13345 1a GI131A
13 PI 13345 1b.1 G131B.1
13 PI1 13345 1b.2 G131B.2
13 PI 13345 2a G132A
13 PI 13345 2b G132B
16 Seti la Gl61A
16 Seti 1b Gl161B
16 Seti 1c Gl61C
16 Seti 2a G162A
16 Seti 2b G162B
17 PI 11346 l1a.l G171A.1
17 PI 11346 1a.2 G171A.2
17 PI 11346 1b G171B
17 PI 11346 1c G171C
17 PI 11346 2a G172A
17 PI 11346 2b G172B
17 PI 11346 2¢ G172C
20 PI 13347 1a.1 G201A.1
20 PI 13347 1a.2 G201A.2
20 PI 13347 1b G201B
20 PI 13347 2a G202A
20 PI 13347 2b G202B
20 PI 13347 2¢ G202B
21 Beti la G211A
21 Beti 1b G211B
21 Beti 2a G212A
21 Beti 2b G212B

! Numero asignado a las distintas variedades de fiame D. esculenta.

2 Ntmero de muestra dentro de cada variedad.

3 Codigo asignado de acuerdo a la variedad y aislado, donde G= Coleccion de germoplasma de flame 2012, mas el nimero
asignado a la variedad, el niimero de muestra (diferentes sintomas, ej. 1, 2 y 3) y el aislado de dicha muestra, donde las letras
A, B, Cy D, son los diferentes hongos.
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Variedad! Aislado? Cédigo®

21 Beti 3a G213A
21 Beti 3b G213B
21 Beti 4 G214
22 Kombi 1 G221
22 Kombi 2 G222
22 Kombi 3a G223A
22 Kombi 3b G223B

! Numero asignado a las distintas variedades de fiame D. esculenta.

2 Namero de muestra dentro de cada variedad.

3 Cédigo asignado de acuerdo a la variedad y aislado, donde G= Coleccion de germoplasma de fiame 2012, mas el niimero
asignado a la variedad, el nimero de muestra (diferentes sintomas, ej. 1, 2 y 3) y el aislado de dicha muestra, donde las letras
A, B, Cy D, son los diferentes hongos.

Aislados obtenidos dentro de las variedades de D. rotundata.

Variedad! Aislado? Codigo®
2 Colombiano 1 G21

2 Colombiano 2a G22A
2 Colombiano 2b G22B
2 Colombiano 2¢ G22C
2 Colombiano 2d G22D
2 Colombiano 3a G23A
2 Colombiano 3b G23B
18 G. negro 1 G181
18 G. negro 2a GI82A
18 G. negro 2b G182B
18 G. negro 3 G183
19 Gefio 1 G191
19 Getio 2 G192
19 Gefio 3a G193A
19 Geitio 3b G193B

! Ntimero asignado a las distintas variedades de flame D. rotundata.

2 Namero de muestra dentro de cada variedad.

3 Codigo asignado de acuerdo a la variedad y aislado, donde G= Coleccion de germoplasma de fiame 2012, més el niimero
asignado a la variedad, el nimero de muestra (diferentes sintomas, ¢j. 1, 2 y 3) y el aislado de dicha muestra, donde las letras
A, B, Cy D, son los diferentes hongos.

Aislados obtenidos dentro de la variedad de D. trifida.

Variedad' Aislado? Codigo’
9 Mapuey la GI91A
9 Mapuey 2a G92A
9 Mapuey 2b G92B

' Numero asignado a las distintas variedades de flame D. trifida.

2 Ntmero de muestra dentro de cada variedad.

3 Codigo asignado de acuerdo a la variedad y aislado, donde G= Colecciéon de germoplasma de flame 2012, mas el nimero
asignado a la variedad, el niimero de muestra (diferentes sintomas, ej. 1, 2 y 3) y el aislado de dicha muestra, donde las letras
A, B, Cy D, son los diferentes hongos.
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Aislados obtenidos dentro de la variedad de D. cayenensis.

Variedad! Aislado? Cédigo®
23 PI 15520 1a G231A
23 PI1 15520 1b G231B
23 PI 15520 2a G232A
23 PI 15520 2b G232B
23 PI 15520 2¢ G232C
23 PI 15520 3a G233A
23 PI 15520 3b G233B
23 P1 15520 3¢ G233C

! Ntimero asignado a las distintas variedades de flame D. cayenensis.

2 Numero de muestra dentro de cada variedad.

3 Codigo asignado de acuerdo a la variedad y aislado, donde G= Coleccion de germoplasma de fiame 2012, més el niimero
asignado a la variedad, el nimero de muestra (diferentes sintomas, ¢j. 1, 2 y 3) y el aislado de dicha muestra, donde las letras
A, B, Cy D, son los diferentes hongos.
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C-2. Cddigos de los aislados obtenidos de las fincas.

Finca! Pueblo Variedad®> Aislado® Nuevo codigo*
Israel San Sebastian 24 Guinea la F11241A
Israel San Sebastian 24 Guinea 1b F11241B
Israel San Sebastian 24 Guinea 2a F11242A
Israel San Sebastian 24 Guinea 2b F11242B
Israel San Sebastian 24 Guinea 2c¢ F11242C
Israel San Sebastian 24 Guinea 3b F11243B
Israel San Sebastian 24 Guinea 3a F11243A
Israel San Sebastian 24 Guinea 4a F11244A
Israel San Sebastian 24 Guinea 4b F11244B
Jomar San Sebastian 18 G. negro 3a F21183A
Jomar San Sebastian 18 G. negro 3b F21183B
Jomar San Sebastian 18 G. negro 3¢ F21183C
Jomar San Sebastian 18 G. negro 4b F21184B
Jomar San Sebastian 18 G. negro 4a F21184A
Jomar San Sebastian 18 G. negro la F21181A
Jomar San Sebastian 18 G. negro 1b F21181B
Jomar San Sebastian 18 G. negro 2a F21182A
Jomar San Sebastian 18 G. negro 2b F21182B
Jomar San Sebastian 2 Colombiano la F2121A
Jomar San Sebastian 2 Colombiano 1b F2121B
Jomar San Sebastian 2 Colombiano 2a F2122A
Jomar San Sebastian 2 Colombiano 2b.1 F2122B.1
Jomar San Sebastian 2 Colombiano 2b.2 F2122B.2
Jomar San Sebastian 2 Colombiano 3a F2123A
Jomar San Sebastian 2 Colombiano 3b F2123B
Pedro San Sebastian 24 Guinea 2a F31242A
Pedro San Sebastian 24 Guinea 2b F31242B
Pedro San Sebastian 24 Guinea 2¢ F31242C
Pedro San Sebastian 24 Guinea 1 tallo F31241t
Pedro San Sebastian 24 Guinea 2 tallo F31242t
Pedro San Sebastian 24 Guinea 1 F31241
Carlos Moca 24 Guinea 4a F42244A
Carlos Moca 24 Guinea 4b F42244B
Carlos Moca 24 Guinea 2a F42242A
Carlos Moca 24 Guinea 2b F42244B
Carlos Moca 24 Guinea 3a F42243A
Carlos Moca 24 Guinea 3b F42243B

'Nombres de propietarios de las diferentes fincas.
2 Ntmero asignado a las distintas variedades de fiame.

3 Namero de muestra dentro de cada variedad.

4 Codigo asignado de acuerdo a la variedad y aislado, donde F= Fincas muestreadas 2012, més el niimero asignado a la variedad,
el nimero de muestra (diferentes sintomas, ¢j. 1, 2 y 3) y el aislado de dicha muestra, donde las letras A, B, C y D, son los
diferentes hongos.
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Finca! Pueblo Variedad?> Aislado® Nuevo codigo*
Carlos Moca 24 Guinea 1 F42241
Augusto Moca 25 Florido 1a F52251A
Augusto Moca 25 Florido 1b F52251B
Augusto Moca 25 Florido ¢ F52251C
Augusto Moca 25 Florido 2a F52252A
Augusto Moca 25 Florido 2b F52252B
Augusto Moca 25 Florido 2¢ F52252C
Augusto Moca 25 Florido 2d F52252D
Augusto Moca 25 Florido 3a F52253A
Augusto Moca 25 Florido 3b F52253B
Augusto Moca 25 Florido 3¢ F52253C
Augusto Moca 25 Florido 3d F52253D
Augusto Moca 25 Florido 4a F52254A
Augusto Moca 25 Florido 4b F52254B
Augusto Moca 25 Florido 4c F52254C
Roberto Barranquitas 24 Guinea la F65241A
Roberto Barranquitas 24 Guinea 1b F65241B
Roberto Barranquitas 25 Florido 1a.1 F65251A.1
Roberto Barranquitas 25 Florido 1a.2 F65251A.2
Roberto Barranquitas 25 Florido 2a F65252A
Roberto Barranquitas 25 Florido 2b F65252B
Efrain Barranquitas 9 Mapuey la F7591A
Efrain Barranquitas 25 Florido 1a F75251A
Efrain Barranquitas 25 Florido 1b F75251B
Efrain Barranquitas 24 Guinea la F75241A
Andres Barranquitas 24 Guinea la.l F85241A.1
Andres Barranquitas 24 Guinea 1a.2 F85241A.2
Andres Barranquitas 24 Guinea 1b F85241B
Andres Barranquitas 24 Guinea lc F85241C
Andres Barranquitas 24 Guinea 2a F85242A
Andres Barranquitas 24 Guinea 2b F85242B
Andres Barranquitas 24 Guinea 2¢ F85242C
Edwin Aguada 24 Guinea la F94241A
Edwin Aguada 24 Guinea 1b F94241B
Edwin Aguada 24 Guinea 2a F94242A
Edwin Aguada 24 Guinea 2b F94242B
Edwin Aguada 24 Guinea 2¢ F94242C
Edwin Aguada 24 Guinea 3a F94243A
Edwin Aguada 24 Guinea 3b F94243B
Edwin Aguada 25 Florido la FO4251A

"Nombres de propietarios de las diferentes fincas.

2 Numero asignado a las distintas variedades de fiame.

3 Ntmero de muestra dentro de cada variedad.

4 Codigo asignado de acuerdo a la variedad y aislado, donde F= Fincas muestreadas 2012, més el nimero asignado a la variedad,
el niimero de muestra (diferentes sintomas, ej. 1, 2 y 3) y el aislado de dicha muestra, donde las letras A, B, C y D, son los
diferentes hongos
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Finca! Pueblo Variedad?> Aislado® Nuevo codigo*
Edwin Aguada 25 Florido 1b F94251B
Edwin Aguada 25 Florido 2a F94252A
Edwin Aguada 25 Florido 2b F94252B
Edwin Aguada 25 Florido 2¢ F94252C
Edwin Aguada 25 Florido 3a F94253A
Edwin Aguada 25 Florido 3b F94253B
Angel S. Lorenzo 24 Guinea 2a F106242A
Angel S. Lorenzo 24 Guinea 2b F106242B
Angel S. Lorenzo 24 Guinea 3a F106243A
Angel S. Lorenzo 24 Guinea 3b F106243B
Angel S. Lorenzo 24 Guinea la F106241A
Angel S. Lorenzo 24 Guinea 1b F106241B
Gilcar S. Lorenzo 2 Colombiano la F11621A
Gilcar S. Lorenzo 2 Colombiano 1b F11621B
Gilcar S. Lorenzo 2 Colombiano 2 F11622
Gilcar S. Lorenzo 24 Guinea la F116241A
Gilcar S. Lorenzo 24 Guinea 1b F116241B
Gilcar S. Lorenzo 24 Guinea 2a F116242A
Gilcar S. Lorenzo 24 Guinea 2b F116242B
Gilcar S. Lorenzo 24 Guinea 2¢ F116242C
Hernan Utuado 24 Guinea la F123241A
Hernan Utuado 24 Guinea 1b F123241B
Hernan Utuado 24 Guinea 2a F123242A
Hernan Utuado 24 Guinea 2b F123242B
Hernan Utuado 24 Guinea 2¢ F123242C
Hernan Utuado 24 Guinea 3a F123243A
Hernan Utuado 24 Guinea 3b F123243B
Hernan Utuado 24 Guinea 3¢ F123243C
Mariano Utuado 24 Guinea la F133241A
Mariano Utuado 24 Guinea 1b.1 F133241B.1
Mariano Utuado 24 Guinea 1b.2 F133241B.2
Mariano Utuado 25 Florido la F133251A
Mariano Utuado 25 Florido 1b F133251B

'Nombres de propietarios de las diferentes fincas.
2 Ntmero asignado a las distintas variedades de fiame.

3 Namero de muestra dentro de cada variedad.

4 Codigo asignado de acuerdo a la variedad y aislado, donde F= Fincas muestreadas 2012, mas el niimero asignado a la variedad,
el nimero de muestra (diferentes sintomas, ej. 1, 2 y 3) y el aislado de dicha muestra, donde las letras A, B, C y D, son los
diferentes hongos.
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Apéndice D

Protocolos utilizados para la identificacion molecular
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D-1. Extraccion de ADN

S A ol

—t ek e ek = e \O
AN

17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.
27.
28.

Encender bano de Maria (NESLAB instruments, R134A) a 65°C.
Colectar micelio y colocarlo en los tubos de FastPrep.

Anadir 400 pLdel buffer AP1 y 4 pLde RNAsa a cada tubo.
Colocar los tubos en FastPrep para romper el tejido.

Incubar a 65°C por 1 hora.

Centrifugar por 2 minutos a 13,500 rpm.

Colectar 200 pLdel sobrenadante y transferirlo a un tubo nuevo.
Afadir 130 pLde la solucion P3.

Invertir el tubo varias veces y colocar en hielo por 5 minutos.
Centrifugar por 5 minutos a 13,500 rpm.

Vaciar el contenido del tubo en una columna violeta.

Centrifugar por 2 minutos a 13,500 rpm.

Transferir 200 pLdel sobrenadante a una columna translucida.
Afadir 300 uLde AW1 y mezclar con la pipeta sin tocar el filtro.
Centrifugar por 2 minutos a 13,500 rpm.

Descartar el liquido que paso a través de la columna y guardar el tubo con
el filtro.

Afadir 500 pLdel buffer AW2.

Centrifugar por 2 minutos a 13,500 rpm.

Eliminar el tubo de recoleccion y colocar el filtro en un tubo nuevo.
Anadir 60 uLdel buffer AE.

Dejar a temperatura ambiente por 5 minutos.

Centrifugar por 1 minuto a 13,500 rpm.

No descartar el sobrenadante (ADN).

Anadir 60pLdel buffer AE.

Dejar a temperatura ambiente por 5 minutos.

Centrifugar por 1 minuto a 13,500 rpm.

Transferir sobrenadante a un tubo nuevo.

Calcular concentracion de ADN.
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D-2. Purificacion de ADN del producto de PCR.

1. Unir los dos productos de PCR de cada muestra, deberia quedar un total de 40 pL de este
producto.

2. Rotular las columnas violetas con sus respectivos codigos y afadir 200 uL de buffer QG a
cada una de estas.

3. Afadir a estas columnas los 40 puL del producto de PCR.

4.  Centrifugar a 8,000 rpm por un minuto.

5. Desechar el liquido que paso a través de la columna.

6. Anadir 750 pL del buffer PE y dejar reposar por tres minutos a temperatura ambiente.

7. Centrifugar a 8,000 rpm por un minuto.

8.  Desechar el liquido que paso a través de la columna.

9.  Centrifugar a 14,000 rpm por un minuto.

10. Colocar el filtro en un microtubo de 1.5 mL.

11. Afadir 25 pL del buffer EB.

12.  Dejar reposar por 5 minutos a temperatura ambiente.

13. Centrifugar a 8,000 rpm por un minuto.

14. Medir concentracion del ADN.
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D-3. Purificacion de ADN de la gel.

Hacer una gel de electroforesis al 1%, con agarosa Low Melt ().

-0.25g de Agarosa
-25 mL del buffer TAE
-3 uL de Gel Red luego de calentarlo

i e A R o e

11.

13.
14.
15.
16.
17.

Afadir a cada fosa 40 uL de DNA y 10 pL de Loading Dye.
Correr la gel a 60 voltios por 60 minutos.
Cortar las bandas e identificarlas y colocarlas en un papel fino.
Pesar las bandas en una balanza (Scout, SC4014) y colocarlas en un micro tubo de 1.5 mL.
Agregar 3 volumenes de buffer QG dentro del micro tubo con la gel.
Colocar el tubo en el bafio de Maria por 10 minutos a 50°C y voltear cada 4 minutos.
Sacar tubos del bafio de Maria y colocar un volumen de isopropanol. Mezclar.
Colocar 750 pL de esta mezcla en las columnas violetas.
Centrifugar a 14,000 rpm por un minuto.
Eliminar o que paso a través de la columna y colocar nuevamente el filtro en el mismo
tubo. Repetir el paso 7 hasta que ya no filtre mas liquido.
Anadir 750 pL del buffer PE y dejar reposar por 5 minutos a temperatura ambiente.
Centrifugar a 14,000 rpm por un minuto.
Desechar lo que paso a través de la columna.
Centrifugar nuevamente a 14,000 rpm por un minuto.
Anadir 30 pL del buffer EB y dejar reposar por 10 minutos.
Centrifugar a 14,000 rpm por 2 minutos.
Medir concentracion del ADN
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Apéndice E

Otros géneros de hongos identificados morfoldgicamente. Codigos para estos aislados.
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E-1. Aislados con identificacion morfologica.

Aislado
G22C
G23A
G51B
G71B
GT72A
GS82B
GS82C.2
G92B
G102A
G114B
G114C
G121A
G121C
G122B
G161A
G162A
G162B
G171A.1
G182B
G183
G211A
G211B
G214
G222
G223A
G231B
G232C
G233A
G233B
GI1A
G14C

Identificacion Morfolégica
Fusarium sp.
Nigrospora sp.
Nigrospora sp.
Botriodiplodia sp.
Botriodiplodia sp.
Nigrospora sp.
Nigrospora sp.
Fusarium sp.
Phomopsis sp.
Nigrospora sp.
Nigrospora sp.
Botriodiplodia sp.
Nigrospora sp.
Fusarium sp.
Nigrospora sp.
Nigrospora sp.
Cladosporium sp.
Cladosporium sp.
Curvularia sp.
Botriodiplodia sp.
Botriodiplodia sp.
Nigrospora sp.
Botriodiplodia sp.
Botriodiplodia sp.
Botriodiplodia sp.
Nigrospora sp.
Fusarium sp.
Alternaria sp.
Botriodiplodia sp.
Nigrospora sp.
Nigrospora sp.
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Apéndice F

Analisis estadistico
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F-1. Analisis de varianza

C:\Users\PaxCam\Documents\Steph\CC.IDB2 : 2/20/2015 - 2:05:19 PM - [Version
10/28/2013]

Analysis of variance

Variable N R2 Adj R2 Ccv
Crecimiento 44 0.87 0.75 9.85
Analysis of variance table (Partial SS)

S.V. SS df MS F p-value
Model . 7009.73 21 333.80 7.06 <0.0001
Aislado 7009.73 21 333.80 7.06 <0.0001
Error 1040.00 22 47.27
Total 8049.73 43

Test:Fisher LSD Alpha:=0.05 LSD:=14_.25895
Error: 47.2727 df: 22

Aislado Means n S.E.

F133251A 35.50 2 4.86 A

F85241C 44.00 2 4.86 A

F52253A 49.00 2 4.86 A B

G81 50.50 2 4.86 B C

G73D 60.00 2 4.86 B C

F52251A 60.50 2 4.86 B C D

G122A 67.00 2 4.86 C D E
F21182A 72.00 2 4._.86 C D E
G12B 73.50 2 4.86 C D E
G153A 74.50 2 4.86 D E
F11244B 75.50 2 4.86 E
G121B 76.50 2 4.86 E
F52252D 76.50 2 4._.86 E
G14B 77.00 2 4.86 E
G12D 77.50 2 4.86 E
G143A 79.00 2 4.86 E
G61B 79.00 2 4 .86 E
G42B 79.50 2 4._.86 E
G23B 79.50 2 4.86 E
G13A 79.50 2 4.86 E
F11244A 80.00 2 4.86 E
G62A 80.00 2 4 .86 E
Means with a common letter are not significantly different (p > 0.05)
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Apéndice G

Secuencias obtenidas de los 22 aislados con cada gen.
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G-1. Secuencias de aislados de Colletotrichum spp. con el gen de ITS de ADN ribosomal.

>F11244B-1TS (Colletotrichum ignotum)
TCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACTGAGTTTACGCTCTATAACCCTTTGTG
AACATACCTATAACTGTTGCTTCGGCGGGTAGGGTCTCCGCGACCCTCCCGGCCTCC
CGCCTCCGGGCGGGTCGGCGCCCGCCGGAGGATAACCAAACTCTGATTTAACGACG
TTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAATAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTT
CTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTC
AGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATG
CCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCTG
ATGTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGACCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACT
TTACGTCTCGCACTGGGATCCGGAGGGACTCTTGCCGTAAAACCCCCCAATTTTCCA
AAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATAT

>G12B_ITS1 (C. gloeosporioides)
TGACCAGCGGAGGGATCATTACTGAGTTTACGCTCTACAACCCTTTGTGAACATACC
TATAACTGTTGCTTCGGCGGGTAGGGTCTCCGCGACCCTCCCGGCCTCCCGCCTCCG
GGCGGGTCGGCGCCCGCCGGAGGATAACCAAACTCTGATTTAACGACGTTTCTTCTG
AGTGGTACAAGCAAATAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCG
ATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCA
TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGA
GCGTCATTTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCCGATGTAGGC
CCTCAAAGGTAGTGGCGGACCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCT
CGCACTGGGATCCGGAGGGACTCTTGCCGTAAAACCCCCCAATTTTCCAAAGGTTGA
CCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAA

>F52252D ITS (C. gloeosporioides)
CTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACTGAGTTTACGCTCTACAACCCTTTG
TGAACATACCTATAACTGTTGCTTCGGCGGGTAGGGTCTCCGCGACCCTCCCGGCCT
CCCGCCTCCGGGCGGGTCGGCGCCCGCCGGAGGATAACCAAACTCTGATTTAACGA
CGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAATAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGG
TTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAAT
TCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCA
TGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGC
CGATGTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGACCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAA
CTTTACGTCTCGCACTGGGATCCGGAGGGACTCTTGCCGTAAAACCCCCCAATTTTC
CAAAGGTTGACCTCGGATC

>F133251A ITS (C. alatae)
TTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCA
TTACTGAGTTTACGCTCTATAACCCTTTGTGAACATACCTATAACTGTTGCTTCGGCG
GGTGGGGTCTCCGCGACCCTCCCGGCCGCCLCGCCCCCGGGCEGEETCGGLGeeeCaGee
GGAGGATAACCAAACTCTGATTTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAATAA
TCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
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TGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACA
TTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAA
GCTCTGCTTGGCGTTGGGGCCCTACAGCCGATGTAGGCCCTTAAAGGTAGTGGCGGA
CCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGGGATCCGGAGGG
ACTCTTGCCGTAAAACCCCCAATTTTCCAAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATA
CCCGCTGAACTTAAGCATATC

>G12D ITS (C. siamense)
TTCTTGGTCCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAG
CGGAGGGATCATTACTGAGTTTACGCTCTACAACCCTTTGTGAACATACCTATAACT
GTTGCTTCGGCGGGTAGGGTCTCCGTGACCCTCCCGGCCTCCCGCCCCCGGGCGGGT
CGGCGCCCGCCGGAGGATAACCAAACTCTGATTTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGTA
CAAGCAAATAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGA
ACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATC
TTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCAT
TTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCTGATGTAGGCCCTCAAA
GGTAGTGGCGGACCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTG
GGATCCGGAGGGACTCTTGCCGTAAAACCCCCCAATTTTCCAAAGGTTGACCTCGGA
TCMGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGGCGGAGGAA

>G42B ITS (C. siamense)
TAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCAT
TACTGAGTTTACGCTCTACAACCCTTTGTGAACATACCTATAACTGTTGCTTCGGCGG
GTAGGGTCTCCGTGACCCTCCCGGCCTCCCGCCCCCGGGCGGGETCGGLGLCeGeCaa
AGGATAACCAAACTCTGATTTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAATAATC
AAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATG
CGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
GCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGC
TCTGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCTGATGTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGACC
CTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGGGATCCGGAGGGAC
TCTTGCCGTAAAACCCCCAATTTTCCAAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACC
CGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAA

>G62A_ITS (C. fructicola)
CTTCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACTGAGTTTACGCTCTATAACCCTTTG
TGAACATACCTATAACTGTTGCTTCGGCGGGTAGGGTCTCCGCGACCCTCCCGGCCT
CCCGCCTCCGGGCGGGTCGGCGCCCGCCGGAGGATAACCAAACTCTGATTTAACGA
CGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAATAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGG
TTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAAT
TCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCA
TGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGC
TGATGTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGACCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAA
CTTTACGTCTCGCACTGGGATCCGGAGGGACTCTTGCCGTAAAACCCCCCAATTTTC
CAAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATC
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>G73D-ITS (C. tropicale)
CTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACTGAGTTTACGCTCTACAACCCTTTG
TGAACATACCTATAACTGTTGCTTCGGCGGGTAGGGTCTCCGTGACCCTCCCGGCCT
CCCGCCCCCGGGCGGGTCGGCGCCCGCCGGAGGATAACCAAACTCTGATTTAACGA
CGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAATAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGG
TTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAAT
TCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCA
TGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGC
TGATGTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGACCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAA
CTTTACGTCTCGCACTGGGATCCGGAGGGACTCTTGCCGTAAAACCCCCAATTTTCC
AAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCAT

>G121B _ITS (C. theobromicola)
CTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACTGAGTTTACGCTCTACAACCCTTTG
TGAACATACCTACAACTGTTGCTTCGGCGGGTAGGGTCCCCGTGACCCTCCCGGCCT
CCCGCCCCCCCGGGCGGATCGGCGCCCGCCGGAGGATAACCAAACTCTGATTTAAC
GACGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAATAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTT
GGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGA
ATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGG
CATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGGCCCTACA
GCTGATGTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGACCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGT
AACTTTACGTCTCGCACTGGGATCCGGAGGGACTCTTGCCGTAAAACCCCCCAATTT
TCCAAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATA
AGCGGAGGAA

>G143A-ITS (C. tropicale)
AGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATT
ACTGAGTTTACGCTCTACAACCCTTTGTGAACATACCTATAACTGTTGCTTCGGCGG
GTAGGGTCTCCGTGACCCTCCCGGCCTCCCGCCCCCGGGCGGGTCGGCGCCCGCCGG
AGGATAACCAAACTCTGATTTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAATAATC
AAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATG
CGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
GCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGC
TCTGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCTGATGTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGACC
CTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGGGATCCGGAGGGAC
TCTTGCCGTAAAACCCCCCAATTTTCCAAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATAC
CCGCTGAACTTAAGCATATGGT

>F11244A ITS (C. siamense)
TGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACTGAGTTTACGCTCTACAACCCTTTGTGAACA
TACCTATAACTGTTGCTTCGGCGGGTAGGGTCTCCGTGACCCTCCCGGCCTCCCGCC
CCCGGGCGGGTCGGCGCCCGCCGGAGGATAACCAAACTCTGATTTAACGACGTTTCT
TCTGAGTGGTACAAGCAAATAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGC
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ATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
ATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGT
TCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCTGATGT
AGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGACCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTAC
GTCTCGCACTGGGATCCGGAGGGACTCTTGCCGTAAAACCCCCCAATTTTCCAAAGG
TTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATA

>F21182A ITS (C. truncatum)
CGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACTGAGTTACCGCTCATCAACCCTTTGTGA
ACATACCTTAACTGTTGCTTCGGCGGGTAGGCGTCCCCTAAAAAGGACGTCTCCCGG
CCCTCTCCCGTCCGCGGGTGGGGCGCCCGCCGGAGGATAACCAAACTCTGATTTAAC
GACGTTTCTTCTGAGTGACACAAGCAAATAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTT
GGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGA
ATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGG
CATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGGCTCTACG
GTTGACGTAGGCCCTTAAAGGTAGTGGCGGACCCTCTCGGAGCCTCCTTTGCGTAGT
AACATTTCGTCTCGCATTGGGATTCGGAGGGACTCTAGCCGTAAAACCCCCAATTTT
ACTAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCA

>F52251A ITS (C. alatae)
TTGGTGACNGCGGAGGGATCATTACTGAGTTTACGCTCTATAACCCTTTGTGAACAT
TCCTATAACTGTTGCTTCGGCGGGAGGGGTCTCCGCGACCCTCCCGGCCCCCCGCCG
GAGGATAAGCAAACTCTGATTTGACGACGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGGAAATAAT
CAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCAGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
TGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCNAATCTTTGAACGCACA
TTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAA
GCTCTGCTTGGAGTTGGGGCCCTACAGCCGATGTAGGCCCTTAAAGGTAGTGGCGGA
CCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACCTTACGTCTCGCACTGGGATCCGGAGGG
ACTCTTGCCGTAAAACCCCCAATTTTCCAAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATA
CCCGCTGAACTTAAGCATATCA

>F52253A ITS (C. alatae)
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGATGTTCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTTCT
GAGTTTACGCTCTATAACCCTTTGTGAACATACCTATTCCGGTTGCTTAGGCGGGTG
GGGTATCCGCGACCCTCCCGGCCGCLCCGLCCCCCGGGCGGAETCEGLCGECCCGCGGGAG
GATATCCAAACTATGATTTAACGACGTTTCTTATGAGTGGTACAAGCAAATAATCAA
AACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCG
ATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGC
GCCCGCCAGCATTATGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTC
TGCTTGGCGTTGGGGCCCTACAGCCGATGTAGGCCCTTAAAGGTAGTGGCGGACCCT
CCCGGAGCCTCCTTTGGGTAGTAACCGTCCGTCTCGCACTGGGATCCGGAGGGACTC
TTACCGTAAAACCCCCAATTTTCCAAAGGTTGACCTCGGATC

>F85241C ITS (C. cliviae)

GGACATTATCGAGTTACCGCTCCTTATAACCCTTTGTGAACATACCCCAAACGTTGC
CTCGGCGGGCAGCCGGAGCCTAGCTCCGTCGCCCGGAGCCGCCGTCTCGGCGLCECC
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CCACCCGCCGGCGGACCACCAAACTCTATTTAAACGACGTCTCTTCTGAGTGGCACA
AGCAAATAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAAC
GCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTT
GAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTC

AACCCTCAAGCACCGCTTGGCGTTGGGGCCCTACGGCTTCCGTAGGCCCCGAAATAC
AGTGGCGGACCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACATACCACCTCGCACTGGGA
TCCGGAGGGACTCCTGCCGTAAAACCCCCCAATTTTCCAAAGGTTGACCTCGGATCA
GGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAAAAA

>G13A_ITS (C. tropicale)
TTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACTGAGTTTACGCTCTACAACCCTTTGTGAAC
ATACCTATAACTGTTGCTTCGGCGGGTAGGGTCTCCGTGACCCTCCCGGCCTCCCGC
CCCCGGGCGGGTCGGCGCCCGCCGGAGGATAACCAAACTCTGATTTAACGACGTTT
CTTCTGAGTGGTACAAGCAAATAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTG
GCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCT
GTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCTGAT
GTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGACCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTT
ACGTCTCGCACTGGGATCCGGAGGGACTCTTGCCGTAAAACCCCCCAATTTTCCAAA
GGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATAT

>G14B_ITS (C. cliviae)
CGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTATCGAGTTACCGCTCCTTATAACCCTTTGT
GAACATACCCCAAACGTTGCCTCGGCGGGCAGCCGGAGCCTAGCTCCGTCGCCCGG
AGCCGCCGTCTCGGCGCGCCCCACCCGCCGGCGGACCACCAAACTCTATTTAAACG
ACGTCTCTTCTGAGTGGCACAAGCAAATAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTG
GTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAA
TTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGC
ATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCACCGCTTGGCGTTGGGGCCCTACG
GCTTCCGTAGGCCCCGAAATACAGTGGCGGACCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGT
AACATACCACCTCGCACTGGGATCCGGAGGGACTCCTGCCGTAAAACCCCCCAATTT
TCCAAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATA
GG

>@G23B _ITS (C. fructicola)
GGTGACCTGCGGAGGGATCATTACTGAGTTTACGCTCTATAACCCTTTGTGAACATA
CCTATAACTGTTGCTTCGGCGGGTAGGGTCTCCGCGACCCTCCCGGCCTCCCGCCTC
CGGGCGGGTCGGCGCCCGCCGGAGGATAACCAAACTCTGATTTAACGACGTTTCTTC
TGAGTGGTACAAGCAAATAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCAT
CGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAAT
CATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTC
GAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCTGATGTAG
GCCCTCAAAGGTAGTGGCGGACCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGT
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CTCGCACTGGGATCCGGAGGGACTCTTGCCGTAAAACCCCCCAATTTTCCAAAGGTT
GACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATAT

>G61B_ITS (C. cliviae)
TGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTATCGAGTTACCGCTCCTTATAACCCTTTGTGAA
CATACCCCAAACGTTGCCTCGGCGGGCAGTCGGAGCCTAGCTCCGTCGCCCGGAGC
CGCCGTCTCGGCGCGCCCCACCCGCCGGCGGACCACCAAACTCTATTTAAACGACGT
CTCTTCTGAGTGGCACAAGCAAATAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTC
TGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCA
GTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGC
CTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCACCGCTTGGCGTTGGGGCCCTACGGCTT
CCGTAGGCCCCGAAATACAGTGGCGGACCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACA
TACCACCTCGCACTGGGATCCGGAGGGACTCCTGCCGTAAAACCCCCCAATTTTCCA
AAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCA

>G81_ITS (C. aotearoa)
TGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACTGAGTTTACGCTCTACAACCCTTTGTGAACA
TACCTATAACTGTTGCTTCGGCGGGTAGGGTCTCCGTGACCCTCCCGGCCTCCCGCC
CCCGGGCGGGTCGGCGCCCGCCGGAGGATAACCAAACTCTGATTTAACGACGTTTCT
TCTGAGTGGTACAAGCAAATAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGC
ATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
ATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGT
TCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCTGATGT
AGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGACCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTAC
GTCTCGCACTGGGATCCGGAGGGACTCTTGCCGTAAAACCCCCAATTTTCCAAAGGT
TGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCA

>G122A _ITS (C. karstii)
TTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACTGAGTTACCGCTCTATAACCCTTTGTGAAC
ATACCTACAACTGTTGCTTCGGCGGGTAGGCCGTCCCCTGAAAAGGACGCCTCCCGG
CCCGGACCGGACCCCCCGCGGGACCGGACCCGGCGCCCGCCGGAGGATAACCAAAC
TCTATTGTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGCATAAGCAAAATAATCAAAACTTTTAAC
AACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAAT
GTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAG
CATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGT
TGGGGCTCTACGGTCGACGTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGACCCTCCCGGAGCC
TCCTTTGCGTAGTAACATTTCGTCTCGCACTGGGATCCGGAGGGACTCTTGCCGTAA
AACCCCCCAATTTTCCAAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTT
AAGCATATCA

>G153A _ITS (C. tropicale)
TGGTGACCAGCGGAGGGATCATTACTGAGTTTACGCTCTACAACCCTTTGTGAACAT
ACCTATAACTGTTGCTTCGGCGGGTAGGGTCTCCGTGACCCTCCCGGCCTCCCGCCC
CCGGGCGGGTCGGCGCCCGCCGGAGGATAACCAAACTCTGATTTAACGACGTTTCTT
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CTGAGTGGTACAAGCAAATAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCA
TCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAA
TCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTT
CGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCTGATGTA
GGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGACCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACG
TCTCGCACTGGGATCCGGAGGGACTCTTGCCGTAAAACCCCCAATTTTCCAAAGGTT
GACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATAT

G-2. Secuencias de aislados de Colletotrichum spp. con el gen de 3 -tubulina.

>F52252D-BTUB (C. gloeosporioides)
CAACATGCGTGAGATTGTAAGTTGCAGTCCATCACCACGAAATCACAACAACGCCTT
GCGACGAGTTTATCCGCGCTACCCATGAGCGTACCCCGCTGACATTTTTACCCGACC
TCTTTGCTCAACAAACCCGCGACGCCTGTCAATCTTCTACGGACTAGTAAGGAATTA
AAAGGTGTCTGCTGCTTAACCGTCGGCAGGTTCACAGCCAGACCGGCCAGGGGGTC
AGTCTTCATCCGTCAGAGACCATAGCCAGATTGCGGGGCTAACCTCCTAGTGCAGGG
TAACCCGACCGGTCCTGCCTTCTGGTACGAGACGAGCCCGCGGACGACCCGAAAAT
ATCATTCTTGCGAGGACGGCAGATGTTGACGATGGAATAGGCAAAACATTTATGGC
GAGCACGGCCGAGACAGCAATGGAGTGTATGTCATGCCCCTTATCTGTCCACATTGG
TGGTTGACCGCTAAACTCGAACAGTTACAACGGCACCTCTGAGCTCCAGCTCGAGCG
CATGAGCGTCTACTTCAACGAAGTTTGTTACCTTATAGCCCCAAGAGTGCAAGATAA
ACATATTGACGAGTACTGACCTTCGCTCCTACCCAGGCTTCCGGCAACAAGTACGTG
CCCCGTGCCGTCCTCGTCGATTTGGAGCCCGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGT
CCTTTCGGTCAGCTCTCACGCCCCGAC

>F133251A-BTUB (C. alatae)
GAGATTGTAAGTTGCCATCACCACAATCACAACAACACCTGCGACGCGTTTATCCGC
CTTGCCCCTGAGCGCAACCCCACCGACATTTTTACCCGACTTCCATGCTCACCGAAC
TCGCGACGCCCGTCAACCATCGACTTCCTACTCTGGAATGTTTTGCTGACTGCTACTT
TTCTCTCTACAGGTTCACCTCCAGACCGGCCAGTGCGTAAGTCTCCCCAAGCCAAAT
CCAACCGTCTGATTGCGGGGCTAACCTCCTTGTACAGGGTAACCAGATTGGTGCTGC
CTTCTGGTACGTGGCGAGACTGCCGACGACCCGGCAATATCATACCTGCGAGAACG
ACAGATGTTGACGGTGGAGTAGGCAAAACATTTCTGGCGAGCATGGCCTCGACAGC
AATGGAGTGTATGTCATGTCCCTTATCTGGCCACATTGGTGGTTGACGGCTAAACTC
GAATAGCTACAACGGCACCTCTGAGCTCCAGCTCGAGCGCATGAGCGTTTACTTCAA
CGAAGTTTGTTACCTTTTAGCCCCCAGAGTGCAAGAAAAACATGTTGACGAGTACTG
ACCCTCGCTCCCACCCAGGCGTCCGGCAACAAGTACGTGCCCCGTGCCGTCCTCGTC
GATTTGGAGCCCGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCTTTCGGCCAGCTCTTC
CGCCCCGACAACTTCGTCTTCGGCCAGTCTGGTGCCGGCAACAACTGGGCCAAGGGT
CACTAA

>G12D-BTUB (C. siamense)
TGTAAGTTGCAGTCCATCACCACAATCACAACAACGCTTGCGACGCGTTTATCCGCC
TTGCCCCTGAGCGTACCCCGCCGACATTTTTACCCGACTTCTATGCTCAACAAACCC
GCGACGCCTGTCAATCATCGACGTCCAACTCTGGAATAATTTGCTGACTGCTGCTTTT
TTTTTGTCTACAGGTTCACCTCCAGACCGGCCAGTGCGTAAGTCTTCCCAAGCCAAA
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TCCAACCGCCTGATTGCGGGGCTAACCTCCTTGTACAGGGTAACCAGATTGGTGCTG
CCTTCTGGTACGTGACGAGACCGCCGACGACCCGGCGATATATACTTGCGAGGACG
GCAGATGTTGACGATAGAGTAGGCAAAACATTTCTGGCGAGCACGGCCTCGACAGC
AATGGAGTGTATGTCATGCCCCTTATCTGGCCACATTGGTGGTTGTCCGCTAAACTC
GAACAGCTACAACGGCACATCTGAGCTCCAGCTCGAGCGCATGAGCGTCTACTTCA
ATGAAGTTTGTTACCTTATAGCCCCCAGAGTGCAAGATAAACATATTGACGAGTACT
GACCTTCGCTCCTACCCAGGCTTCCGGCAACAAGTACGTGCCCCGTGCCGTCCTCGT
CGATTTGGAGCCCGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCTGGTCCTTTCGGCCAGCTGTT
CCGCCCCGACAACTTCGTCTTCGGCCAGTCTGGTGCCGGCAACAACTGGGCCAAGG
GGTCACT

>G73D-BTUB (C. tropicale)
AACATGCGGTGAGATTGTAAGTTGCAGTCCATCACCACAATCACAACAACGCTTGCG
ACGCGTTTATCCGCCTTGCCCCTGAGCGTACCCCGCCGACATTTTTACCCGACTTCTA
TGCTCAACAAACCCGCGACGCCTGTCAATCATCGACGTCCAACTCTGGAATAATTTG
CTGACTGCTGCTTTTTTTTGTCTACAGGTTCACCTCCAGACCGGCCAGTGCGTAAGTC
TTCCCAAGCCAAATCCAACCGCCTGATTGCGGGGCTAACCTCCTTGTACAGGGTAAC
CAGATTGGTGCTGCCTTCTGGTACGTGACGAGACCGCCGACGACCCGGCGATATATA
CTTGCGAGGACGGCAGATGTTGACGATAGAGTAGGCAAAACATTTCTGGCGAGCAC
GGCCTCGACAGCAATGGAGTGTATGTCATGCCCCTTATCTGGCCACATTGGTGGTTG
TCCGCTAAACTCGAACAGCTACAACGGCACATCTGAGCTCCAGCTCGAGCGCATGA
GCGTCTACTTCAATGAAGTTTGTTACCTTATAGCCCCCAGAGTGCAAGATAAACATA
TTGACGAGTACTGACCTTCGCTCCTACCCAGGCTTCCGGCAACAAGTACGTGCCCCG
TGCCGTCCTCGTCGATTTGGAGCCCGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCTGGTCCTTT
CGGCCAGCTGTTCCGCCCCGACAACTTC

>G121B-BTUB (C. theobromicola)
AACATGCGTGAGATTGTAAGTCGATGTCCATCACCACAATCACAACACCACTTGCGA
CGCGTTTATCCGCTTTGCCCCTGAGCGTACCCCGCCGACACTTTCACCCGAGTTCCAT
GTTCACCAAACCCGCGACGCCCGTCAATCCGACCCCCTACTGCGGGATGCTTTGCTG
ACTGCCGCTTTTCTCTCTACAGGTTCACCTCCAGACCGGCCAGTGCGTAAGTAGTCC
CAAAGCAAATTCAATCGCCTGATTGCAGGGCTAAGGGCTAATCTCTCGCAACAGGG
TAACCAGATTGGTGCTGCCTTCTGGTACGTGACGAGACCGCCGACGACCGGCAACA
AACACCACAATTGCGAGAACGAGAGATGTTGACGATGGAACAGGCAAAACATTTCT
GGCGAGCACGGCCTTGACAGCAATGGAGTGTATGTCATGCCCGTTATCTGGCCACAT
TGATGGATGACCGCTAAACTCGAACAGCTACAACGGCACCTCTGAGCTCCAGCTCG
AGCGCATGAGCGTCTATTTCAACGAAGTTTGTTACCTTATAGCCCCCAGAGTGCAAG
ACAAACATATTGACGAGTACTGACCTTCGCTCCTACCCAGGCTTTCCGGCAACAAGT
ATGTGCCCCGTGCCGTCCTCGTCGACTTGGAGCCCGGTACCATGGACGCCGTCCGTG
CCGGTCCTTTTCGGCCAGCTCTTCCGCCCCGACAACTTTCGTCTTCGGCCAGTCTGGT
GCCGGCAACAACTGGGCCAAGGGTCACT

>G143A-BTUB (C. tropicale)

AACATGCGGTGAGATTGTAAGTTGCAGTCCATCACCACAATCACAACAACGCTTGCG
ACGCGTTTATCCGCCTTGCCCCTGAGCGTACCCCGCCGACATTTTTACCCGACTTCTA
TGCTCAACAAACCCGCGACGCCTGTCAATCATCGACGTCCAACTCTGGAATAATTTG
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CTGACTGCTGCTTTTTTTTGTCTACAGGTTCACCTCCAGACCGGCCAGTGCGTAAGTC
TTCCCAAGCCAAATCCAACCGCCTGATTGCGGGGCTAACCTCCTTGTACAGGGTAAC
CAGATTGGTGCTGCCTTCTGGTACGTGACGAGACCGCCGACGACCCGGCGATATATA
CTTGCGAGGACGGCAGATGTTGACGATAGAGTAGGCAAAACATTTCTGGCGAGCAC
GGCCTCGACAGCAATGGAGTGTATGTCATGCCCCTTATCTGGCCACATTGGTGGTTG
TCCGCTAAACTCGAACAGCTACAACGGCACATCTGAGCTCCAGCTCGAGCGCATGA
GCGTCTACTTCAATGAAGTTTGTTACCTTATAGCCCCCAGAGTGCAAGATAAACATA
TTGACGAGTACTGACCTTCGCTCCTACCCAGGCTTCCGGCAACAAGTACGTGCCCCG
TGCCGTCCTCGTCGATTTGGAGCCCGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCTGGTCCTTT
CGGCCAGCTGTTCCGCCCCGACAACTTCGTCTTCGGCCAGTCTGGTGCCGGCAACAA
CTGGGCCAAGGGG

>F11244A-BTUB (C. siamense)
GTAACATGGGGTGGGATTGGAAGTTGCCAGTCCATCACCACAATCACGACAAGGCT
TGCGACGCGTTTATCCGCCTTGCCCCTGAGCGTACCCCGCCGACATTTTTACCCGACT
TCTATGCTCAACAAACCCGCGACGCCTGTCAATCATCGACGTCCAAGMTCTGGAAC
GKTTTGCTGACTGCTGCTTTTTTTTTGTCTACAGGTTCACCTCCAGACCGGCCAGTGC
GTAAGTCTTCCCAAGCCAAATCCAACCGCCTGATTGCGGGGCTAACCTCCTTGTACA
GGGTAACCAGATTGGTGCTGCCTTCTGGTACGTGACGAGACCGCCGACGATCCGGC
AATATATACTTGCGAGGACGGCAGATGTTGACGATAGAGTAGGCAAAACATTTCTG
GCGAGCACGGCCTCGACAGCAATGGAGTGTATGTCATGCCCCTTATCTGGCCACATT
GGTGGTTGACCGCTAAACTCGAACAGCTACAACGGCACCTCTGAGCTCCAGCTCGA
GCGCATGAGCGTCTACTTCAACGAAGTTTGTTACCTTATAGCCCCCAGAGTGCAAGA
TAAACATATTGACGAGTACTGACCTTCGCTCCTACCCAGGCTTCCGGCAACAAGTAC
GTGCCCCGTGCCGTCCTCGTCGATTTGGAGCCCGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCC
GGTCCTTTCGGCCAGCTCTTCCGCCCCGACAACTTCGTCTTCGGCCAGTCTGGTGCCG
GCAACAACTGGGCCAAGGGTCACTAAA

>F21182A-BTUB (C. truncatum)
TAAGTCGTTCTCTCCTCACAAGGAAAAAAAAAAGCACATCTCTGCGACGCGTCGGA
CCACGTTTATCGGCCTTGCCCCTGAACCGTACCCCGCCGATATTCCACCCAACTTGG
ACCTCACCGACCAAGACACATCTCGGTCATCGACTGCTTCTACCTTTGTCACTTTTGC
TAACATCAATCTTTCTATTCTATAGGTTCACTTGCAGACCGGCCAGTGCGTAAGTAG
ATTCCCATCTCAACCCGACGAGCTAGATGCGGGGCTAACTTGTTGAACAGGGTAACC
AGATTGGTGCTGCCTTCTGGTGCGTATCCCGAACGCCGAARACTCGGTTATATCAAC
CTCCAAAGAGTCATGAAGATTAACAATCGAACAGGCAGAACATCTCTGGCGAGCAT
GGCCTCGACAGCAACGGTGTGTATGTAATCAATTCCTACTCTGGCCACGTCGGAGTT
GACCGCTAAATTCATCAAACAGTTACAATGGAACCTCGGAGCTCCAGCTTGAGCGC
ATGAGCGTCTACTTCAACGAAGTTTGTTATCCTACAGTCCCACGCGTTTTAAGACAA
GCATATTGACGAATACTGACCTTCGCTCCTTCGCAGGCCTCCGGCAACAAGTACGTA
CCCCGTGCCGTCCTCGTCGATTTGGAGCCCGGTACCATGGACGCCGTCCGCGCCGGT
CCCTTCGGACAGCTCTTCCGCCCCGACAACTTCGTTTTCGGCCAGTCCGGTGCTGGC
AACAACTGTCGTTGGGG

>F52251A-BTUB (C. alatae)
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CTCTCTGCTTNNTGCACTGCGAATGTGGGCTATCCGACCGACGGCCTTCCTCCCTTCC
TGTTCCAGAGAAAAAAATTCCCCCGCGACGTCGAGAAGCACTTCGGCTGGGCCAAT
GTTAACTAAACTGCTACTTTTCTCTCTACAGGTTCACCTCCAGACCGGCCAGTGCGTA
AGTCTCCCCAAGCCAAATCCAACCGTCTGATTGCGGGGCTAACCTCCTTGTACAGGG
TAACCAGATTGGTGCTGCCTTCTGGTACGTGGCGAGACTGCCGACGACCCGGCAATA
TCATACCTGCGAGAACGACAGATGTTGACGGTGGAGTAGGCAAAACATTTCTGGCG
AGCATGGCCTCGACAGCAATGGAGTGTATGTCATGTCCCTTATCTGGCCACATTGGT
GGTTGACGGCTAAACTCGAATAGCTACAACGGCACCTCTGAGCTCCAGCTCGAGCG
CATGAGCGTTTACTTCAACGAAGTTTGTTACCTTTTAGCCCCCCCAGTGCAAGAAAA
ACATGTTGACGAGNACTGACCCTCGCTCCCACCCNTGCGTCCGGCAACAAGTACGTG
CCACGTGCCGTCCTCGTCNATTTGGANCCCGGTACCATGGACACCGTCCGTGGCGGT
GCTTTCTGNGAGCTCTTGCACCCACAACAACTTCNTCGTTNTNCNGTTTGGTGTGAG

>F85241C_BTUB (C. cliviae)
GGATTGTAAGTCACTCTGTCCCAATGCAACAATAACATAGCTGCGATGCGTCCACCG
GTCCTTGCCCCTGAGCGTACCCCGCCGGTATTCCACCCGGCGGATTGGACCCGACCG
AGCACATCACGACACGAGCAACATCGACGTGTCCGCAAGATCGCTGTGCTGACAAT
CGACTTCTTCTCTCCAGGTTCACCTTCAGACCGGCCAGTGCGTACGTTTCTTCCCTAT
CCCAAGCACATGGAATGAACGCGAGGCTAACTCCTCGACAGGGTAACCAGATTGGT
GCTGCCTTCTGGTACGTTACGGAACGCCGACAATCCGGCCTCAGCATTGCCTCGACG
GTCGCAGATCACTGAGAATTAATTAGGCAAAACATCTCTGGCGAGCACGGCCTCGA
CAGCAATGGCGTGTACGTGATAGGTCCCTACTTTGGCAATGTCGGGAGTTGACGGCT
GATTCCCGGCCAACAGTTACAACGGCACCTCTGAGCTCCAGCTCGAGCGAATGAGT
GTTTACTTCAACGAGGTTTGTTATCCTGATGTCTCCAACACTTCAAGATGAACCTGTT
GACGAATACTGACCTCGGTACCTTCTCAGGCCTCCGGCAACAAGTATGTTCCCCGCG
CTGTCCTCGTCGACTTGGAGCCCGGTACCATGGACGCCGTTCGTGCTGGTCCCTTTG
GCCAGCTCTTCCGCCCCGACAACTTCGTCTTTGGTCAATCCGGCGCCGGCAACAACT
GGGCCAGGGGTCCACTAAA

>G12B_BTUB (C. gloeosporioides)
TAAGTTGCAGTCCATCACCACAAATCACAACAACGCCTTGCGACGCGTTTATCCGCC
CTGCCCCTGAGCGTACCCCGCCGACATTTTTACCCGACCTCTTTGCTCAACAAACCC
GCGACGCCTGTCAATCATCGACCTCCTAGTCTGGAATGTTTTGCTGACTGCTGCTTTT
CTGTCTACAGGTTCACCTCCAGACCGGCCAGTGCGTAAGTCTTCCTAAGCCAAATCC
AACCGCCTGATTGCGGGGCTAACCTCCTTGTACAGGGTAACCAGATTGGTGCTGCCT
TCTGGTACGTGACGAGACCGCCGACGACCCGGCAATATCATACTTGCGAGGACGGC
AGATGTTGACGATGGAATAGGCAAAACATTTCTGGCGAGCACGGCCTAGACAGCAA
TGGAGTGTATGTCATGCCCCTTATCTGTCCACATTGGTGGTTGACCGCTAAACTCGA
ACAGCTACAACGGCACCTCTGAGCTCCAGCTCGAGCGCATGAGCGTCTACTTCAACG
AAGTTTGTTACCTTATAGCCCCAAGAGTGCAAGATAAACATATTGACGAGTACTGAC
CTTCGCTCCTACCCAGGCTTCCGGCAACAAGTACGTGCCCCGTGCCGTCCTCGTCGA
TTTGGAGCCCGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCTTTCGGTCAGCTCTTCCG
CCCCGACAACTTCGTCTTCGGCCAGTCTGGTGCCGGCAACAACTGGGACAACTCGNT
CTA

>G13A BTUB (C. tropicale)
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TAACATGCGTGAGACTGTAAGTTGCAGTCCATCACCACAATCACAACAACGCTTGCG
ACGCGTTTATCCGCCTTGCCCCTGAGCGTACCCCGCCGACATTTTTACCCGACTTCTA
TGCTCAACAAACCCGCGACGCCTGTCAATCATCGACGTCCAACTCTGGAATAATTTG
CTGACTGCTGCTTTTTTTTGTCTACAGGTTCACCTCCAGACCGGCCAGTGCGTAAGTC
TTCCCAAGCCAAATCCAACCGCCTGATTGCGGGGCTAACCTCCTTGTACAGGGTAAC
CAGATTGGTGCTGCCTTCTGGTACGTGACGAGACCGCCGACGACCCGGCGATATATA
CTTGCGAGGACGGCAGATGTTGACGATAGAGTAGGCAAAACATTTCTGGCGAGCAC
GGCCTCGACAGCAATGGAGTGTATGTCATGCCCCTTATCTGGCCACATTGGTGGTTG
TCCGCTAAACTCGAACAGCTACAACGGCACATCTGAGCTCCAGCTCGAGCGCATGA
GCGTCTACTTCAATGAAGTTTGTTACCTTATAGCCCCCAGAGTGCAAGATAAACATA
TTGACGAGTACTGACCTTCGCTCCTACCCAGGCTTCCGGCAACAAGTACGTGCCCCG
TGCCGTCCTCGTCGATTTGGAGCCCGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCTGGTCCTTT
CGGCCAGCTGTTCCGCCCCGACAACTC

>G14B_BTUB (C. cliviae)
GTAAGTCACTCTGTCCCAATGCAACAATAACATAGCTGCGATGCGTCCACCGGTCCT
TGCCCCTGAGCGTACCCCGCCGGTATTCCACCCGGCGGATTGGACCCGACCGAGCAC
ATCACGACACGAGCAACATCGACGTGTCCGCAAGATCGCTGTGCTGACAATCGACT
TCTTCTCTCCAGGTTCACCTTCAGACCGGCCAGTGCGTACGTTTCTTCCCTATCCCAA
GCACATGGAATGAACGCGAGGCTAACTCCTCGACAGGGTAACCAGATTGGTGCTGC
CTTCTGGTACGTTACGGAACGCCGACAATCCGGCCTCAGCATTGCCTCGACGGTTGC
AGATCACTGAGAATTAATTAGGCAAAACATCTCTGGCGAGCACGGCCTCGACAGCA
ATGGCGTGTACGTGATAGGTCCCTACTTTGGCAATGTCGGGAGTTGACGGCTGATTC
CCGGCCAACAGTTACAACGGCACCTCTGAGCTCCAGCTCGAGCGAATGAGTGTTTAC
TTCAACGAGGTTTGTTATCCTGATGTCTCCAACACTTCAAGATGAACCTGTTGACGA
ATACTGACCTCGGTACCTTCTCAGGCCTCCGGCAACAAGTATGTTCCCCGCGCTGTC
CTCGTCGACTTGGAGCCCGGTACCATGGACGCCGTTCGTGCTGGTCCCTTTGGCCAG
CTCTTCCGCCCCGACAACTTCGTCTTTGGTCAATCCGGCGCCGGCAACAACTGGGCA
GGGGG

>G23B BTUB (C. fructicola)
ACAACGCTTGCGACGCGTTTATCCGCCTTGCCCCTGAGCGTACCCCGCCGACATTTT
TACCCGACTTCTATGCACAACAAACCCGCGACGCCTGTCAATCATCGACGCCCAACT
CTGGATTGTTTTGCTGACTGCTGCTTTTTTTTCTCTACAGGTTCACCTCCAGACCGGC
CAGTGCGTAAGTCTTCCCAAGCCAAATCCAACCGCCTGATTGGGGGGCTAACCTCCT
TGTACAGGGNAACCAGATTGGTGCTGCCTTCTGGTACGTGACGAGACCGCCGACGA
CCCGGCAATATCTACTTGCCAGGACGGGAAATGTTGACAATAGAGAAGGCAAAACT
TTTCTGGCAAGCCCGGCTCCACCAGCAATGGAGGGTATGCCTC

>G42B_BTUB (C. siamense)
TTGTAAGTTGCAGTCCATCACCACAATCACAACAACGCTTGCGACGCGTTTATCCGC
CTTGCCCCTGAGCGTACCCCGCCGACATTTTTACCCGACTTCTATGCTCAACAAACC
CGCGACGCCTGTCAATCATCGACGTCCAACTCTGGAATAATTTGCTGACTGCTGCTT
TTTTTTGTCTACAGGTTCACCTCCAGACCGGCCAGTGCGTAAGTCTTCCCAAGCCAA
ATCCAACCGCCTGATTGCGGGGCTAACCTCCTTGTACAGGGTAACCAGATTGGTGCT
GCCTTCTGGTACGTGACGAGACCGCCGACGACCCGGCGATATATACTTGCGAGGAC
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GGCAGATGTTGACGATAGAGTAGGCAAAACATTTCTGGCGAGCACGGCCTCGACAG
CAATGGAGTGTATGTCATGCCCCTTATCTGGCCACATTGGTGGTTGTCCGCTAAACT
CGAACAGCTACAACGGCACATCTGAGCTCCAGCTCGAGCGCATGAGCGTCTACTTC
AATGAAGTTTGTTACCTTATAGCCCCCAGAGTGCAAGATAAACATATTGA
CGAGTACTGACCTTCGCTCCTACCCAGGCTTCCGGCAACAAGTACGTGCCCCGTGCC
GTCCTCGTCGATTTGGAGCCCGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCTGGTCCTTTCGGC
CAGCTGTTCCGCCCCGACAACTTCGTCTTCGGCCAGTCTGGTGCCGGCAACAACTGG
GCCAGGGGCGT

>G61B_BTUB (C. cliviae)
CATAGCTGCGATGCGTCCACCGGTCCTTGCCCCTGAGCGTACCCCGCCGGTATTCCA
CCCGGCGGATTGGACCCGACCGAGCACATCACGACACGAGCAACATCGACGTGTCC
GCAAGATCGCTGTGCTGACAATCGACTTCTTCTCTCCAGGTTCACCTTCAGACCGGC
CAGTGCGTACGTTTCTTCCCTATCCCAAGCACATGGAATGAACGCGAGGCTAACTCC
TCGACAGGGTAACCAGATTGGTGCTGCCTTCTGGTACGTTACGGAACGCCGACAATC
CGGCCTCAGCATTGCCTCGACGGTTGCAGATCACTGAGAATTAATTAGGCAAAACAT
CTCTGGCGAGCACGGCCTCGACAGCAATGGCGTGTACGTGATAGGTCCCTACTTTGG
CAATGTCGGGAGTTGACGGCTGATTCCCGGCCAACAGTTACAACGGCACCTCTGAG
CTCCAGCTCGAGCGAATGAGTGTTTACTTCAACGAGGTTTGTTATCCTGATGTCTCCA
ACACTTCAAGATGAACCTGTTGACGAATACTGACCTCGGTACCTTCTCAGGCCTCCG
GCAACAAGTATGTTCCCCGCGCTGTCCTCGTCGACTTGGAGCCCGGTACCATGGACG
CCGTTCGTGCTGGTCCCTTTGGCCAGCTCTTCCGCCCCGACAACTTCGTCTTTGGTCA
ATCCGGCGCCGGCAACAACTG

>G81 _BTUB (C. aotearoa)
TAACATGCGGTGAGATTGTAAGTTGCTGTCCATCACCACAATCACAACAACATTTGC
GACGCGTTTATCCGGCTTGCCCCTGAGCATACCCCGCCGACAGTTTTACCCATGCTC
ACCAAACCCGCGACGCCCGTCAATCATCGACCTCCTACTCTGGAATGTTTTGCTGAC
TGCGTCTTTTCTCTCTACAGGTTCACCTCCAGACCGGCCAGTGCGTAAGTCTTCCCGA
GTCAAATCGAACCGCCTGATTGCGGGGCTAACCTCTTTGACGAACAGGGTAACCAG
ATTGGTGCTGCCTTCTGGTACGTGACGAGACCGCCGACGACCCGGCATATAACACTT
GCGAGAAGTACAAATGTTGATGATGGAATAGGCAAAACATTTCTGGCGAGCACGGC
CTCGACAGCAATGGAGTGTATGTCATGTTCCTTATCTGGCCACATTGGTATTTGACC
GCTAAATTCGAACAGCTACAACGGCACCTCTGAGCTCCAGCTCGAGCGCATGAGCG
TCTACTTCAACGAAGTTTGTTACCTTATAGCCCCCAGAGTGCAAGATCAACATATTG
ACGAGTACTGACCTTCGCTCCTACCCAGGCTTCCGGCAACAAGTACGTGCCCCGCGC
CGTCCTCGTCGATTTGGAGCCCGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCTTTCGG
CCAGCTCTTCCGCCCCGACAACTTCGTCTTCGGTCAGTCTGGTGCCGGCTACTACTG
GGCCCAGGGTCACTACA

>G153A BTUB (C. tropicale)
AGANGAGTTGTCGGGGCGGACAGCTGGCCGAGGGACCAGCACGAACGGCGTCCAT
GGTACCGGGCTCCAAGTCGACGAGGACGGCGCGGGGAACATACTTGTTGCCGGAGG
CCTGAGAAGGTACCGAAGGTCAGTATTCGTCAATATGTTCATCTTGAACTGTGGGAG
ATTCAGGATAACAAACCTATTGAAAGAAAACACTCATGTCGCTCGAGCTGGAGCTC
NATGGTCNGNTAAAACTGTTGGCCGGGAATCAACCCCCCACTTGCGAAATTGCCAG
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GGGCATGACCTATCCTCCCACGCTGTTGCTCCGAGGCCTTGGTCGTGTTTTGCCGAGT
CTATAATCTTCTTCTGCCCTCTGCTGNGTGTGAGNCGGCGGCTCCGCCGGAGTCTCG
CCCCCAAGAGAGGGCACAAAGCACCACCAATCCTGTTAGCCTGGCAAGGACCCGCC
TCGCGTGGGATCCGGGGGGANGCTAGACGTAAAACCCCCCAATTTTCGAAGGTCGA
CCTCTGATCAAGAAGAAAAAACCCGCCAAAACTTAACNATATCATAATTGCGGACA
A

G-3. Secuencias de aislados de Colletotrichum spp. con el gen de GAPDH.

>F11244A GAPDH (C. siamense)
CCCTTCATTGAGACCAAGTACGCTGTGAGTATCACCCCACCTACCCCTCCAAACTCG
CCATGACTTCACATCCATCACCACCACCACCGCTGTCATCTACATCTCGCCACCCGC
GTTTGGTAAACAAGAAGGCCGTCATGAATGGAGGCCAATTGAAACCATGGGTCGGG
ACGGCCGGACACATGCTATCACTCATATCAGCCCTACCTGTCACATTTACTGACTCG
CTCTTCACAGGCCTACATGCTCAAGTACGACACCACCCA

>F11244B_GAPDH (C. ignotum)
TGCCGTCAACGACCCCTTCATTGAGACCAAGTACGCTGTGAGTATCACCCCACCTAC
CCATCCAAACTCGCCATGACTTCGCATCCATCACCACCACCACCACCGCTGTCATCT
ACATCTCGCCACCCGCGTTTGGTAAACAAGAAGGCCGTCATGAATGGAGGCCAATT
GAAACCATGGGTCGGGACGGCCGGACACATGCTATCACTCATATCAGCCCCATCTGT
CGCATTTACTGACTCGCTCTTCACAGGCCTACATGCTCAAGTACGACACCACCA

>F21182A GAPDH (C. truncatum)
TGCCGTCAACGGCCCCTTCATTGAGACCAAGTACGCTGTATGTATCACCCCACTCTA
CCCCTCAAAACCTCAGCATGATATCATGCCTTCCAAACACGCCAGCCTTCGACTCTC
GTTGGAAAAACAAAACGAGAGTTCGACGTAAGGCAGAAAGTCAATCATTATAAGCT
TTTGTTTTAAAGCAATTGATGGCACTGCCCAATTGGCGGAAGTGGCCAGGCAAACTA
CGTCAAGCTCAATGGTTTACTGACTCGCCCTCCGCAGGCCTACATGCTCAAGTACGA
CTCCACCCCC

>F52251A GAPDH (C. alatae)
TGCCGTCAACGACCCCTTCATTGAGACCAAGTACGCTGTGAGTATCACCCCACCTAC
CCCTCCGAACTTGTCATGGCTTCACATCCATAACCACCACCACCACCACCACCACCA
CGGCTGTCATTTATATCTCGCCGCCCTCGTCTGGTAGACGAGAAGGCCATCATAAAT
TGATGCCAATTGGAACCATGAGCCGGGACGGCCGGATACACGCTATCACTCATATC
AGCCCCATCTGTCACATTTACTGACTCGCTCTTCACAGGCCTACATGCTCAAGTACG
ACTCCACCCA

>F52252D GAPDH (C. gloeosporioides)
CCCCTTCATTGAGACCAAGTACGCTGTGAGTATCACCCCACCTACCCCTCCAAGCTC
GACAAGACTTCACATCCATCGCCACCACTACCGCTGTCATCCGCATTTCGCCGCCCG
CGGTTAGTACACAAGAAGGCCATCATGAATTAATGCCAATTGAAATCATGGGTCGG
GACGGCCGGACACATGCTATCACTCATGTCAGCCCCATCTGTCACATTTACTGACTC
GCTCTTTACAGGCCTACATGCTCAAGTACGACTCCACCC
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>F52253A _GAPDH (C. alatae)
TTGCCGTCAACGACCCCTTCATTGAGACCAAGTACGCTGTGAGTATCACCCCACCTA
CCCCTCCGAACTTGTCATGGCTTCACATCCATAACCACCACCACCACCACCACCACC
ACGGCTGTCATTTATATCTCGCCGCCCTCGTCTGGTAGACGAGAAGGCCATCATAAA
TTGATGCCAATTGGAACCATGAGCCGGGACGGCCGGATACACGCTATCACTCATATC
AGCCCCATCTGTCACATTTACTGACTCGCTCTTCACAGGCCTACATGCTCAAGTACG
ACACCACCCA

>F85241C_GAPDH (C. cliviae)
GTCAACGACCCCTTCATTGAGACCAAGTACGCTGTGAGTAGCACCCCTCCAAGCTCG
CCGCGATATCACGCCCGCCACCCGTCAATCGCGAACGCCAGCTTCTGGCTGCCGATC
AGACGCCAAAATCAACCAGGCTCTGATACAGCGAGCGATTGATGGGGCCGGCGCGG
CGGGGTCGATCACAGCCTCAATGGTTTCGGTTGCTGATACGCCATCCGCAGGCCTAC
ATGCTCAAGTACGACTCCACCCA

>F133251A_GAPDH (C. alatae)
TTGCCGTCAACGACCCCTTCATTGAGACCAAGTACGCTGTGAGTATCACCCCACCTA
CCCCTCCGAACTTGTCATGGCTTCACATCCATAACCACCACCACCACCACCACCACC
ACGGCTGTCATTTATATCTCGCCGCCCTCGTCTGGTAGACGAGAAGGCCATCATAAA
TTGATGCCAATTGGAACCATGAGCCGGGACGGCCGGATACACGCTATCACTCATATC
AGCCCCATCTGTCACATTTACTGACTCGCTCTTCACAGGCCTACATGCTCAAGTACG
ACTCCACCCA

>G12B_GAPDH (C. gloeosporioides)
TGCCGTCAACGACCCCTTCATTGAGACCAAGTACGCTGTGAGTATCACCCCACCTAC
CCCTCCAAGCTCGACAAGACTTCACATCCATCGCCACCACTACCGCTGTCATCCGCA
TTTCGCCGCCCGCGGTTAGTACACAAGAAGGCCATCATGAATTAATGCCAATTGAAA
TCATGGGTCGGGACGGCCGGACACATGCTATCACTCATGTCAGCCCCATCTGTCACA
TTTACTGACTCGCTCTTTACAGGCCTACATGCTCAAGTACGACTCCACCCA

>G12D_GAPDH (C. siamense)
CCGTCAACGACCCCTTCATTGAGACCAAGTACGCTGTGAGTATCACCCCACCTACCC
CTCCAAACTCGCCATGACTTCACATCCATCACCATCACCACCGCTGTCATCTACAAC
TCGCCGCCCGCGGTTGGTAAACAAGAAGGCCATCATGAATGGAGGCCAATGAAACC
ATGGGTCGGGACGGCCGGACACATGCTATCAATCATATCAGCCCCATCTGTCACATT
TACTGACTCGCTCTTCACAGGCCTACATGCTCAAGTACGACTCCACCCA

>G13A _GAPDH (C. tropicale)

TGGGTGGAGTCGTATGTGAGCATGTAGGCCTTGAGCATGTAGGCAGGTGAAGAGCG
AGTCAGTAAATGTGACAGATGGGGCTGATGTGAGTGATAGCATTGTCCGTCAACGA
CCCCTTCATTGAGACCAAGTACGCCGTGAGTATCACCCCACCTACCCCTCCAAAATC
GCCATGACTTCACATCCATCACCACCACCACCGCTGTCATCTACATCTCGCCACCCG
CGTTTGGTAAATAAGAAGGCCGTCATGAATGGAGGCCAATTGAAACCATGGGTCGG
GACGGCACGGCCGGACACATGCTATCACTCACATCAGCCCCATCTGTCACATTTACT
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GACTCGCTCTTCACAGGCCTACATGCTCAAGTACGACTCCACCAGACACATGCTATC
ACTCACATCAGCCCCATCTCTCACATTTACTGACTCGCTCTTCACAGGCCTACATGCT
CAGGTACGACTCCACCTACCCCAA

>G14B_GAPDH (C. cliviae)
GTCAACGACCCCTTCATTGAGACCAAGTACGCTGTGAGTAGCACCCCTCCAAGCTCG
CCGCGATATCACGCCCGCCACCCGTCAATCGCGAACGCCAGCTTCTGGCTGCCGATC
AGACGCCAAAATCAACCAGGCTCTGATACAGCGAGCGATTGATGGGGCCGGCGCGG
CGGGGTCGATCACAGCCTCAATGGTTTCGGTTGCTGATACGCCATCCGCAGGCCTAC
ATGCTCAAGTACGAC

>G23B_GAPDH (C. fructicola)
TGCCGTCAACGACCCCTTCATTGAGACCAAGTACGCTGTGAGTATCACCCCACCTAC
CCATCCAAACTCGCCATGACTTCGCATCCATCACCACCACCACCACCGCTGTCATCT
ACATCTCGCCACCCGCGTTTGGTAAACAAGAAGGCCGTCATGAATGGAGGCCAATT
GAAACCATGGGTCGGGACGGCCGGACACATGCTATCACTCATATCAGCCCCATCTGT
CGCATTTACTGACTCGCTCTTCACAGGCCTACATGCTCAAGTACGACTCCACCCA

>G42B_GAPDH (C. siamense)
TGCCGTCAACGACCCCTTCATTGAGACCAAGTACGCTGTGAGTATCACCCCACCTAC
CCCTCCAAACTCGCCATGACTTCACATCCATCACCACCACCACCGCTGTCATCTACA
TCTCGCCACCCGCGTTTGGTAAACAAGAAGGCCGTCATGAATGGAGGCCAATTGAA
ACCATGGGTCGGGACGGCCGGACACATGCTATCACTCATATCAGCCCTACCTGTCAC
ATTTACTGACTCGCTCTTCACAGGCCTACATGCTCAAGTACGACTC

>G61B_GAPDH (C. cliviae)
TTGCCGTCAACGACCCCTTCATTGAGACCAAGTACGCTGTGAGTAGCACCCCTCCAA
GCTCGCCGCGATATCACGCCCGCCACCCGTCAATCGCGAACGCCAGCTTCTGGCTGC
CGATCAGACGCCAAAATCAACCAGGCTCTGATACAGCGAGCGATTGATGGGGCCGG
CGCGGCGGGGTCGATCACAGCCTCAATGGTTTCGGTTGCTGATACGCCATCCGCAGG
CCTACATGCTCAAGTACCCACTCCACCCAA

>G62A_GAPDH (C. fructicola)
TGCCGTCAACGACCCCTTCATTGAGACCAAGTACGCTGTGAGTATCACCCCACCTAC
CCATCCAAACTCGCCATGACTTCGCATCCATCACCACCACCACCACCGCTGTCATCT
ACATCTCGCCACCCGCGTTTGGTAAACAAGAAGGCCGTCATGAATGGAGGCCAATT
GAAACCATGGGTCGGGACGGCCGGACACATGCTATCACTCATATCAGCCCCATCTGT
CGCATTTACTGACTCGCTCTTCACAGGCCTACATGCTCAAGTACGACTCCACCCAG

>G73D _GAPDH (C. tropicale)

TGGGTGGAGTNGTACTGGGNGGATTGGCACTTAAGCATGTAGGCTNGTGAAGAGCG
AGTCAGTAAATGTGACAGATGGGGCTGATATGAGTGATAGCAGTGCCGTCAACGGA
CCCCTTCATTGAGACCAAGTACGCTGTGAGTATCACCCCACCTACCCCTCCAAACTC
ACCATGACTTCGCATCCATCACCACCACCACCGCTGTCATCTACATCTCGCCACCCG
CTTTTGGTAAATAAGAAGGCCGTCATGAATGGAGGCCAATTGAAACCATGGGTCGG
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GACGGCACGGCCGGACACATGCTATCACTCATATCAGCCCCATCTGTCACATTACTG
ACT

>G81 _GAPDH (C. aotearoa)
TGCCGTCAACGACCCCTTCATTGAGACCAAGTACGCTGTGAGTATCACCCCACCTAC
CCCTCCAAACTCGTCATGACTCTCATCCACAACCAACACCACCGCTGTCATCCACAC
CTCGCCGCCCGCATCTGGTAGACAAGAAGGCCATCTTGACTTGATGCCAATTGAAAC
CATGGGCCGGGACGGCGGGACATATGCTATCACTCATAGCAGACCCATCCGTCACA
TTTACTGACTCGCTCTTCACAGGCCTACATGCTCAAGTACGAC

>G121B_GAPDH (C. theobromicola)
GCTCCTTCATTGAGACCAAGTACGCTGTGAGTATCACCCCACTTACCCCTCCAAACT
CGCCACTACTTCACAACCGCCACGGCCGCTGCTGTCGTTCACACCTTCCCGCCTGTA
TTTGGCAGACTACAAGGCCAACGTGAATTGATGCCAATTGATACCATGGCTCGGCAC
GGCCGGACACAGCTATCACTCATCTCAGCCCCATCTGTCACATGTACTGACTCGCAC
TTCACAGGCCTACATGCTCAAGTACGACTCCACCCAA

>G122A_GAPDH (C. karstii)
GACCCCTTCATTGACACCAACTACGCTGTGAGTATCACCCCACTTACCCCTCCAAGG
TCATCATGATATCACGCCCCCAACCGTCCCTCGCGGCAGGAGCCTTCCAGCCAATGG
ACACAGATTCCTGGCACACAGCACCTGATGCCAGTGGCC

>G143A_GAPDH (C. tropicale)
CCGTCAAGGACCCCTTCATTGAGACCAAGTACGCCGTGAGTATCACCCCACCTACCC
CTCCAAAATCGCCATGACTTCACATCCATCACCACCACCACCGCTGTCATCTACATC
TCGCCACCCGCGTTTGGTAAATAAGAAGGCCGTCATGAATGGAGGCCAATTGAAAC
CATGGGTCGGGACGGCACGGCCGGACACATGCTATCACTCACATCAGCCCCATCTGT
CACATTTACTGACTCGCTCTTCACAGGCCTACATGCTCAAGTACGACTCCACCCGAC
ACGTGCTATCACTCACATCACCCCCATCTCTCACATTTACTGTCTCGCTCTTCACATG
CCTACATGCTCAAGTACAACTCCACCCACCCCAAAAGGGACAGTGGGACGTGATGC
TCGTTTGGCCCAACAAAGCTTCCAAGCA

>G153A_GAPDH (C. tropicale)
TCACCCCACCTACCCCTCCNAAATCGCCATGACTTCACATCCATCACCACCACCACC
GCTGTCATCTACATCTCGCCACCCGCGTTTGGTAAATAAGAAGGCCGTCATGAATGG
AGGCCAATTGAAACCATGGGTCGGGACGGCACGGCCGGACACATGCTATCACTCAC
ATCAGCCCCATCTGTCACATTTACTGACTCGCTCTTCACAGGCCTACATGCTCAAGT
ACGACTCCACCCNACACATGCTATGACTCACATCAGCCCCATCTGTCACATTTACTG
ACTCGCTCTTCACAGGCCTACATGCTCAAGTACGACTCCACCCAACCAAA
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Apéndice H
Numeros de accesion de las secuencias de ITS
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H-1. Numeros de accesion de GenBank de las secuencias de ITS

Aislados Numeros de accesion
F11244A KR445664
F11244B KR445665
F21182A KR445666
F52251A KR445667
F52252D KR445668
F52253A KR445669
F85241C KR445670
F133251A KR445671
G12B KR445672
G12D KR445673
G13A KR445674
G14B KR445675
G23B KR445676
G42B KR445677
G61B KR445678
G62A KR445679
G73D KR445680
G81 KR445681
G121B KR445682
G122A KR445683
G143A KR445684
G153A KR445685
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