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Resumen

Las especies del géneMdternaria, uno de los principales patégenos de plantas etuatlo, son
dificiles de identificar debido a su plasticidaddépica. En este estudio se identificaron algunas
de las especies ddternaria presentes en la sabana de Bogota usando un enfoarf@dgico,
ademas se evalué el potencial de cuatro regionasgtigas como potenciales marcadores
taxondmicos tipo BARCODE dalternaria, el alergeno mayor délternaria (Alta al), el gen de

la oxidasa alternativaA(OX), el gen de la citocromo oxidasad®XJ) y la region del espaciador
de transcrito interndTS). Se identificaron 14 especies Alkernaria, todas ellas pertenecientes

a la seccion de conidios pequefios, 10 de las coalessponden a la secciéliernata A partir

de las descripciones morfolégicas realizadas ssepta una clave taxonémica para las especies
de Alternaria de la sabana de Bogota. Ninguna de los cuatroauares evaluados presenta
caracteristicas de Barcode para las especies adi@gral estudio, debido principalmente a la
cercania filogenética que existe entre ellas. Aapee la posibilidad de separar los aislados
obtenidos en morfoespecies a partir de las cafstitass difusas de sus conidios y de su patrén
de conidiacién, el sustento genético referido diVersidad de las secuencias para estos cuatro
marcadores es insuficiente para designar como iespados aislados pertenecientes a la seccion
alternata Se propone que los taxones dentro de la se@tiémata sean considerados como
variantes intraespecificas dentro del género.

Abstract

Species of the genuternaria one of the main pathogens of plants in the woréddafficult to
identify because of their phenotypic plasticity. this study some of thdlternaria species
present in the Bogota plateau were identified usimgorphological approach, also the potential
of four gene regions as potential taxonomic markées BARCODE of Alternaria was
evaluated, the major allergen éfternaria (Alt al) the alternative oxidase genAdX), the
cytochrome oxidase | gefCOX-1) and the region of the internal transcribed spde®). 14
Alternaria species were identified, all of them belonginghe small section of conidia, 10 of
them correspond to the sectiatternata From morphological descriptions made there is a
taxonomic key to thélternaria species of Bogota plateau. None of the four markeeduated
has features Barcode to the species studied, maetause of the phylogenetic proximity
between them. Despite the possibility of separatirggisolates obtained in morphospecies from
the characteristics of their conidia and conidiafoattern, sustenance genetic diversity based on
the sequences for these four markers is insufficdiendesignate as species belonging to the
isolatedalternata section. We proposed that taxa within #ieernata section are considered as
intraspecific variants within the genus.
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LA TAXONOMIA DEL GENERO ALTENARIA, RETOS Y PROBLEMAS

El génerdAlternaria posee amplia distribucion geografica y multiplepglas ecoldgicos, entre
los que se destaca su patogenicidad contra anipalestas. Por otra parte, la taxonomia de este
género es complicada, y desde su primera desanipcg® han intentado diferentes
aproximaciones para resolver esta situacion, am@ciones morfolégicas, bioquimicas y
moleculares. En este trabajo se pretenden revisaraspectos relevantes de la taxonomia
deAlternaria, las razones por las cuales es complicada y laxiapaciones que se han intentado
para establecer sin ambigiiedades la descripcitasdspecies de este género tan importante.

1.1.GENERALIDADES

Alternaria es un género dictiospérico cuyos teleomorfos sporden al génerbewia de la
familia Pleosporaceae, orden Pleosporales, classdamicetes del filo Ascomicota. ElI género
fue establecido por Ness en 1816 usaAtternaria tenuis(actualmentéAlternaria alternatg
como tipo para su descripcion (IndexFungorum 200@bido al desconocimiento de la fase
sexual para la mayoria de sus especies, este gametasificaba como un hongo mitosporico o
Deuteromicetes (Thomma, 2003).

Las especies del génewdternaria presentan una amplia distribucion en la naturalgza
desempefian un gran numero de funciones en sudait@macon otros organismos. Algunas
especies aparecen como enddfitas, y su estudi@nnaitiplo determinar la presencia de varios
metabolitos citotoxicos, que presentan potencidlid@mo biocontroladores de algunos
patogenos y parasitos de plantas de cultivo (AlgleR008; Lahlali y Hijri, 2010; Kaur et al.
2013). También pueden presentarse como saprofit@sigratos organicos, y por la produccion
de compuestos biol6gicamente activos alteran atimseyforrajes por deterioro (Pitt y Hocking,
1997). Posiblemente su papel mas estudiado es parasitos de plantas, ya que un gran numero
de sus especies actian como patdgenos altamentectiess, confiriéndole al género impacto
econdémico (Mamgain et al, 2013). Sin embargo, $éirdiion entre su comportamiento parasito y
saprofito todavia no es clara, ya que algunas &specupan una posicién intermedia y cambian
de un habito a otro cuando enfrentan hospederaktagts (Rotem, 1994).

Las especies fitopatdogenas son responsables deamdehas enfermedades comunes en plantas
agrondémicamente importantes en el mundo (Agrio84R0Afectan hojas, tallos, flores y frutos
de plantas anuales, especialmente vegetales y ental@s, pero también son capaces de atacar
partes de arboles como los citricos y manzanosigdg2004), mientras que otras son mas
conocidas como patdégenos de postcosecha (Thomr3).20a base de datos de hongos del
Departamento de Agricultura de Estados Unidos (UpDwhuestra alrededor de 4000
asociaciones entre especiesAdernaria y hospederos vegetales (Farr et al., 2013), mudbas
las cuales estan asociadas con enfermedades dedngi@ comercial (Mamgain et al., 2013).
Algunas de las enfermedades mas comunes causadaA#igroaria incluyen el tizon temprano

de la papa y el tomate, la mancha foliar del frj@abaco y geranio, la roya de zanahoria, clavel,
crisantemo y zinnia, la mancha foliar de las cere$, la mancha purpura de cebollas, la mancha
foliar y de frutos en calabacin y manzana, asi ctanpudricion central de las manzanas y la



pudricion de limones y naranjas (Agrios, 2004).0Soha especieilternaria alternata se ha
reportado como responsable de infectar mas desiiries de plantas (Simmons, 1992, 2007).
La patogenicidad del género se ha asociado a d@tedsticas principales. En primera
instancia, a la produccién de melanina, especiaknen los conidios. Este pigmento oscuro de
alto peso molecular, actia como una armadura peoteg al hongo contra el estrés ambiental en
condiciones desfavorables como temperaturas exsremadiacion UV y contra compuestos
secretados por antagonistas microbianos, lo qupelenite longevidad (Rotem, 1994). La
melanina, ademas de jugar un papel importante éesalrrollo conidial (Kawamura et al., 1999),
posee una funcién en la virulencia del patégerse fia determinado que aislados deficientes de
melanina pierden su capacidad de causar enferneedaldcampo (Frye et al., 1984).

El segundo factor es la produccion de una graredad de metabolitos secundarios, muchos de
ellos téxicos. Se ha reportado el efecto de estaaas sobre aves y mamiferos, incluyendo al
hombre, y son notables los efectos directos solarggs (Andersen et al., 2001). Se estima la
existencia de mas de 70 metabolitos secundariosogyara plantas (fitotoxinas), producidos
por especies dAlternaria, (Ostry, 2008; Barkai-Golan et al., 2008), loslesadesempefian un
papel importante en la patogénesis de plantassEs#iabolitos han sido convencionalmente
agrupados en clases estructurales de la siguieateeran dibenzopirenos, acidos tetramicos,
quinonas, péptidos, y lactonas miscelaneas. Simegapunicamente siete toxinas pertenecientes
a tres clases estructurales diferentes son corsocmi@o posibles contaminantes de alimentos,
con un potencial riesgo toxicologico. Estas somddcatenuazonico (TA), un acido tetramico
derivado, alternariol (AOH), alternariol momoetdet(AME), y altenueno (ALT), que son
derivados de dibenzopirenos, y las alterotoxindk i Ill, derivadas de perilenos (Bottalico y
Logrieco, 1998).

Las toxinas dé\lternaria spp se clasifican en dos grupos: toxinas no espesifieahospedero y
toxinas especificas de hospedero. Las primerasp dmfaldina A, dehidrocurvularina, acido
tenuazonico y tentoxina, afectan una gran varieaespecies vegetales. Aun cuando la mayoria
de estas toxinas han sido identificadas, solo Beamla accidn precisa de unas pocas (Thomma,
2003). Las toxinas del segundo grupo son indisfeesgpara el desarrollo de unas pocas
enfermedades destructivas en un estrecho rangospedieros. Son por lo menos 12 las toxinas
especificas de hospedero que se han identificagsgacies délternaria patbgenas de plantas,
muchas de las cuales parecen ser variantes deatfa dlternata razén por la cual se ha
propuesto que los taxones que posean cada unatake teginas sean considerados como
patotipos de esta especie (Thomma, 2003). El geargado de la produccion de las toxinas
puede ser removido sin afectar el crecimiento daelgb, pero afectando completamente su
patogenicidad (Johnson et al., 2001; Hatta e2@06).

La exposicion a toxinas de las especiesAtternaria, principalmente a las no especificas de
hospedero, se ha asociado con efectos adversolaiad humana y animal, razén por la cual
su estudio ha recibido una creciente atencionptant programas de investigacion, como en
estudios de evaluacion de riesgo (Ostry, 2008)edfudios realizadas vitro, se ha demostrado

la capacidad genotbéxica, mutagénica, carcinogénicitgotdoxica del AOH, AME, ATX o TeA.
Por el contrario, no existen datos relevantes sddrgenotoxicidad y carcinogenicidad en
estudiosin vivo (Pavon, 2012). La incidencia déternaria spp. en infecciones humanas no es
muy elevada, porque alla de algunos de casos &eoluibsis, solo ocurre en casos de personas
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inmunodeficientes. Sin embargdlternaria esuno de los principales géneros fungicos causantes
de alergias (D’Amato, 1997), y dentro de A&l,alternataes la principal especie productora de
alérgenos (Barkai-Golan et al., 2008).

1.2.CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE ALTERNARIA

El géneroAlternaria, desde sus primeras descripciones, ha sido aso@adna serie de
caracteristicas morfologicas, y principalmente ma@risticas de sus estructuras reproductivas
asexuales, conidioforos y los conidios. Sin embafggruentemente al cultivar especimenes
suelen exhibir caracteres representativos de difeseespecies, tales como estructura colonial
efusa, coloracion oscura, gris, olivacea o negragparicion ocasional de anillos concéntricos
mAas oscuros, o el crecimiento parcialmente inmdesgu micelio en el medio son algunas de
ellas (Woudenberg et al., 2013).

Los conidios son grandes, multicelulares, subesfesohasta elipsoides cuando inmaduros, y
mas largos cuando maduros, pero en todos los cag®samplios en la base, haciendo estrechos
hacia el apice, hasta convertirse en una puntz&peiongada o filamentosa en algunos especies
(Simmons, 2007). Presentan septos transversaleagjtudinales (conidios dictiospdricos), lo
que distingue al género de otros hifomicetes démeatis, comdEmbellisia, con los cuales
comparte la produccion de pigmentos oscuros. Lpsesuelen ser gruesos, oscuros y rigidos y
puede formarse una estructura alveolar entre dlis paredes pueden ser lisas o variadamente
ornamentadas (Simmons, 2007; Woudenberg et al,)2013

El origen de los conidios se inicia con una prafmuslel protoplasto a través de poros en la pared
celular del conidiéforo (Thomma, 2003). En el inicdel desarrollo conidial el apice del
conidiéforo se engruesa y se deteriora ligeramétgta accion es favorecida por la aparicion de
una estructura transparente en forma de anilldaEmavidad central de este anillo se forma un
poro por la disolucién de la pared celular. Luegjogitoplasma, cubierto solo con la membrana
plasmatica, es empujado a través del poro gracias pmesion de turgencia que provee una
vacuola que aparece en la célula conidiogena. fraostente se deposita la pared celular en
torno al conidio recién formado y un ndcleo migeatro del conidio (Honda et al., 1987, Honda
et al., 1990). La melanina que esta presente eadoislios es concentrada en la region exterior
de la pared celular primaria, la cual es derivagldadpared original del conidio en desarrollo, y
en los septos, que delimitan las células indivielsiael conidio multicelular. Después de que las
células han sido delimitadas por septos, las pareddulares secundarias son depositadas
(Campbell, 1969).

Los conidios se presentan en cadenas acropétalasoq producidas simpodialmente a partir de
conidioforos simples, algunas veces ramificadogpsco elongados, macronematosos, de color
café y septados (Simmons, 2007; Woudenberg et (dl3)2 Los conidios pueden aparecer
solitarios, o en cadenas (blastocatenadas), qudepualcanzar hasta 25 conidios, lineales o
ramificadas, con conidiéforos secundarios algurex®y conspicuos, dispuestos 0 no sobre ejes
de esporulacién erectos (Simmons, 2007), sin embaegha evidenciado la produccion de
estructuras de esporulacion complejas y pleom&fi€aralova et al., 2011).



1.3. TAXONOMIA DEL GENERO ALTERNARIA

Histéricamente la clasificacion de las especiesgdakroAlternaria, y la de otros géneros muy
relacionados, se ha basado en sus caracteristiod®ldgicas, particularmente las de sus
conidios (Rotem, 1994; Simmons, 2007). La formata®on, tamafo y tipo de pico de los
conidios, han sido criterios basicos para la sej@rade taxones (Joly, 1964; Ellis, 1971; Ellis,
1976; Simmons, 1997).

De la misma manera, las particularidades de lasnzadde conidios se han utilizado para este
fin, Neergard (1945) propuso tres grupos de espeoiéeridos a la longitud de las cadenas de
conidios,Longicatenado(10 o mas conidiosBrevicatenado(aproximadamente 5 conidios), y
Noncatenaddconidios simples). Simmons (1993), por su pgtepuso seis grupos de especies,
tipificados por una especie representativa, quéifeeencian por la longitud de las cadenas de
conidios y el tipo de ramificacion que éstas presen

Actualmente se aceptan dos grupos de especie® diehtgénero (especies de conidios grandes y
de conidios pequefios) (Simmons, 2007). Para taxdeesonidios grandes, la naturaleza del

desarrollo apical de los conidios es el caracierahdestacado, mientras que para los de conidios
pequefios, la relacion de los conidioforos y comsidin el desarrollo del patron de conidiacion es
el caracter fundamental (Simmons, 2007).

Sin embargo, el uso de caracteres morfoldgicos plasficacion de especies ddternaria
resulta inconveniente pues esas especies preggataplasticidad morfoldgica, la cual depende
de las condiciones de aislamiento, substrato, teaty@, luz, humedad, etc (Groves y Skolko
1944; Misaghi et al, 1978; Simmons, 1992; Roten94lAndrew et al, 2009). Ademas, dentro
de un aislamiento existe un considerable rangcadacion de los conidios, en cuanto al tamafio,
la forma, el patron de septacion, el color, y laaonentacién, que depende de la edad del conidio
(Simmons, 1992). Este no es un fendmeno exclusVgéherdAlternaria, ocurre en los grupos
en los cuales la taxonomia esta enteramente bamadearacteres morfologicos vitro,
especialmente los tradicionalmente denominadasridietes coméspergillus, Cladosporium,
Fusarium, Penicilliunmy Trichoderma $eiferty Rossman, 2010).

Muchos estudios establecen la posibilidad de separafacilidad los dos grupos principales de
especies ddlternaria (conidios grandes y conidios pequefios) y, dendtogcupo de conidios
grandes, separar las especies utilizando critarm$ologicos o siguiendo enfoques filogenéticos
(Pryor y Gilbertson, 2000; Chou y Wu, 2002; PryoBigelow, 2003). Sin embargo, lograr esta
separacién de manera clara para las especies g@eetes al grupo de conidios pequefios es
dificil, lo que ha llevado al desarrollo de difete criterios para aclarar las posiciones
taxonOmicas de estos grupos (Sun y Zhang, 2008).

El grupo alternata, co\. alternatacomo especie arquetipica, agrupa muchas espeeies d
importancia agrondmicaA( alternata, A. arborescens, A. tenuissima, As@aj A. Citriy A.
longipeg (Chou y Wu, 2002; Hong et al., 2005). Este grgpocaracteriza por presentar sus
conidios en cadenas, y representa el grupo conmaifjcultad para la identificacion de especies
dentro de la seccion de conidios pequefios, poudoeg probable que gran parte de las especies
designadas como tal, estén incorrectamente ideaddis(Rotem, 1994; Andersen et al., 2001).
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Groves y Skolko (1944), estudiando la variabiliddd formas presentes eAlternaria,
particularmente enA. alternata concluyeron que las variaciones morfolégicas eusa
caracteristica tipica de la especie, por ello njustiHicable asignar especimenes similares. a
alternata a especies diferentes. A pesar de esto, Rotemd)189 su revision de literatura
encontré 70 especies que fueron citadas en unacacidh y no fueron citadas nunca mas,
ademdas menciona la existencia de al menos 11 espauscuras dentro del grugibernata Por

su parte, Andrew et al., (2009) mencionan que aedith plasticidad, en cuanto a sus caracteres
morfolégicos, no es posible la diferenciacion rejpiciible de varias morfoespecies. Estas
situaciones ya habian conducido a que se sugimiggamuchos de los taxones de hospederos
especificos, comé. malio A. gaisen fueran referidos como patotipos Aealternata(Rotem,
1994). Actualmentd. alternatahace parte de la secciditernata que comprende por lo menos
60 especies, cuya diferenciacion esta determinaddapvariacion molecular, mas que por la
morfologica (Woudenberg et al, 2013).

En contraposicion, Simmons (2007), expone la plddan de realizar la identificacion
taxonOmica del género apelando al manejo cuidadesias condiciones de cultivo. Para él, y
otros autores, la principal fuente de error pamseguir una identificacion taxonomica correcta,
fundamentada en aspectos morfolégicos, dentrodiestims grupos dAlternaria, es el manejo
equivocado de variables que afectan el crecimientdro (Roberts y Simmons, 1993; Simmons,
1999; Roberts et al., 2000). Por esta razon lasres exponen como de vital importancia,
estandarizar estas variables y los protocolos déiade de las mismas. Dentro de los factores
gue mayor variabilidad aportan a los caracteresn@xicos deAlternaria se encuentra el
sustrato donde crece el hongo (Rotem, 1994). Adidioente, el manejo de la temperatura y los
regimenes de luz son esenciales, y ha sido fundahmem la descripcién de nuevas especies
(Simmons, 1992).

Cuando Alternaria crece en cultivos ricos en nutrientes, medios stanelarizados, en la
oscuridad, bajo condiciones ambientales no comtaslala formacion de micelio aéreo en exceso
previene el desarrollo de los patrones de espaduldddimensionales caracteristicos (Andersen
et al., 2001). Ademas, el uso de montajes humettesmada evidencia de los patrones de
esporulacién por rompimiento de las cadenas dedmmiEsto ha llevado a que algunos autores
usen solamente la dimension de los conidios eddatificacion de las especjgsorque es el
Unico caracter obvio disponible, agravando aunehésror (Andersen et al., 2001).

Para Zhang (2003), una identificacion morfolégiaaonable de las especiesAleernaria debe
depender de una combinacion de las caracteristeanidios a partir de muestras naturales,
cultivos en medios artificiales y sus patrones sf@eulacion tridimensionales. El problema de la
taxonomia morfologica ha sido analizado para ogrogos del género, Lantigua et. al. (2008),
refiriéndose a las especies que no forman cadplagean la existencia de dos posiciones, una
micoldgica y una fitopatologica. Segun la primeanaa vision extremadamente detallista, son
cruciales la medicion y el establecimiento de lasametros exactos de las condiciones de
crecimiento a la que se someten los aislados, dangéquier variacion implica rasgos
fenotipicos diferentes y por lo tanto determinaeerradas de las especies. Esta vision tiene
como principales exponentes a Simmons y Robertslgboradores. Del otro lado, existe una
posicidbn mas fitopatolégica, como la de Rotem ()989de ve como innecesario complicar la
taxonomia con detalles minimos, que al fin diferidgbido al caracter extremadamente variable

11



entre especies relacionadas. Rotem (1966), no lgeontrar diferencias en el comportamiento
patogénico de aislados de solani f. sp. porriobtenidos de tomate y papa al inocularlos en
varias solanaceas.

Parece estar claro que el solo uso de caracterdslagicos no es adecuado, ni suficiente, para
una identificacion robusta dentro del grugkbernata, a pesar del seguimiento estricto de las
variables que determinan los cambios fenotipicaogl(@w et al., 2009). Tampoco lo es para otros
grupos muy cercanos entre si, como la seccion temeigae (Lantigua et. al. 2008). Esta
situacion en la taxonomia del género, hace neceapélar a otro tipo de evidencias que aporten
claridad sobre las especies que integran estosgrup

Una opcion alternativa al problema de identificacile Alternaria, es la caracterizaciéon de los
metabolitos secundarios producidos por sus espegiessu uso como marcadores
quimiotaxondmicos. Diferentes especies ddternaria producen diferentes metabolitos
secundarios o combinaciones de metabolitos, qudepuser detectados a través de métodos
cromatograficos, mecanismo que se ha utilizado giatanguir entre especies morfolégicamente
similares (Ostry, 2008).

Este dltimo criterio ha resultado util para logdifierenciar aislados dalternaria de conidios
pequefios, y han sido clasificados como productdeesoxinas especificas de hospedero. De
manera general, se han clasificado los productbeet®xinas especificas como patotiposAde
alternatay se les ha asignado un nombre como tales, depatalde las toxinas especificas para
hospedero que son capaces de producir (Nishim@&Q; I0tani y Kohmoto, 1992; Scheffer,
1992; Johnson et al 2001, Hatta 2002; Masunakia, @085).

Esta herramienta también se ha utilizado exitostampara distinguir especies del grupo
alternata de especies del grup®d. infectoria Mientras que la primera produce alternariol y
alternariol monoetileter, la segunda solo produt® toxina de identidad desconocida (Andersen
y Thrane, 1996). Otro ejemplo de la utilidad deb ule metabolitos resultd al combinarla con
analisis fisiolégicos, lo cual permitio separarlad®s deA. alternatg A. longipesy A. gaisen
(Andersen et al., 2001), apoyando de esta manerstablecimiento dé. gaiseny A. longipes
como especies, abandonando asi el uso de esta®miaspatotipos dé. alternatade pera y
tabaco. También permitié separar los grupos decespA. infectoria, A arborescensy A.
tenuissimalos cuales poseen solo unos pocos metabolitaerdn (Andersen et al., 2002). La
variacion en la cantidad de ciertas toxinas, cohatenueno, permiten distinguir entre especies
distantes morfolégicamente como sdancitri, A. porri, A. radicinay A. tomato(Bilgrami et al.,
1994)

Por otra parte, diferentes métodos moleculares $amwvido como complemento en la
diferenciacion de especies del généidternaria. Los resultados obtenidos a través de estos
mecanismos son variables, pero muchos de ellogydranitido aclarar la posicion taxonémica, y
las relaciones evolutivas entre algunas especieddisen et al., 2002). El uso de herramientas
moleculares para hacer taxonomia presenta una envemtaja sobre las caracterizaciones
morfologicas y es que la estructura del ADN permarestable con las etapas fisioldgicas, y su
composicién no depende de las condiciones de ouRur otra parte, el ADN tiene regiones con
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diferentes grados de variabilidad que permiterdéatificacion de la especie o de otros grupos
taxonémicos (Pavén, 2010).

Se han desarrollado analisis genéticos utilizardionprfismo en el tamafio de los fragmentos de
restriccion RFLP en ADN ribosomal (rDNA), enfocades el problema de la existencia de
grupos deAlternaria especificos de hospedero, y en la variabilidadetieam de las especies,
especialmente dA. alternata (Nishimura, 1980; Adachi et al., 1993; Kusaba ydes 1994;
Aradhya et al., 2001). Los resultados de estoglestiapoyan la hipotesis de que las especies de
Alternaria productoras de toxinas especificas de hospededoendser caracterizadas como
patotipos deA. alternata, que corresponden a variantes intraespecificascieipadas en
patogenicidad, dependiendo de las toxinas espagifjoe producen.

Usando perfiles de PCR de DNA polimérfico amplifloaal azar (RAPD) y varios pares de
primers, ha sido posible analizar el ADN gendémico y obtetlistintos patrones de fragmentos,
que se han utilizado para medir el grado de refaeitdre especies (Cooke et al., 1998; Sharma y
Tewari, 1998; Morris et al., 2000; Roberts et aDP0). Con este analisis fue posible separar
aislados dé\lternaria provenientes deyrus bretschneideen cuatro grupos que corresponden a
los establecidos de acuerdo a sus caracteristiogfslagicas (Sun y Zhang, 2008). También se
consiguio separar poblacionesAlesolaniy A. alternata e incluso distinguir entre grupos Ae
solani que atacan tomate de los que atacan papa, sulgirlanposibilidad de especializacion
patogénica (Weir et al., 1998).

Roberts et al. (2000), apoyando la idea de queolzonente es posible diferenciar estas especies
por caracteres morfolégicos, sino también usandodoé moleculares, lograron diferenciar 260
aislados deélternaria, usando RAPD, bajo condiciones estandar de crenimi en grupos que
correspondian a los definidos por sus caractassticorfologicas (Simmons y Roberts 1993).
Para estos autores los trabajos de Nishimura (18@@gba y Tsuge (1995) y otros, carecen de
validez, pues segun ellos, se fundamentan exciuginte en algunos caracteres morfologicos,
como la medicién de los conidios, y en una fraceiuy pequefia del genoma. Simmons (1999)
y Roberts et al. (2000) sefalaron la necesidadsdieia mas regiones del genoma con el fin de
identificar adecuadamente la posicion taxonomickaslespecies délternaria, especialmente en

la que se presenta mayor dificultad, concretanastde conidios pequefos.

Pryor y Gilbertson (2002), usando un enfoque psilif@ en el que incluyeron caracteres
morfoldgicos, bioquimicos y moleculares (RAPD), ler@aon las relaciones entre tres especies
muy relacionadas, patdgenas de umbelifefastadicina, A. carotiincultagy A. petroselin).
Determinaron diferencias enti&. petroseliniy las otras dos especies, pero no entre éstas,
sugiriendo por lo tanto quA. radicinay A. carotiincultaeson conespecificas y deben ser
consideradas como sinénimos.

La secuencia del ADN ribosomal que incluye lasaoegsITS 1 (Internal transcribed spacgr
58S eTS2 ha sido usada con frecuencia en taxonomia gdi@m. Esta region ha sido
identificada como la regioBarcodede hongos (Schoch et al, 2012) ya que ademas denpae

un buenBarcode gagalto grado de variacion interespecifica y bajaacidn intraespecifica), es
de facil amplificacion por su gran niumero de repeties. Para el caso de la taxonomia de
Alternaria se ha convertido en herramienta fundamental Erali@r la posicion taxondmica de

13



los diferentes grupos de especies dentro del ggnka® relaciones con géneros cercanos. Otras
secuencias, como las del alérgeno principéld1), poligalacturonasayfip), subunidad pequefia
mitocondrial (MtSSY, también han sido usadas de manera frecuenta eesblucion de las
relaciones entre especies Aleernaria, muchas veces combinadas d¢®® (Pryor y Gilbertson,
2000; Pryor y Bigelow, 2003; Peever et al, 2004n¢iet al, 2005: Pavon et al, 2010).

Algunos estudios moleculares basados en estasmgsiehan permitido confirmar varios de los
grupos propuestos por Simmons a partir de sus teaistccas morfologicas como linajes
monofiléticos (Pryor y Gilbertson, 2000; Pryor ygBiow, 2003; Hong et al., 2005). Sin embargo
persiste la necesidad de determinar si los difesegtupos que aparecen dentro de estos grupos
de especies representan verdaderas especies gponitien a variedades patogénicas o patotipos
de las mismas (Andrew et al., 2009) lo que cadgaeece mas evidente.

Varios de los estudios que han empleado estasrsBasara establecer relaciones filogenéticas
entre grupos dAlternaria, demuestran que son insuficientes para resolaearoente la relacion
entre grupos de especies y especies cercanamidiomadas, especialmente entre los taxones
de conidios pequeias (Kusaba y Tsuge, 1995; Pr@ibgrtson, 2000; Chou y Wu, 2002; Pryor
y Michailides, 2002; Kang et al., 2002; Pryor y &gw, 2003; Hong et al., 2005). Peever et al.
(2004) empleando secuencias adicionales, concratarfes de la subunidad grande mitocondrial
(mtLSU, beta tubulinaf-tubuling), endopoligalacturonasar{doPG, y dos regiones andnimas
del genoma QPA1-3y OPAZ2-)), para resolver las relaciones filogenéticas easgecies de
Alternaria aisladas de citricos, encontraron que la maydepd ellas poseen una variacion
insuficiente entre los aislados, especialmentedlsonidios pequefos, algunos como mtLSU
permiten separar especies de conidios grandesrdpb gle conidios pequeias, pero no se
pudieron separar especies dentro de este Ultinpogru

Los esfuerzos recientes se concentran en estalfilegemias mas exactas a través del analisis
combinado de un gran namero de secuencias. Poplgiefark et al., (2008) emplearon las
secuencias de la actinAGT), quitin sintasa@HS) factor de elongacién de la traduccidti-¢

la), ITS mtSSU S-tubuling Alt al, gdp ademas de analisis de RAPD y secuencias de gigpeti
simple (ISSR), para establecer las relaciones dilétjcas entre dos especies muy cercanas,
morfologica y patogénicament®, radicinay A. carotiincultae Los autores pudieron determinar,
gue las secuencias ribosomaldsS(y mtSSU)y algunos genes codificantes de proteiddST(y
CHS no permiten establecer variaciones entre lascespesin embarg&F-1a S-tubuling asi
como el analisis RAPD y e ISSR si lo hacen.

El problema de la ambigledad filogenética de mucdeo®s grupos dAlternaria sobrepasa los
limites de este género. Estudios en los que sezanalas relaciones filogenéticas entre
Alternaria y géneros cercanog)locladium, Embellisiay Nimbya entre otros, usando estos
mismos marcadores moleculares han demostrado argadiscrepancia entre las distinciones que
se logran a partir de las caracteristicas morfol®yy los datos moleculares (Chou y Wu, 2002;
de Hoog y Horre, 2002; Pryor y Bigelow, 2003; Prydgilbertson, 2000). Se han propuesto dos
alternativas para enfrentar esta dificultad, lanpria consiste en mantener los géneros existentes,
solo después de una revision de cada uno de #@lagje conllevaria a su reorganizacion; la
segunda, mas radical, es fusionar cuatro généiterrfaria, Embellisia, Nimbya/ Ulocladiun)

en uno soloAlternaria (Pryor y Bigelow, 2003).
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La existencia de varios géneros no monofiléticagiaslos aAlternaria, 1o que convierte a este
grupo en un complejo, y la incapacidad de establetaciones entre los grupos de especies y los
caracteres morfolégicos de éstas, han llevadotablesimiento de un enfoque integrador que
apoya la segunda alternativa de Pryor y Bigelovd82@Lawrence et al, 2013; Woundenberg et
al, 2013). Sin embargo, estudios moleculares y atagfcas de varios grupos, han permitido el
establecimiento de nuevos géneros y un reordengorienas relaciones filogenéticas dentro del
complejo (Inderbitzin et al, 2006; Pryor et al, 020 Runa et al, 2009; Wang et al, 2011,
Lawrence et al. 2012; Lawrence et al, 2013; Wouhdemet al, 2013)

La ultima revision del género se realizé usandenioque filogenético molecular, a través del
analisis de diez genes codificantes de proteindd Bespecies délternariay nueve de géneros
relacionados. A partir de este estudio se ha estiall aAlternaria como un complejo que
integra varios géneros. El estudio permitié agripsrislados en ocho grupos de especies (junto
con Ulocladium), los cuales se proponen como secciones. Miegtrados linajes délternaria

con teleomorfos conocidos (grupdectoria) fueron agrupados en un clado diferente al quseno

le dio estatus de seccion (Lawrence et. al., 2013).

Los resultados obtenidos en los analisis filogenétimas recientes sumados al ordenamiento
propuesto por Lawrence et. al., (2013) y a la coagén de seis regiones génica8S nrDNA

28S nrDNAITS, gliceraldehido 3-fosfato deshidrogena&APDH), segunda subunidad mayor
de la ARN polimerasaRPB2 y TEF1a de 167 aislados d&lternaria 'y géneros cercanos, han
permitido que Woudenberg et. al., (2013), redefishmgéneroAlternaria. En este trabajo se
expone la existencia de un gran clado denomiddtdsnaria, que a su vez esta dividido en 24
clados internos que son tratados como seccioneg@ero, 16 mas de las propuestas por
Lawrence et. al., (2013). Igualmente, se propore sinonimia deAlternaria con los géneros
Allewia, Brachycladium, Chalastospora, Chmelia, Wtiia, Embellisia, Lewia, Nimbya,
Sinomyces, Teretispora, Ulocladium, Undifilum y trdrmyces

Esta claro entonces que es posible realizar ureaagpn entre los grandes grupos del complejo
Alternaria a través de métodos moleculares, lo que ha pdomiticluso el reordenamiento de
varios géneros. Sin embargo, no es suficiente gaeaar las relaciones taxondmicas que existen
dentro de cada uno de las secciones que hacendshrtemplejo, como las que se establecen
entre las especies de conidios pequefias que focadenas. Se hace evidente entonces, la
necesidad de apelar a técnicas mas efectivas pataritificacion de especies dentro del género
Alternariay de géneros tan problematicos como este, en lsagidentificacion correcta escapa
incluso de la mano de los expertos, quienes autlegan a un acuerdo sobre la posicion
taxonomica de muchos de los grupos de especies.

1.4.DNA BARCODING

El DNA Barcoding es una herramienta actualmentpatible para los taxbnomos, que tiene
como objetivo, proveer un método eficiente paradkntificacion de organismos a nivel de
especie. Se basa en la premisa de que una secuoertai@standarizada de ADN (DNA Barcode)
puede distinguir individuos de una especie, polgaevariaciones genéticas entre especies son
mayores que dentro de las especies (el llanizatocode gap (Hajibabaei et al., 2007). Este
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método fue propuesto inicialmente por P. D. N. Hietle la Universidad de Guelph en Ontario
Canada (Hebert et al, 2003). En la practica, laieeta de ADN puede ser generada de una
pequefia muestra de tejido de un organismo no fab@akd, esta secuencia es comparada con una
libreria de secuencias de referencia proveniemespecies conocidas. Una coincidencia entre la
secuencia del organismo desconocido y la secueleci@ferencia puede proveer una rapida y
reproducible identificacion (Kress et al., 2007).

La seleccion de un locus para Barcode es complipadéa compensacion que se establece entre
la necesidad de una aplicacion universal y unartesama de divergencia de la secuencia entre
especies. Segun lo expresa Kress et al. (2008plieacion universal de la técnica incluye la
amplificacion por PCR y secuenciacionlamers,asi como la presencia ubicua del locus en el
grupo de organismos. Jian Min y Hckey (2007) amatim un conjunto de secuencias
mitocondriales y monitorearon el efecto de redleciongitud de las secuencias en la utilidad de
los datos para la identificacion de especies y laareconstruccion filogenética, concluyendo que
las secuencias estandar cortas (600 pares de lEsssh convenientes para inferir relaciones
filogenéticas exactas, pero son suficientes pal&es identificacion de especies entre hongos.

Para varios organismos, principalmente para mughgsos animales se ha establecido que una
region de entre 600 y 800 pares de bases del genandrial de la citocromo ¢ oxidasaddx1)
provee las caracteristicas de universalidad y béidad. Hebert et al. (2003) establecieron dos
ventajas para el uso d&x1 Primero, logprimersuniversales para este gen son muy robustos,
permitiendo recuperar el extremo 5’ de los méasesgntativos, si no de todos los filos animales,
y segundo, qu€oxl1parece poseer un rango de sefal filogenética ngurcualquier otro gen
mitocondrial.

Los limites taxonomicos del Barcoding @ex1en animales aun no son enteramente conocidos,
pero se ha probado como herramienta exitosa pscardinar entre especies en muchos grupos
analizados. Para 260 especies de aves de Nortearsérpresentd especificidad cercana al 97%
(Hebert et al 2004a), 95% para 121 especies de mamiferos @, 2007), peces con 99,5%
de discriminacion entre casi 500 especies (Waal. &2005; Ward y Holmes, 2007), artropodos
(Hebert et al 2004b; Hajibabaei, 2006; Smith et al., 2005) yuscos (Chen et al. 2010; Dai et
al. 2012), entre otros. Ademas el DNA Barcodinghdsaeste marcador, esta siendo establecido
para otros grupos de organismos que incluyen pastis macroalgas (Saunders, 2005; Robba et
al. 2006).

El uso del marcadaCox1no es util en todos los casos, tal como lo hanodérado Witwoth et
al., (2007) para el reconocimiento de moscas deeméProtocalliphora Kress y Erickson,
(2007) para plantas, quienes ademas soportanriaaaion de Cho et al., (1998) respecto a la
baja tasa mutacional déox1y otros genes mitocondriales y a su rapido canalstouctural
dentro del genoma de este grupo de organismosetLal. (2009) demuestran o mismo para
dinoflagelados, y proponen como alternativa el deta citocromo bdob); Vences (2005) para
el caso de los anfibios en el que determina lafizisncia de este gen para resolver solo las
especies y por lo tanto expone la posibilidad de& us conjunto de genes con este fin. Afirma
que los principales problemas @®x1 para este grupo de organismos son el gran nuneero d
sitios de union de loprimers y el sobrelapamiento de los valores de divergentia e
interespecificos.
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Para el caso de los hongos se han obtenido ressilfaastante ambiguos con respecto a la
utilidad deCox1como marcador tipo Barcode. Este gen puede setivafeen el reconocimiento
de especies déenicillium (Seifert et al. 2007), de la misma manera que dopara la
identificacibn molecular de especies ldshumicola(Nguyen y Seifert, 2008). Sin embargo al
probar el mismo marcador éusariumse ha revelado un namero significativo de multigsp
del gen, ademas de la presencia de intrones, |lalegeemina un gran problema en el disefio de
primers (Gilmore et al., 2009). Paralelamente se ha ecideid que no existe la variacién de
secuencia suficiente como para discriminar enppeass del género (Galvez, 2009).

Santamaria et al. (2009) evaluaron 11 genes cadifs de proteinas y dos ribosomales
pertenecientes a hongos ascomicetes: subunidadh6Add> sintasaATP6) Coxl, Coxll, Coxlll,
citocromo b CytB), subunidades de la deshidrogendsB1l, ND2, ND3, ND4, ND5, ND6),
SSUy LSUrDNA, intentando determinar su tamafo y la presede intrones para su uso como
marcadores tipo Barcode. Concluyeron que dentrestis secuencias, con excepciomos, la
cual proponen como buen candidato a Barcode, esdinée la presencia de intrones lo que
dificulta su uso.

Alternativamente se han examinado algunas secwem®h RNA ribosomal nuclear como
posibles candidatos a DNA Barcode, ya que com@sxpuesto anteriormente, estas secuencias
han sido usadas ampliamente en sistematica y reic@socomo herramientas Utiles para resolver
las relaciones filogenéticas de muchos génerooagds.

Robert et al., (2011) describieron dos métodos pasaar datos gendémicos de los segmentos de
DNA mas eficientes para identificacion y clasifigac de hongos, el método del locus ideal
(ILM) y el método del mejor par dggimers(BPPM). Los autores encontraron vanmsnerscon
capacidad de proveer buena sefial filogenéticaggnad encontraron que Unicamente siete pares
de primerscubrian 72 especies de las 74 estudiadas, slé&da region mas prometedora como
Barcode.

Schoch et al. (2012) evaluaron la utilidad de difées secuencias entre ellas la subunidad
pequeiia $SU, la subunidad grandé.$U) e ITS llegando a la conclusion de que esta ultima
deberia ser propuesta como marcador universal lpamgos. Sin embargo estos resultados
contrastan con los de Santamaria (2009) quienrdet@rcomo inadecuado el uso 88Uy LSU,

y con los de Seifert et al. (2007) en los 488y 28S ITSho pudieron diferenciar tantas especies
comoCox1

Varias secuencias codificantes de proteinas hantambién blanco de estudio en la busqueda de
alternativas para&ox1 como marcador Barcode en hongos, obteniendo agggltvariables.
Seifert et al., (2007) encontraron la secuenciadgetubulina BenA menos efectiva qud Sy
Cox1 en esta funcién, mientras Robert et al., (201&ptificaronEF-1a como una region de
interés solo superada padrs.

De acuerdo a las dificultadas relacionadas coddatificacion de algunos grupos de hongos a
través de mecanismos taxonémicos estandar, y ada plaridad que aportan los métodos
moleculares actuales, aun son necesarios analésspmofundos de regiones alternativas del
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genoma que permitan la identificacion de un Bardddal para los hongos (Robert et al. 2011;
Lewis et al. 2011). Un candidato que debido a saraateristicas, y resultados de estudios
previos, genera grandes expectativas, es el genakédasa alternativahOX).

1.5.0XIDASA ALTERNATIVA ( AOX)

La cadena respiratoria de las mitocondrias de gete de los organismos es similar a la
encontrada en sistemas mamiferos en la que sergramueuatro complejos: complejo | (la
NADH deshidrogenasa), el complejo 1l (succinatohir®genasa), el complejo 11l (complejo
bc), y el complejo IV (citocromo c oxidasa). Bajo rtées condiciones muchos organismos
contienen un segundo sistema mitocondrial de tatesple electrones en adicion a la ruta
normal mediada por citocromo. Esta oxidasa termheaho-independiente, denominada oxidasa
alternativa AOX), transporta electrones directamente de la ubdmainal oxigeno y evita los
complejos lll y IV, dos sitios de formacién de geattes de protones.

Histéricamente se ha considerado que bajo cualquoedicion que inhiba o disminuya la
actividad de la cadena de transporte de electrem@sduce esta via alternativa, y se ha indicado
como un mecanismo particular frente a intoxicacsooen cianuro (Dumestre, 1997; Umbach y
Siedow, 2000).

Se ha propuesto también gd®X juega un papel importante como mecanismo de defens
oxidativo (Vanlerberghe y Mcintosch, 1997; Wagndigore, 1997). En las situaciones de estrés
para las plantas se producen grandes aumentosendantracion de NADH, lo que hace que la
ubiquinona esté continuamente reducida. Cuando pesta, la ubiquinona tiende a ceder los
electrones a moléculas de, @enerando especies reactivas de oxigeno (ROS)edfms
situaciones la existencia del desvio de electrppesnedio de la oxidasa alternativa supone una
solucién eficaz para evitar la formacion de ROS,qua la oxidasa alternativa le quita los
electrones a la ubiquinona y reduce elpara formar agua. En los hongos, de manera sjmilar
como ocurre ermeurospora crassgy Hansenula anomalda oxidasa alternativa puede servir
para proporcionar un grado de flexibilidad metat®lp proteger a las células de las ROS
(Berthold. et al. 2000).

Recientemente se ha planteado la existencia déngnlg evolutivo entre las diferentes oxidasas
alternativas; se propone que la oxidasa alternanaestral funcionaba como una reductasa de
oxigeno operativa en las etapas de transicion émtaémosfera andxica y éxica (Gomes et al.
2001), lo que constituiria a su gen como una heemtan valiosa para la reconstruccion
filogenética de algunos organismos.

Se conoce la existencia d&OX en los diferentes grupos de organismos; plantasrisups
(Vanlerberghe y Mcintosh 1997), protozoos (Chaudéural, 2006), levaduras (Veigat

al. 2003), bacterias (Stenmark y Nordlund, 2003; MedidyVVanlerberghe, 2005), e incluso en
algunos grupos animales (Mcdonald and Vanlerbe2®@4). En el caso concreto de los hongos
existen multiples reportes de la enzima (Sakajal.e1991; Li et al., 1996; Yukioka et al., 1998;
Kirimura y Usami, 1999; Huh y Kang, 1999; Josephtéet al.,2000).
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Jiménez et al. (2007) encontraron 228 secuenciasicleotidos de hongos del gen de la oxidasa
alternativa en una busqueda en las bases de dalto€emhtro Nacional para la Informacion
Biotecnoldgica(NCBI). En una busqueda reciente (30 de novierdbr2013), se han encontrado
364 secuencias, lo que denota un crecimiento pogralel conocimiento del gen dentro del
reino Fungi. Esta amplia distribucion del g&@®X puede estar relacionada con la flexibilidad
metabdlica que ofrece, lo que permite que el osyanique posee esta via alterna responda a una
amplia gama de condiciones de desarrollo y amben{Berthold. et al. 2000).

La marcada ubicuidad del gen, asociada al mantentmide una similaridad de secuencia
considerable entre diferentes grupos de organidauilitaria el disefio d@rimersuniversales
(Jiménez et al. 2007), llenando asi uno de losisgqs indispensables para constituirse como
marcador tipo Barcode. También se ha determinadaitdencia de multiples copias de este gen
en varios hongos, conldeurospora crassaChaetomiun globosunCandida maltosaCandida
albicanse Yarrowia lopolytica(Juszczuk y Rychter, 2003), lo que agilizaria swpléicacion.
Adicionalmente se ha determinado que no existeeggiomaologos de él (Hattori et al., 2009),
asegurando la especificidad del producto amplibic&dnalmente el andlisis de secuen@&&»X

in silico ha permitido establecer que existe la suficiemterdencia entre las secuencia como
para distinguir entre taxones (Jiménez et al. 2007)

La comprobacién de estos supuestos ha sido pgmldeespecies del géndrasarium Galvez
(2009) determind que una secuencia de 800 parésashks del geAOX es un buen candidato
como marcador DNA Barcode para este género, pamende Cox1l Sus resultados fueron
consolidados posteriormente por Vera (2012).

Queda de esta manera abierta la posibilidad dezanadh utilidad deAOX como marcador
taxondmico en otros grupos de hongos, cdétternaria, el que como ya se ha mostrado en esta
revision, representa uno de los grandes retos ¢emimos de la micologia moderna. A pesar del
reordenamiento taxonomico al que se ha visto sdmet la integracion de géneros, y a la
aparicion de algunos nuevos, aun persisten loslicimsf sobre algunas especies del grupo
Alternaria. Problemas como la verdadera denominacion de edgtaxones, como patotipos o
como especies, particularmente dentro de los grupas complejos como los de conidios
pequefios longicatenas.

1.6.CONCLUSIONES

La taxonomia del génerdlternaria, uno de los mas importantes fitopatdgenos, ha sido
enfrentada fundamentalmente desde una perspectivdoldgica. Recientemente se han
empleado enfoques alternativos que se sustentearacteristicas bioquimicas y moleculares de
sus especies. Pero es a través de la conjugaciéstae tres alternativas que se han obtenido
resultados mas significativos, especialmente emni@x que revisten dificultad. Los datos
bioquimicos y moleculares respaldan la separacidre dos grupos de conidios pequefios y
grandes, obtenidos por medios morfologicos, deitama manera que lo hacen para los taxones
dentro del grupo de conidios grandes. Un enfoquiédpimo de este tipo, fundamentado en una
perspectiva filogenética, ha permitido un reordeeato de Alternaria, que incluye varios
géneros asociados. Sin embargo, aun existen dobes las verdaderas relaciones taxonémicas
gue se establecen entre especies de conidios pegwsipecialmente las que forman cadenas. Se
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hace evidente la necesidad de herramientas adiesyrientro de cualquiera de las perspectivas,
gue contribuyan en la resolucién de estos problemlgsinas, de naturaleza morfoldgica, han
sido propuestas recientemente (Taralova 2011)s,atmaleculares, son propuestas aqui; como la
busqueda de marcadores taxondémicos que superelifitagtades que se han encontrado para
ITS, considerado el marcador estandar de hongosoaso la busqueda de herramientas mas
eficientes en la identificacion de especies. EIfEXX presenta las caracteristicas suficientes para
ser considerado como un buen marcador tipo Bangadelternaria.
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2. ESPECIES DEALTERNARIA DE LA SABANA DE BOGOTA

2.1.RESUMEN
El génercAlternaria contiene algunos de los patégenos de plantasmpastiantes en el mundo.
En Colombia existen reportes para cultivos de ingmmia como solanaceas y citricos. Sin
embargo, frecuentemente los diagndsticos no inoldgedeterminacién de las especies. Este
estudio se realiz6 con el fin con el fin de incratae el conocimiento de la diversidad del género
en Colombia. Muestras vegetales con lesiones mapeh patbgeno, de diferentes sitios de la
sabana de Bogot4, fueron colectadas y después dsteglizadas, las muestras fueron cultivadas
en PDA. La determinacion taxonomica de los aislatoi se realiz6 de acuerdo a Simmons
(2007). Se obtuvieron 50 aislados, de los cualedesgificaron 14 especies ddternaria, en 16
hospederos, principalmente solanidceas y ornamentdledas las especies identificadas
pertenecen a la seccion de esporas pequefas, gieatternatala mas frecuente. A pesar de la
alta proporcién de solanaceas dentro de los hospede se pudo determinar la presencidde
solani (especie arquetipica dentro de la familia). Séza®ana caracterizacion morfométrica de
los conidios, ademas de una descripcion de lasiiesly el patrén de esporulacion, a través de
los cuales se sustenta una clave taxondmica aspeies délternaria en la sabana de Bogota,
gue se acompafa de descripciones originales e maagke referencia.

2.2.INTRODUCCION

Alternaria, Nees, es un género de hongos, pertenecientecalABdomycota. Sus especies se
distribuyen globalmente, por lo que se considerda@mgo cosmopolita. Se caracteriza ademas
por presentar un gran nimero de roles ecoldgiambaSliscutido su papel como endéfito (Aly et
al., 2008; Lahlali y Hijri, 2010; Kaur et al., 201 3%aprofito o parasito de plantas vivas (Pitt y
Hocking, 1997). La base de datos de hongos del riizpanto de Agricultura de los Estados
Unidos (USDA) presenta 4000 asociacione®itlernaria con diferentes hospederos (Farr et al,
2013), convirtiendose en uno de los géneros dedsongn mas amplio rango de hospederos
como patégeno de plantas (Andrew et al, 2009). &aat (1989), posicionan Aternaria en el
décimo lugar en términos del nimero total de hospesdde plantas. Solo una espedie,
alternataes responsable de infectar mas de 100 especietale=y(Simmons, 1992; Simmons,
2007).

Las especies dalternaria se caracterizan por producir una variedad de cestps toxicos, que
ademas de determinar la patogenicidad en plan&tsy(Q008; Barkai-Golan et al, 2008), se han
asociado con efectos adversos para la salud hugnanamal, razon por la cual su estudio ha
recibido una creciente atencion, tanto en progradesnvestigacion, como en estudios de
evaluacion de riesgo (Ostry, 2008).

La determinacion del nUmero de especies que coystitel género esta aun en discusion. Las
estimaciones mas conservadoras proponen 44 esgBat=sn, 1994). Sin embargo, revisiones
MAas recientes exponen un numero mucho mayor. Sis@007) acepta y describe 276 especies
en su manual de identificacion, mientras que Kirkal. (2008), en su diccionario de hongos,
reportan 299 especies. Finalmente, la base de datosmenclatura de hongos del Departamento
de Agricultura de Estados Unidos (USDA), arrojatatal de 418 registros dentro del género
(Cline et al, 2014).
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La clasificacion de las especies Akernaria se sustenta en las caracteristicas morfolégicas,
particularmente las que se relacionan con sus @il tamafio, la forma, y la existencia y
estructura de sus picos han sido caracteres fundalee para separar especies (Joly 1964; Ellis
1971; Ellis 1976; Simmons 1997). Igualmente, et@aide esporulacién, o la estructura de las
cadenas de conidios han sido empleados como urantienta clave en la taxonomia del género.
Neergard (1945) propone tres grupos de especigsjdes a la longitud de las cadenas de
conidios, Longicatenado (diez o mas conidios)Brevicatenado (aproximadamente cinco
conidios), y Noncatenado(conidios simples), mientras que Simmons (1998gsenta seis
grupos de especies, diferenciados por la longitedlad cadenas de conidios y el tipo de
ramificacion que éstas presentan.

Actualmente se distinguen dos grupos de especiesoddel género, que se separan por el
tamano de sus conidios. Para la seccion de esp@ades, la naturaleza del desarrollo apical de
los conidios determina la diversidad de especigsntnas que para la seccidon de esporas
pequeiias, es la relacion de los conidioforos ydiosien el desarrollo del patron de esporulacion
es la que sustenta la existencia de varios taX@iesnons 2007).

La correcta identificacion de algunas especiesdAliernaria ofrece considerables dificultades
debido a la alta variabilidad de los caracteresfolmyicos de sus estructuras reproductivas (Xia
y Zhang, 2008). Se estima que diversos factorastrtiein efecto importante en la variabilidad de
dichas caracteristicas. Rotem (1994), mencionasttato donde el crece hongo, como el factor
gue mayor variabilidad aporta. Simmons (1992), iad& la temperatura y los regimenes de luz
dentro de estos factores, y menciona que el maesiocto de estos parametros ha sido
fundamental en la descripcion de nuevas especiemddAlternaria crece en cultivos ricos en
nutrientes, medios no estandarizados en la oscuriggo condiciones ambientales no
controladas, la formacion de micelio aéreo en exgasviene el desarrollo de los patrones de
esporulacién tridimensionales caracteristicos (Asele et al, 2001). Un factor adicional que
conduce a errores en la identificacion de espea@ssel uso de montajes humedos en la
descripcion de los patrones de esporulacién, poégtes alteran la estructura de las cadenas,
dejando como unico caracter disponible, la dimend® los conidios, o que agrava aun mas el
error (Andersen et al, 2001).

A través de caracteristicas morfoldgicas es poslisnguir entre los dos grupos principales de
Alternaria, de la misma manera que es posible hacerlo paesfgecies que integran el grupo de
esporas grandes (Pryor y Gilbertson, 2000; Chouw #002; Pryor y Bigelow, 2003). Sin
embargo la distincién dentro del grupo de esponasas, especialmente las que forman cadenas,
también denominada seccialternatg representa un reto taxonémico no resuelto (Szhang,
2008).

Un ejemplo concreto de estas dificultades es eteden la posicion de los investigadores con
respecto a las especies que integran el galtponata Rotem (1994), ha reportado la existencia
de por lo menos 11 especies oscuras dentro debgyuexpone que muchos de los taxones de
hospederos especificos, corAo mali o A. gaisen deben ser referidos como patotiposAle
alternata Mientras que Andrew et al. (2009), argumentan gebido a la plasticidad
morfoldgica que presenta el grupo, es imposibleréifciar morfoespecies dentro del grupo.
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Sin embargo, Simmons (2007), expone la posibildiadealizar la identificacién taxonomica del
género, incluyendo el grupalternata apelando al manejo cuidadoso de las condicioees d
cultivo. Para él, y otros autores, la principadrite de error para conseguir una identificacion
taxonOmica correcta, fundamentada en aspectos Ibgifos, dentro de todos los grupos de
Alternaria, es el manejo equivocado de variables que afettarecimientan vitro (Simmons y
Roberts, 1993; Simmons, 1999; Roberts et al, 200@) esta razén los autores exponen como de
vital importancia, estandarizar estas variablassyprotocolos de medicion de las mismas.

Actualmente la seccidmlternata se trata como un complejo que incluye alrededor6@
especies, cuya diferenciacion taxondmica estamdetada mas por diferencias moleculares que
morfologicas (Woudenberg et al, 2013).

Una precisa y correcta identificacion de las egsedentro del género es necesaria, no solo
debido al deseo de clasificarlas y controlarlasg sambién porque el nombre de las especies
representa un conjunto de caracteres, por ejempméerencias de crecimiento, patogenicidad o
produccion de micotoxinas, que nos permiten presgeccomportamiento (Andersen et al, 2001).
Una identificacion morfolégica razonable de laseesgs deAlternaria debe depender de una
combinacion de las caracteristicas de conidiosrtir pi@ muestras naturales, cultivos en medios
artificiales y sus patrones de esporulacion tridisi@nales (Zhang, 2003).

El estudio deAlternaria en Colombia se ha restringido principalmente gddaoto que el género
tiene como patdgeno, sobre cultivos especificos intrés comercial, como algunas solanaceas
(Zapata et al, 2002; Zubieta et al, 1974; Barettal, 2002), y citricos (Castro et al, 2000). La
base de datos de USDA reporta para Colomliiernaria brassicaeen Brassica oleraceaar.
capitata A. colombianaen naranja tangeloC{trus xparadisi-reticulaty, A. obclavoideaen
Passiflora sp.A. porri en cebolla Allium cepay A. porrunj, A. solanien pimentonapsicum
annuun), tomate $Holanum lycopersicony papa §. tuberosumy S. tuberosum subsp.
andigenun y A. tenuissiman andropogonAndropogon gayanisMas alla de estos estudios,
no existe una revision concreta de las especiddtdmaria en alguna regién de pais, ni sobre la
taxonomia del género.

Este estudio se plantea con el objetivo de apaitapnocimiento de la diversidad de especies
dentro del génerélternaria en la sabana de Bogota, apelando a un enfoqueldgido, ademas
de intentar determinar qué variables morfolégicaa fundamentales para diferenciar sus
especies.

2.3.MATERIALES Y METODOS
Coleccion de aislados

En Colombia existen pocos aislados Aleernaria mantenidos en colecciones, por lo cual se
realizd una colecta en algunos municipios de laasalbde Bogota. Un total de 50 aislados
pertenecientes al género y algunos a géneros opbins se obtuvieron de plantas que
presentaban sintomas caracteristicos (Agrios, 20€%)diferentes zonas de esta region. La
identidad, el grupo al que corresponden de acuatdpatron de esporulacién, el origen
geografico y el hospedero se registraron en latall.
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Para el aislamiento, pequefias piezas de tejido (jaorante hoja) fueron removidas se
removieron del borde de las lesiones y se eg@mdn con etanol al 70% por 30 segundos,
seguido por hipoclorito al 1 % por 5 minutos, despde lo cual se lavaron tres veces con agua
destilada estéril. Las muestras se dispusieraaj@s de Petri con Agar Papa-Dextrosa (PDA) e
incubadas a 25 °C por 5 dias. Para obtener culthnaysporicos, se inocularon esporas en cajas
de Petri con Agar Agua (AA), en lineas paralelas leoayuda de un asa, se incubaron a 25 °C
por una noche y se recuperé una espora por aidtatk espora se inoculo y crecié en papel filtro
estéril sobre PDA. Todos los aislados fueron almages de esta manera, ademas se mantienen
como preparaciones liofilizadas en la coleccidrcalévos del laboratorio de fitopatologia de la
Universidad Militar Nueva Granada en Cajica, Cuadiarca, Colombia.

Caracterizaciéon morfologica

Pequefias secciones de papel filtro con el indoailloadla uno de los aislados, se dispusieron en
cajas de Petri de 90 mm de diametro, con Agar apahoria (PCA) y Agar V8 (Simmons
2007). Con el fin de inducir la formacion de losrpaes de esporulacion caracteristicos, las cajas
se incubaron en un ciclo alternante luz/oscuridadl2/12 horas, a 25 °C, por 7 dias (Simmons,
2007).

Caracteristicas de la colonia

El didmetro de las colonias se midi6 después di#a3 de inoculado el medio. Ademas se
tuvieron en cuenta otras caracteristicas frecuedeedas colonias del género durante su
descripcion, como la aparicion de anillos concéasriy el crecimiento parcialmente sumergido
del micelio en el medio.

Formacién de cadenas de conidios

Se evalud la estructura tridimensional de la cadknaonidios a través de su observacion con
estereoscopio con una magnificacion de 50X, y rs@mpio de luz con magnificacion 40X, 100X
y 400X. El patron de esporulacién tipico de cada de los aislados se fotografi6 con camara
digital, y se asigné a cada uno de los grupos desgor Simmons (2007) (Tabla 2.1).

Caracteristicas de los conidios

Los conidios de cada uno de los aislados se mantanolaminas portaobjetos usando cinta
adhesiva. Se seleccionaron 500 conidios madurosada uno de los aislados y se midié su
longitud, ancho, relacion largo-ancho y el nUmeeosdptos transversales y longitudinales. Se
calculd el promediol() y la desviacién (s) y el rango (R) de los valosetenidos (Tabla 2.2).
Ademas, se tuvieron en cuenta otras caracteristivagologicas de los conidios para su
descripcion, como la forma del pico y la ornamedtace sus paredes. Las caracteristicas de los
conidios se registraron fotograficamente a 400@X0§0X de magnificacion.
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Descripcion y claves taxonomicas

Las caracteristicas de las colonias, del patroesgerulacion y de los conidios, de cada una de
las especies encontradas en el estudio, se comderesa descripciones cortas, acompafadas de
fotografias de las caracteristicas microscopicas.ldbmisma manera, se presenta una clave
taxonOmica para la identificacion de especies geras pequefias en la Sabana de Bogota.

2.4.RESULTADOS Y DISCUSION

Una coleccion de 43 aislados @éernaria y siete de géneros asociados, fue obtenida de 13
zonas de la sabana de Bogota. Con base en sutedataxas morfologicas y en las descripciones

realizadas por Simmons 2007, se pudo establecetoguaslados corresponden a 14 especies,
pertenecientes en todos los casos a la seccionspl@as pequefias. Las especies pueden
distribuirse en seis grupos (designados con una diet acuerdo a las claves de Simmons (2007).
El grupo G fue el mas abundante e incluye 22 aisladsiete especies, seguido por el grupo J

con catorce aislados y dos especies, y el gruporKdos aislados y dos especies. Todos los
demas grupos estan representados por una Unicaeespe

Tabla 2.1. Origen de los aislados usados en dliestu

Id. Aislado Especie Host Lugar Grupo
25 A. alstroemeriae Alstroemeria sp. Funza G
26 A. alstroemeriae Gerbera sp. Funza G
27 A. alstroemeriae Dahlia sp. Funza G
9 A. alstroemeriae Alstroemeria sp. Bogota (Suba) G
18 A. alstroemeriae Alstroemeria sp. Bojaca G
10 A. alternata Mangifera indica Chia J
24 A. alternata Alstroemeria sp. Cajica J
31,32,33,34 A. alternata S. lycopersicum Bogota (Suba) J
37 A. alternata S. lycopersicum Mosquera J
16 A. astragali Prumnopitys sp. Bogota (JBICM**) G
28,29 A. brassicicola Brassica olearacea Madrid J
41,43, 44 A. brassicicola Brassica sp. Cajica J
47, 48 A. brassicicola Raphanus sativus Cota J
39, 40 A. broccoli-italicae B. olearacea Funza G
42 A. broccoli-italicae Brassica sp. Cajica G
15 A. colombiana Physalis peruviana Facatativa G
11 A. daucicaulis Chenopodium quinoa Zipaquira K
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14
23

30
13
35

8a, 8b, 8c, 8d, 8e,
8f, 89

12
36
7
38
19, 20, 21, 22
1
17

5

A. gaisen
A. gaisen
A. gaisen

A. geophila

A. geophila
A. godetiae

A. pellucida

A. pellucida
A. radicina
A. tenuissima
A. tenuissima
A.infectoria
Curvularia sp.

Embellisia sp.

Ulocladium sp.

Ulocladium
oudemansii

P. peruviana

Zantedeschia aethiopica

Orchidaceae

Coriandrum sativum

P. peruviana
P. peruviana

S. lycopersicum

Z. aethiopica
C. quinoa
S. lycopersicum
Orchidaceae
C. sativum
S. lycopersicum

S. lycopersicum

Rosmarinus officinalis

Cucurbitaceae

Cajica
Cajica
Chia
Mosquera

Bogota
(Guaymaral)

Cajica

Bogota (Suba)

Facatativa
Zipaquira
Bogota (Suba)

Chia
Mosquera
Cajica
El Rosal

Cota

Chia

* Agrupacion por patron de esporulacion de acuar@&mmons (2007).
** Jardin Botanico José Celestino Mutis

Tabla 2.2. Variacion morfolégica de los conidiodakeaislados obtenidos en el estudio

Promedio

Rango

‘Id. Promedio longitud longitud Desvigcic’m Promedio Rango Desviacién Relacién Especie
Aislado Area (um) (um) (um) longitud ancho (um) ancho (um) ancho Ihw
25 202,5 22,8 14-63,1 6,27 114 6,6-17,4 21 2,0 A. alstroemeriae
9 226,9 26,8 12,4-67,3 7,23 11,3 7,3-15,5 1,6 2,4 A. alstroemeriae
26 229,6 29,6 13,2-78,0 7,48 10,5 7,0-14,9 16 2,8 A. alstroemeriae
27 232,6 24,8 9,6-65,8 8,60 12,0 7,7-29,0 21 21 A. alstroemeriae
18 219,7 24,4 13,1-37,8 5,66 115 8,2-15,3 1,5 2,1 A. alstroemeriae
32 209,8 23,9 11,9-49,5 5,42 11,5 7,3-19,4 25 21 A. alternata
10 206,3 22,6 11,7-49,0 5,27 11,6 6,8-20,5 2,0 2,0 A. alternata
24 205,6 24,4 16,5-47,1 6,74 10,5 7,3-20,0 2,5 2,3 A. alternata
31 277,1 254 11,8-52,6 6,64 13,9 7,1-234 2,9 18 A. alternata
33 212,9 26,2 16,6-43,9 6,51 114 7,5-14,7 2,0 2,3 A. alternata
34 263,7 26,2 14,4-43,5 7,49 12,5 8,6-18,8 2,0 2,1 A. alternata

34



37
16
48
28
29
a1
43
44
a7

39

40

42
15
11
23

14
30
13
38
35
8b
8c
8d
8f
8¢
ga
8e
12
36

219
20
21
22

206,6
1718
195,3
247,1
210,6
239,7
341,0
187,0

170,2

186,4

215,2

269,0
150,5
207,3
263,1
253,5
206,5
260,5
209,4
160,6
2549
209,7
168,9
2259
201,7
227,6
190,1
195,3
222,7
157,5
240,1
123,4
130,8
128,5

125,6

21,3
21,8
25,8
27,4
25,7
27,9
29,2
25,4

24,1

24,3

23,8

26,4
22,2
24,7
26,7
25,9
24,5
26,7
23,4
20,9
26,7
24,2
19,2
23,5
22,0
23,0
24,5
22,9
251
19,2
24,8
18,7
16,8
15,8

17,5

12,1-40,4
12,8-29,3
10,7-54,5
18,9-39,0
15,0-39,5
12,0-54,1
11,7-55,6
12,0-59,0

10,4-56,8

14,0-39,1

15,5-31,6

10,1-58,8
10,4-23,8
18,5-34,6
14,8-35,1
16,8-37,8
16,0-40,4
14,6-43,3
9,8-32,6
10,4-57,3
12,8-47,9
13,5-46,7
11,2-36,5
11,9-38,3
12,7-31,1
12,6-37,7
8,8-39,7
12,8-38,5
15,4-42,9
11,5-31,5
14,6-40,0
9,4-29,3
12,4-22,7
10-3-25,18

9,7-27-1

4,81
4,44
8,54
4,76
5,69
9,50
8,11
9,13

9,73

5,09

4,54

10,77
2,89
3,82
4,85
4,30
4,56
5,33
4,68
7,46
7,26
7,38
4,96
541
5,03
5,37
7,12
4,65
5,55
3,58
7,12
5,42
3,03
4,53

4,89

35

11,8
10,0
9,2
11,6

11,4

11,0
14,9

9,3

8,8

10,4

11,4

13,0
8,0
11,6
12,4
12,3
11,3
12,7
9,2
9,7
12,1
10,9
111
12,2
11,4
12,5
10,1
11,4
11,4
11,4
12,1
8,2
9,9
8,3

8,5

8,0-16,8
6,7-14,2
7,3-13,2
8,1-16,8
8,0-14,8
7,1-15,5
7,4-29,0
5,3-13,7

4,0-12,9

6,9-15,0

7,3-15,1

7,8-19,6
5,1-10,8
8,6-15,9
8,7-16,1
7,9-14,7
6,9-19,9
8,0-17,6
5,2-11,2
6,4-20,7
7,1-18,1
7,2-15,3
7,5-15,9
8,2-16,2
8,0-16,4
8,3-16,5
6,3-13,5
7,8-15,4
7,8-21,1
7,9-14,3
8,0-16,3
6,9-10,4
7,3-12,4
7,0-11,3

6,0-12,4

1,7
1.6
1.3
19
16
18
4,6
15

15

2,0

1,7

2,3
13
1,9
1.8
16
19
2,3
15
1,6
2,3
1,7
1,7
1,7
21
2,1
1,7
19
2,2
1.3
25
10
1.3
1.2

15

18
2,2
2,8
2,4
2,3
2,5
2,0
2,7

2,8

2,3

2,1

2,0
2,8
2,1
2,2
2,1
2,2
2,1
25
2,2
2,2
2,2
1,7
1,9
19
18
2,4
2,0
2,2
1,7
2,0
2,3
1,7
19

2,1

A. alternata

A. astragali

. brassicicola
. brassicicola
. brassicicola
. brassicicola
. brassicicola

. brassicicola

> > > > » > >

. brassicicola

A. broccoli-
italicae

A. broccoli-
italicae

A. broccoli-
italicae

A. colombiana
A. daucicalis
A. gaisen
A. gaisen
A. gaisen
A. geophila
A. godetiae
A. infectoria
. pellucida
. pellucida

. pellucida

A

A

A

A. pellucida

A. pellucida

A. pellucida

A. pellucida
A. pellucida
A. radicina
A. tenuissima
A. tenuissima

Curvularia sp.

Curvularia sp.

Curvularia sp.

Curvularia sp.



2527 31,9 18,0-45,2 9,06 10,4 8,3-13,4 1,7 3,1 Embellisia sp.
239,6 35,5 13,2-57,2 9,32 12,7 8,4-15,3 15 2,8 Embellisia sp.
Ulocladium
167,3 17,0 11,4-27,0 2,76 12,4 8,1-16,7 1,8 14 oudemansii
196,2 18,1 10,4-33,7 3,50 13,7 8,3-17,2 1,8 1,3 Ulocladium sp.

Clave para las especies de la seccion de conidiexpefios deAlternaria de la Sabana de

Bogota

la. Conidios en cadena liN@aleS............uiriii it e 2

1b. Conidios en cadenas ramificadas.............ouuieiie ittt et e e e e 8
1c. Conidios solitarios o en grupos o cadenasod®dls de 3 conidiosS............ovvuemeeeenennn. 11

2a. Conidioforos secundarioS CONSPICUDS. ... vt ievet et e e aet et eeeen i eae e e e aeneeeanas 3
2b. Conidioforos secundarios ausentes 0 INCONGPICUL ... ....uvueere et ieee e ermeeneireneenenns 5

3a. Esporulacién parcialmente sumergida en elaé&xbnidios

maduros, elipsoides a subcilindricos, com alta variabilidad

en longitud, algunos alcanzan hasta 80 pfarde..............ccccceeeiveenennennn. A.alstroemeriae
3b. Esporulacion aérea. Conidios maduros cortast€30 um de largo),

OVOIES 0 ElIPSOIAES. ... et e e e e e e e e e 4
4a. Conididéforos secundarios largos (hasta 250 fLm)..........cccovviieievnevniiinnnnns A. astragali
4b. Conidiéforos secundarios cortos (hasta 50 pPM).c..oveeiiiivinie i, A. colombiana
5a. Cadenas cortas (3-7 CONITIOS) .. .uuu e et et et et it e et et cmmmmm s e e e e e e e e n e naes 6
5b. Cadenas largas (5-15 conidios), ocasionalmerde

ramificacion lateral corta .............cocoiiiii i e JAL tENUISSIMA
6a. Conidios ovoides 0 ancho-elipSoides. ... . ..ot e e 7
6b. Conidios apretado-ovoides o estrecho elipsdl@e30 x 5-10 pm..................... A..godetiae
7a. Hasta 8 conidios por cadena, 15-40 X 7-20 JlM.c....vvviiviiineiinienienenn.n...0 WAL gaisSeN
7b. Hasta 12 conidios por cadena, 11-50 X 7-18 m.............ccevvvneenn ... ..2AL pellucida
8a. Conidioforos secundarioS CONSPICUODS. ... vuiuiris et ees e mmmeee e aetaeeteene eeen e eaaees 9
8b. Conidioforos secundarios ausentes 0 iINCONSPICU........vvieineereereiesieniemasveiaenannas 10
9a. Cadenas de hasta 5 conidios, ovoides o el@s0i

homogéneos en longitud (18-34 [UM)......oeiiieniinee e ee e e eneeneaens A. daucicaulis
9b. Cadenas de hasta 10 conidios, apretado ovoidsisecho-elipsoides,

de longitud variable (10-57 UM).....ccoiiiii i e s A. infectoria
10a. Cadenas de hasta 7 conidios, ovoides 11-5B5M.........c..covveineiininnnnenne. A. alternata
10b. Cadenas de hasta 12 conidios, ovoides o &lgso

L10-60 X 7-29 Mt e e e e e e e e A. brassicicola
11a. Conidios solitarios, eSTeroIdesS. ........vvii it e e A. radicina
11b. Conidios solitarios 0 en cadenas de hastaiglios, elipsoides...........cc........ A. geophila

11c. Conidios solitarios o en grupos de hasta &lams) ovoides,

elipsoides 0 subcCilindriCOS..........ccoveiie i e e, A. broccoli-italicae
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Descripcion de las especies encontradas
Alternaria alstroemeriadc. G. Simmons & C. F. Hill

Conidios en cadenas cortas de 3-5 unidades, cosiooetes ramas laterales. Conidioforos
secundarios conspicuos, en algunas ocasiones rgas lgue la longitud de un conidio. Conidios
obclavados, ovoides o subcilindricos, de 10- @826 um, con 2 a 7 segmentos transversales y
0 a 2 segmentos longitudinales. Algunos de losdiosipresentan superficie rugosa y color
marron oscuro. Buena parte de la esporulacioreapaumergida en el sustrato (agar). Colonia
de 40 mm de diametro, de color marrén a verde cdioa
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Figura 2.1. Patron de esporulacion y conidiogeAlstroemeriagBarra = 50 um
Alternaria alternata(Fries) Keissler, Beih.

Conidios en cadenas ramificadas, que se originacaceel apice del conidiéforo primario.
Conidioforos secundarios frecuentemente ausentader@s de 5 a 7 conidios elipsoides,
obclavados u ovoides de 11-53 x 7-15 um, con 2{ftosetransversales y 0-3 septos
longitudinales. Colonias oscuras verdes o grises4sl mm de diametro, frecuentemente con
varios anillos conceéntricos.
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Figura 2.2. Patron de esporulacion y conidiog ealternata Barra = 50 um

Alternaria astragaliwangeline & E. G. Simmons

Conidioforos primarios largos y erectos que producagdenas simples de conidios que generan
conidiéforos secundarios largos. Cadenas con 3allics. Ramificaciones ausentes. Conidios

ovoides o comunmente largo elipsoides, los conidfbsales aparecen casi esferoides. Conidios
de 13-30 x 7-14 um, con 2-5 septos transversaggaps longitudinales, ocasionalmente uno.

Colonias verde oliva a marrén oscuro, de 65 mmidé®etro.
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Figura 2.3. Patrén de esporulacion y conidiog eastragalj Barra = 50 um

Alternaria brassicicola(Schw.) Wiltshire

Conidioforos primarios cortos que originan caderawificadas de entre 5 y 15 conidios.
Conidiéforos secundarios cortos 0 ausentes. Caniohoides a elipsoides de 10-60 x 7-29 pum.
Los conidios presentan entre 2 y 7 septos transesry 0 a 2 septos longitudinales. Colonias de
color verde oscuro en la zona central, verde d@ivda parte media (fuertemente esporulada), y
con un halo blanco en el borde, donde solo apat@tas) de 45 mm de diametro.
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Figura 2.4. Patrén de esporulacion y conidiog ebrassicicolaBarra = 50 um
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Alternaria broccoli-italicaek. G. Simmons

Conidioforos primarios cortos, en algunas ocasianas largos que los conidios y fuertemente
retorcidos. Conidioforos secundarios ausentes.dimnsolitarios, en grupos de hasta 3 conidios.
Conidios variados, esferoides a elipsoides los @@ogi de 10-25 x 7-10 um, subcilindricos los
grandes 30-55 x 10-15 um, con el apice redonde€aejotos longitudinales ausentes o 1 en los
conidios grandes, entre 2 y 8 septos transversddgggndiendo del tamafio del conidio. Colonias
verde oliva hasta casi negras, de 45 mm de diametro

A

Figura 2.5. Patréon de esporulacion conidioforo iyidios enA. broccoli italicag Barra = 50 um
Alternaria colombiang&. G. Simmons

Conidioforos primarios erectos, conspicuos, decdaales se originan cadenas lineales de 3-5
conidios, separados por los picos largos filamestake los conidios. En algunas ocasiones se
generan conidioéforos secundarios sobre el conigicah Conidios generalmente apretado
ovoides o elipsoides, de 10-24 um x 5-10 um, cdreehy 7 septos transversales y 1 0 2 septos
longitudinales. Colonias de 70 mm de diametro.
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Figura 2.6. Patréon de esporulacion y conidiogecolombianaBarra = 50 pm
Alternaria daucicaulisE. G. Simmons

Conidioforos primarios cortos, erectos. Conidiéfosecundarios conspicuos y determinantes en
el patron de esporulacién. Pocas ramificacionesp meempre presentes. Cadenas de 3-5
conidios, frecuentemente elipsoides, algunas veeeisles, con una célula apical hialina y roma.

Conidios de 20-35 x 9-16 pum, con 3-4 septos trasales y 0-2 septos longitudinales. Colonias
de 55 mm de diametro, con 3 anillos oscuros concéstbien marcados.
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Figura 2.7. Patron de esporulacionferdaucicaulisBarra = 50 um

Alternaria gaiserNagano

Conidioforos primarios cortos. Conidioforos secutmaausentes, cadenas no ramificadas de 5-
10 conidios, obclavados, ovoides, pero mas freeneemte ancho-elipsoides, carentes de pico.

Conidios de 15-40 x 7-20 um, con 3-5 septos trasales y 0-3 septos longitudinales. Colonias
de 60 mm de didmetro, con varios anillos oscuros&uatricos.
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Figura 2.8. Patron de esporulacion y conidiogegaisenBarra = 50 um
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Alternaria geophilaDaszewska, Bull

Conidiéforos primarios cortos que soportan 1 canidi cadenas cortas de hasta 4 conidios.
Ramificaciones cortas. Conidiéforos secundariogmigs. Conidios de 14-43 x 8-18 um, ovoides
a elipsoides. Entre 2 y 6 septos transversalessespios longitudinales, ocasionalmente 1.
Colonias claras con una densa capa de miceliopooa esporulacion, algunos anillos un poco
mas oscuros, de 60 mm de diametro.

Figura 2.9. Patrén de esporulacion y conidiogegeophila Barra = 50 um
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Alternaria godetiagNeerg.) Neerg.

Conidioforos primarios conspicuos que producen raslale hasta 6 conidios, no ramificadas.
Conidios de 10-30 x 5-10 um, elipsoides o estranlmdes. Conidios con 3-7 septos
transversales y sin septos longitudinales, ocakiere 1 o 2. Conidiéforos secundarios
ausentes. Colonias de 60 mm de diametro, con vamities concéntricos bien definidos.
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Figura 2.10. Patrén de esporulacion y conidios.egodetiagBarra = 50 um

Alternaria infectoriaE. G. Simmons

Conidioforos primarios conspicuos, frecuentemerds fargos que la longitud de un conidio, dan
origen a 1 o 2 conidios que forman cadenas linedddsasta diez unidades, frecuentemente mas
cortas y ramificadas. Conidiéforos secundarios iocatmente presentes y de variada longitud.
Conidios alargados, apretado-ovoides o estrechpsaties, de 10-57 x 6-20 um. Dependiendo
del tamafo del conidio aparecen entre 3 y 8 sdpansversales y 0 a 3 septos longitudinales.
Colonias de 55 mm de diametro con una densa capaiaitio, la esporulacion es pobre y se
concentra en dos anillos concéntricos mas oscuros.
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Figura 2.11. Patron de esporulacion y conidiog eimfectorig Barra = 50 um

Alternaria pellucidaE. G. Simmons

Conidioforos primarios cortos, erectos. Conidioforgecundarios ausentes. Cadenas no
ramificadas de 5- 12 conidios. Conidios ovoidescudentemente ancho elipsoide. Conidios de
11-50 x 7-18 um, presentan de 3-6 septos trandesryal-2 septos longitudinales. Algunos
conidios con la pared rugosa. Colonias de 75 maidtaetro, con varios anillos concéntricos.
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Figura 2.12. Patrén de esporulacion, conidiofoomryidios erA. pellucida,Barra = 50 um

Alternaria radicina Meier, Drechsler & Eddy

Conidiéforos primarios erectos, que pueden ramiieay originan grupos de conidios en los
apices Conidios variados, algunos, relativamentgota elipsoides, largo elipsoides, hasta
subcilindricos, con 5 a 7 septos transversale® Y keptos longitudinales , otros cortos, ovoides
oboviodes a casi esferoides, con 2 a 4 septos/gerades y 1 o 2 longitudinales. Conidios largos
25-45 x 10-20 pm, conidios cortos 15-25 x 7-15 @gunos de los conidios presentan la pared
rugosa. Colonias de 40 mm de diametro.
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Figura 2.13. Patrén de esporulacion, conidiéfoomryidios erA. radicina,Barra = 50 um
Alternaria tenuissimgNess & T. Ness : Fr.) Wiltshire

Conidiéforos primarios cortos. Cadenas 5-15 cosidadgunas veces con una ramificacion corta,
originada en los conidios. Conidios ovoides o eligss, frecuentemente con 4 septos
transversales y 1 longitudinal, conidios maduros rgeandes, estrecho-ovoides, con hasta 7
septos longitudinales y 3 transversales. Algunasidoms presentan un pico conico de 2 a 3
células de largo. Conidios de 11-40 x 8-16 um,r@gweces con la pared rugosa. Colonias de 70
mm de didmetro.
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Figura 2.14. Patrén de esporulacion y conidioé etenuissimaBarra = 50 um
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3. EVALUACION DE MARCADORES MOLECULARES PARA LA IDE NTIFICACION DE
ALTERNARIA

3.1. RESUMEN

Cuatro regiones de ADN fueron evaluadas como patlrscmarcadores taxondmicos para las
especies del género de honddernaria. El gen de la citocromo oxidas@®X1), determinado
como “Barcode” de animaled]S la region que se ha determinado como “Barcode$ ma
promisorio de hongosAlt al, un marcador frecuente en la taxonomia, partimgate en
estudios filogenéticos del género, y el gen de Xalasa alternativaAOX), recientemente
determinado como marcador Barcode promisorio psrregultados erusarium Entre las
regiones evaluadas no fue posible identificar uncador “Barcode” pardlternaria debido a la
cercania filogenética de los aislados evaluadose®bargo, el geAOX sigue siendo promisorio
como marcador taxondmico debido a su alta diveligaihe secuencia, incluso dentro de clados
estrechamente relacionados. A través del andlsitadegionITS es posible evidenciar una
relacion entre la filogenia y las caracteristicasfologicas deAlternaria, particularmente dentro
del grupo de conidios pequefios. De igual manepude establecer que la variacion dentro del
grupo de especies de conidios pequenoalenaria es insuficiente para separar claramente las
especies. De esta manera se establece que loesadentro de esta seccion corresponden a
variaciones intraespecificas dentro del género.

3.2. INTRODUCCION

La identificacion de hongos es complicada, esp@eate cuando se refiere al grupo de hongos
gue no presentan un estadio sexual. Esto ocumreimimente porque la taxonomia de muchos
de los géneros que integran este grupo de hongéseaseramente basada en caracteres
morfolégicos in vitro, particularmente los de sus conidios. El probleragoidmico es
especialmente evidente en los antiguamente dendosndifomicetes, comaAspergillus,
Cladosporium, Fusarium, PenicilliumTrichoderma Seiferty Rossman, 2010).

La identificacién deAlternaria, es mucho mas complicada, debido a la ambigledaduthos

de sus caracteres y a su capacidad de variar dgidamente ante pequefios cambios en las
condiciones de cultivo (Groves y Skolko 1944; Mlsagt al, 1978; Simmons, 1992; Rotem,
1994; Adrew et al, 2009). Ademas muchos de losctaras de los conidios, tenidos en cuenta
para su clasificacion, varian de acuerdo con la e@ghcultivo (Simmons, 1992). Esta dificultad
es mas notoria en la seccion de conidios pequeiites @ial existe un debate acalorado sobre la
verdadera posicion taxonomica de muchos grupodlesidos como especies (Sun y Zhang,
2008). Por ejemplo, dentro del gruptiernatg que integra un gran numero de especies de
importancia agronomica (Chou y Wu, 2002; Hong et 2005), existen dos posiciones, la de
Simmons E. G., apoyada por Roberts R. G., quieabkste la posibilidad de diferenciar
morfolégicamenteentre las diferentes especies fumeistno ha descrito (Simmons, 2007). En
contraposicion, y ante la dificultad para sepaaardspecies dentro del grupo, se ha sugerido, que
muchos de los taxones, particularmente especified®ospedero, con®. malio A. gaisensean
referidos como patotipos dé. alternata (Rotem, 1994). El problema de la taxonomia
fundamentada en caracteres morfoldgicos, ha sidiizado también para otros grupos dentro del
género (Lantigua et. al., 2008).
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Existe entonces la necesidad de buscar herramiatttagativas para la identificacion de las
especies del género. Algunas ya han ha sido ewadu@mh resultados variables. El uso de perfiles
metabolicos ha sido empleado para clasificar lpga@ss productoras de toxinas especificas de
hospedero como patotipos Aealternata (Nishimura, 1980; Otani y Kohmoto, 1992; Scheffer
1992; Johnson et al 2001, Hatta 2002; Masunaka.,e2@05). Igualmente se han usado estos
caracteres bioquimicos para distinguir el grugternata del grupoinfectoria (Andersen y
Thrane, 1996) y para distinguir entre especies ohimgicamente distantes (Bilgrami et al., 1994).

Diversos métodos moleculares y caracteristicag@mtias (Bulajic, 2007) han sido utilizados
como herramientas para la separacion de especiegédero Alternaria. Entre éstos, se
encuentran: analisis del polimorfismo de los fragtog de restriccion (RFLP) (Nishimura, 1980;
Adachi et al., 1993; Kusaba y Tsuge, 1994; Aradétyal., 2001), ADN polimérfico amplificado

al azar (RAPD), técnicas que se han utilizado gatarminar la relacion entre especies (Cooke et
al., 1998; Sharma y Tewari, 1998; Morris et alQ@0Roberts et al., 2000) y poder discriminarlas
(Weir et al., 1998, Roberts et al, 2000, Sun y £n2008).

Igualmente, son muchos los estudios filogenéticms sg han desarrollado intentado resolver las
relaciones taxonémicas entre especies, para ldescsa ha usado la region del espaciador
interno transcripcionallTS) como principal marcador (Pryor y Gilbertson, 20@hou y Wu,
2002; Pryor y Michailides, 2002, Pryor y Bigelow)(3; Peever et al, 2004; Hong et al, 2005:
Pavon et al, 2010). De la misma manera se han aedpletras secuencias con este fin, como la
del alérgeno principal délternaria (Alt al), muchas veces combinada corS (Pryor y
Gilbertson, 2000; Pryor y Bigelow, 2003; Peeverkt2004; Hong et al, 2005: Pavon et al,
2010).

El “Barcode”, se ha propuesto como una herramieméecular precisa en la clasificacion de
especies dentro de diversos grupos de organismiogipalmente animales. La propuesta vy
objetivo del consorcidBarcode fue encontrar una secuencia Unica para identificdas las
especies existentes e inicialmente se propusonetigda citocromo oxidas&€QX1) (Hebert et

al, 2003, Hebert et al2004a, Hajibabaei, 2007, Ward et al., 2005; Waktbimes, 2007, Hebert
et al, 2004b; Hajibabaei, 2006; Smith et al., 2005, Céieal. 2010; Dai et al. 2012). Este gen es
hoy en dia ampliamente usado para la clasificad@nanimales y también se ha mostrado
efectivo en otros grupos como protistas y macraa|§aunders, 2005; Robba et al., 2006).

Sin embargo, el establecimiento de un DNA Barcadeeusal para el reino Fungi ha presentado
dificultades. El genCOX1, presenta resultados variables. Por ejemplo pasarium se ha
revelado un nimero significativo de multicopias geh, ademas de la presencia de intrones, lo
que determina un problema en el disefigpdmers (Gilmore et al., 2009). Paralelamente se ha
evidenciado que no existe la variacion de secueswfiiente como para discriminar entre
especies del género (Galvez, 2009). Otras secugseecauadas presentan problemas similares, lo
que dificulta su uso como marcadores tigarcode(Seifert et al. 2007, Santamaria et al. 2009,
Schoch et al. 2012).

La regionlITS, se ha mostrado como la region mas promisoria @amatituirse como marcador
Barcodeuniversal de hongos, porgue presenta el mayoroBargap entre la variacion inter e
intraespecifica (Robert et al., 2011, Schoch e2@l2). Sin embargo estos resultados contrastan
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con los de Santamaria (2009) y Seifert et al. (R0f7ienes han determinado que esta secuencia
es menos efectiva que otras coB80OX1

Recientemente se ha evaluado la eficacia del géa akidasa alternativ&QX) como marcador
tipo “Barcode” en especies del géndfasarium (Galvez, 2009, Vera, 2012). Este gen se
presenta como un marcador promisorio en hongosl@ebsu marcada ubicuidad, ademas del
mantenimiento de una gran similaridad de secuateni#ro del reino, lo que facilita el disefio de
primers (Jiménez et al. 2007), también se ha determinadexistencia de multiples copias del
gen (Juszczuk y Rychter, 2003), lo que agiliza spldicacion. Finalmente se ha podido
establecer que el ge&xOX presenta la suficiente divergencia de secuencam @ara distinguir
entre taxones (Jiménez et al. 2007, Galvez, 20663,\2012).

En el presente estudio se evalud la utilidad deséasienciad\lt al, AOX COX1e TS como
marcadores taxonomicos, particularmente cdaccode para el génerdlternaria. La region
ITS es considerada como el mas importante marcadondaxico y filogenético en hongos,
mientras queAlt al ha sido ampliamente utilizado como marcador taroo6 en el género,
COX1se considera como el marcadarcodemas importante en varios organismos, mientras
gue se evalud la utilidad d&OX en esta funcion.

3.3. MATERIALES Y METODOS
Coleccién de especimenes

Muestras deAlternaria spp. de plantas que presentaban sintomas, fueleataddas de varias
zonas de la abana de Bogota e identificadas endosise caracteristicas morfologicas (Simmons,
2007). Cuarenta y tres aislados pertenecientesesfddcies délternariay 7 aislados a géneros
cercanos fueron incluidos en el presente estudicidnalmente se emplearon 3 aisladosAde
tomatophila identificadas como 45, 46 y 47, cedidos por el Dmomas Zitter de Cornell
University (Tabla 3.1). Todos los aislados se entrae depositados en la coleccion de hongos
del Laboratorio de Fitopatologia de la Universidlétitar Nueva Granada.

Extraccion de ADN

A patrtir de cultivos monospdéricos en papel, unastraede cada uno de los aislados se crecio en
caldo papa dextrosa (PDB) por 7 dias a 20°C. Et¢linicse recolectdé mediante bomba de vacio y
se liofilizé a -80°C por 2 dias.

La extraccion se realizO mediante un protocolo gamagos endoéfitos (anexo 1). 100 mg de
micelio liofilizado se pulverizaron, posteriormeste adicioné 1 ml de buffer de lisis (2% CTAB,
3% SDS, 250 mM NacCl, 200 mM Tris-HCl y 25 mM EDT#®)30 ul de 2-mercaptoetanol. La
separacion y purificacion de ADN se realiz6 mediatitlos sucesivos con fenol-cloroformo-
isoamil, cloroformo-isoamil y la precipitaciéon caopropanol. El ADN fue lavado con etanol al
70% y almacenado a -20°C en 50 pl de buffer TE 1X.

Se comprobd la existencia y calidad del ADN mediaiectroforesis en gel de agarosa al 1%,
tefiido con GelRed (Biotium), corrido a 70 voltias 90 minutos.
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Disefio y seleccion dprimers

Tres regiones del genoma @édternaria se amplificaron usandprimers especificos, que se
hibridan al espaciador de transcrito interno 4 YIS 365-425 bp), el alergeno mayor de
Alternaria (Alt a1, 510 bp, y el gen de la citocromo oxidasad®X1, Ucox1 595 y Ucox2 421-
bp). Una regién, la oxidasa alternativAaQX, 600 bp aprox), fue amplificada cagrimers
disefiados con Primer-BLAST (Ye et al., 2012), delsdsecuencia de oxidasa alternativa de
Pyrenophora triticirepentis usando parametros por defecto. Los detalles deprimers se
presentan en la tabla 3.2.

Amplificacién y secuenciacion

Después de optimizar cada una de las amplificasjdas reacciones de PCR se llevaron a cabo
en un termociclador T100 (Bio-Rad Laboratories)lnen un volumen final de 25ul, con 2,5 ul
de buffer de reaccion, 1,5 pl de Mg@,25 ul de dNTPs, 0,5 pl de cada uno de los psin@e25

pl de DNA polimerasa (BIOLASA, BIOLINE), 1 ul de ae de ADN y 18,125 ul de agua
desionizada.

Las condiciones de amplificacion HES, consistieron en una denaturacion inicial de 3 anib
°C, seguido por 35 ciclos de 30 s a 95 °C, 306 &5 60 s a 72 °C y una elongacién final de 7
min a 72 °C. Para los demas parespdeners vario la temperatura de anillamiento de la
siguiente manera: 50 °C pdaf@X1 53,5 °C par&£OX12, 64 °C pardhAOXl, 62°C paraAOX2 y

57 °C pardlt al

El tamafio de los amplicones fue determinado meglialetctroforesis en gel de agarosa al 1%,
tefiido con GelRed, corrido durante 90 minutos adlflos. Como marcador de peso, se empleé
Hyperladder Il (BIOLINE), Los productos de PCR rme purificados y secuenciados por

Macrogen (Corea) en ambas direcciones, usandailoens empleados en la amplificacion (tabla
3.2).

Anéalisis bioinformaticos

Las secuencias obtenidas se editaron usando wlasef Geneious 4.8.5 (Biomatters Ltd.).
Adicionalmente se usaron seis muestras de ADN faeerecia, tres dé. alternatay tres deA.
solani provenientes de la coleccién del Potato Pathology
Lab, Departmenibf Plant, SoilandEntomological Sciences, Universdyldaho (Tabla 3.1). A
partir de las secuencias se obtuvo una secuenogelso para cada aislado y se realiz6 un
BLASTnN (parametros por defecto) para cada uno slelatro mercadores, comparado con todas
las entradas de las bases de datos de la coledeignucleétidos no redundantes (nr/nt) del
GenBank+EMBL+DDBJ+secuencias PDB. Todas las setaigeneradas seran depositadas en
GenBank.

Se realizaron alineamientos multiples de los cuatewcadores con MAFFT 7 (Katoh. 2013),

usando parametros por defecto. Previamente, y Ictom @e obtener resultados mas precisos, se
eliminaron las regiones con poca informacion conAt v1.2 (Capella-Gutierrez et al. 2009).
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Con el fin de estimar las relaciones filogenétidados aislados dalternaria con cada uno de
los marcadores, se usO jModelTest (Posada, 2008) lasseleccidon estadistica del modelo de
sustitucion de nucleétidos, bajo la estrategia deid de Informacion de Akaike (AIC). Para el
genCOX1se empleo el modelo HKY+G, mientras que paraéssas se utilizd GTR+G+I.

Los andlisis filogenéticos de las secuencias ctiaia en analisis bayesianos independientes de
cada uno de los cuatro marcadores analizados)@atel se us6 MrBayes v. 3.2.2 (Ronquist et
al. 2012). De la misma manera se construyeron gsbmn el método daéxima verosimilitud
con MEGA 5, con el fin de comparar las topologiais ambos métodos.

Andlisis de distancias genéticas y “Barcode gap”

Andlisis de distancia infra- e interespecifica fuedesarrollados mediante el modelo Kimura 2-
parameter (K2P) en MEGA 5 (Tamura et al. 2011)ravés de este software, se construyeron
matrices de divergencia evolutiva, se determinal@s porcentajes de maxima variacion
intraespecifica y los de minima variacion intereffpE, y se construyeron gréaficas de éstas, con
el fin de establecer la presencia de un “Barcod® gatre los aislados de cada una de las
especies para los cuatro marcadores analizados.

Se determind la identidad entre las secuencias gada uno de los marcadores, a partir de
matrices de identidad obtenidas con MEGA 5.

Tabla 3.1. Aislamientos incluidos en este estudio.

No. N_qmbrg cientl'ficg . Lugar de coleccién Identif_icador
Identificacion morfol6gica del aislado

1 A. alstroemeria Funza 25

2 A. alstroemeria Funza 26

3 A. alstroemeria Funza 27

4 A. alstroemeria Bogota (Suba) 9

5 A. alstroemeriae Bojaca 18

6 A. alternata Chia 10

7 A. alternata Cajica 20, 24

8 A. alternata Bogota (Suba) 31,32,33,34
9 A. alternata Mosquera 37

10 A. astragali Bogota (JBJICM*) 16

11 A. brassicicola Madrid 28,29
12 A. brassicicola Cajica 41, 43, 44
13 A. brassicicola Cota 47, 48
14 A. broccoli-italicae Funza 39, 40
15 A. broccaoli-italicae Cajica 42

16 A. colombiana Facatativa 15

17 A. daucicaulis Zipaquira 11

18 A. gaisen Cajica 14
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19 A. gaisen Cajica 23
20 A. gaisen Chia 6
21 A. geophila Mosquera 2
22 A. geophila Bogota (Guaymaral) 30
23 A. godetiae Cajica 13
24 A. pellucida Bogota (Suba) 35
8a, 8b, 8c, 8d, 8e, 8f,
25 A. pellucida Facatativa 8g
26 A. radicina Zipaquira 12
27 A. tenuissima Bogota (Suba) 36
28 A. tenuissima Chia 7
29 A.infectoria Mosquera 38
30 A. Tomatophila - 45, 46, 47
30 Curvularia Cajica 19, 21, 22
31 Embellisia sp. El Rosal 1
32 Ulocladium SP. Cota 17
33 Ulocladium oudemansii Chia 5
34 A. Alternatat - AS13, AS17, AS20
35 A. Solant - AS4, AS15, AS25

* Aislamientos de referencia

Tabla 3.2Primersutilizados para amplificar cada una de las reg@waluadas.

Nombre

Marcador del primer Secuencia del primer (5'a 3") Referencia
Alt al AltF ATGCAGTTCACCACCATCGC Hong et al. 2005
AltR ACGAGGGTGAYGTAGGCGTC Hong et al. 2005
1AOXAItF AATTGCCCACCGCGAAGCGA -

AOX 1AOXAItR GCGTCCTGGCCGTTGCATCT -
2A0XAIltF  CCCACCGCGAAGCGAAAGACC -
2A0XAItR AAGCGTCCTGGCCGTTGCAT -

UCox1lF TTCTACTAATGCTAAAGATATTGG Damon etal. 2010

COX1 UCox2F  ATGATTTTCTTTATGGTTATGCC Damon et al. 2010

UCoxR CACCGGGCTAATACAGGTAA Damon et al. 2010
ITS ITSS GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG  White et al. 1990
ITSA TCCTCCGCTTATTGATATGC White et al. 1990

3.4. RESULTADOS

Se extrajo ADN de 53 aislados, que pertenecen esfpdcies del génewlternariay a cuatro
aislados de géneros cercan@urivularia, Embellisiay Ulocladium). Ocho de las 59 muestras
evaluadas no pudieron ser amplificadas con algundos primers empleados en el estudio,
mientras que solo seis fueron amplificadas corl@sro marcadores analizados (Anexo 2).
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Se emplearon cuatro de los seis pareproleers uno para cada uno de los marcadores: AltF y
AltR paraAlt al, IAOXAItF y 1AOXAItR paraAOX UCox1F y UCoxR par&€OX1e TS e
ITSA paralTS De los 53 aislados se amplificaron 19 de elloslos primers para el gen Alt al,
mas las tres muestras de referenciaAdealternata Esto implica 37,93% de éxito en la
amplificacion de este locus, el mas bajo de lostroubbci analizados. Los productos de
amplificacion de este gen presentaron un tamafaxapado de 600 pb (Figura 3.1.A).

Se obtuvieron 27 productos de amplificaciéon del §&X ademas de tres secuenciasAde
alternatay una deA. solanj de las muestras usadas como referencia, to@ascelh una longitud
aproximada de 450 pb. Esto representa el 53,458kiteen la amplificacion, el méas alto de los
cuatro marcadores (Figura 3.1.B).

El gen COX1 fue amplificado en 26 de los aislados, pero emguna de las secuencias de
referencia. El tamafio aproximado de los produceoardplificacion fue de 600 pb. En 44,86%
de las muestras fue posible amplificar este gegufgi3.1.C).

De la regionITS se obtuvieron 24 secuencias, y cinco de los aslate referencia (todas

pertenecienteA. alternatg, lo que corresponde a un 50% de éxito en la dicgdion. Todos los
productos de amplificacion tuvieron un tamafio ajnexio de 700 pb (Figura 3.1.D).
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Figura 3.1. Geles de electroforesis de los cuatancadores analizados. En el primer carril
aparece el marcador de peso molecular (Hyperlaldezn el ultimo (B) el control kD. A)
Algunos productos de amplificacion de Alta. Al.daucicaulis 23. A. gaisen 30. A geophila

31 y 33.A. alternata 46. A. tomatophila B) Algunos productos de amplificacion 4©X 21.
Curvularia, 23. A. gaisen 28 y 43.A. brassicicola 34. A. alternata 45. A. tomatophila C)
Algunos productos de amplificacion @G&®©X1 2. A. geophila 13.A godetiae 15.A. colombiana
21. Curvularia. D) Algunos productos de amplificacién &S 16.A. astragalj 19. Curvularia,
20, 33, 34 y 37A. alternata 35.A. pellucida 36.A. tenuissima38.A. infectoria

En la comparacion de las secuencias con BLASTmdgor parte de las secuenciasAd@X no
presentaron resultados significativos de identiclaw las secuencias en las bases de datos, solo
11 de las 26 secuencias obtenidas de este gemfaneseel 85% de identidad con una secuencia
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deFusarium fujikuroi(GenBank HF679023.1). De la misma manera, pagargCOX1, la mayor
similitud de todas las secuencias fue Biraeosphaeria nodoruiiGenBank EU053989.1). Para
el genAlt al, las secuencias delternaria alternata Alternaria alstroemeriaey Alternaria
tomatophilacorrespondieron a la misma especie en las basgstoe de GenBank, mientras que
los aislados de las otras especies tuvieron mayditad con especies diferentes, principalmente
con Alternaria alternata(Tabla 3.3). Las secuencias tleS correspondieron con secuencias
encontradas en Gen Bank p&lernaria alternata Alternaria solanj y para los aislados del
géneroCurvularia, pero en los demas casos no (Tabla 3.4).

Tabla 3.3. Resultados de BLASTn para las secuenbianidas coAlt al

Resultado BLASTn

Id Especie Organismo Query covel Evalup IdeftAccession
L9 | Alternaria alstroemeriae |Alternaria alstroemeria 91% 0.0 | 100%AB744031.1
L34 | Alternaria alternata Alternaria alternata 100% 0.0 | 999 AF288160.1
L31 | Alternaria alternata Alternaria alternata 100% 0.0 | 999 AF288160.1
LAS17]| Alternaria alternata Alternaria alternata 100% 0.0 | 999 AF288160.1
L20 | Alternaria alternata Alternaria alternata 100% 0.0 | 999 AF288160.1
L29 | Alternaria brassicicola Alternaria longipes 95% 0.0 | 99%4AY563304.1
L44 | Alternaria brassicicola Alternaria citriarbusti 95% 0.0 | 98%4J0Q646406.1
L41 | Alternaria brassicicola Alternaria citriarbusti 95% 0.0 | 98%4JQ646406.1
L28 | Alternaria brassicicola Alternaria longipes 95% 0.0 | 99%4AY563304.1
L43 | Alternaria brassicicola Alternaria resedae 95% 0.0 | 9694J0Q646408.1
L39 | Alternaria broccoli-italicae | Alternaria alternata 100% 0.0 | 100%AF288160.1
L15 | Alternaria colombiana Alternaria longipes 95% 0.0 | 99%4AY563304.1
L11 | Alternaria daucicaulis Alternaria longipes 95% 0.0 | 100%AY563304.1
L23 | Alternaria gaisen Alternaria sp. 100% 0.0 | 9894 EF589829.1]
L14 | Alternaria gaisen Alternaria longipes 95% 0.0 | 99%4AY563304.1
L30 | Alternaria geophila Alternaria alternata 100% 0.0 | 999 AF288160.1
L13 | Alternaria godetiae Alternaria alternata 95% 0.0 | 100%AY563301.1
L13 | Alternaria godetiae Alternaria alternata 100% 0.0 | 999 AF288160.1
L35 | Alternaria pellucida Alternaria alternata 100% 0.0 | 999 AF288160.1
L36 | Alternaria tenuissima Alternaria alternata 100% 0.0 | 999 AF288160.1
L45 | Alternaria tomatophila Alternaria tomatophilg 98% 0.0 | 100%HE796703.1

Id = identificador del aislado
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Tabla 3.4. Resultados de BLASTn para las secuenbignidas colil S

Resultado BLASTn
Id Especie Organismo Query cove| E valup IdeftAccession
I31 JAlternaria alternata Alternaria alternata 100% 0.0 | 1009%KJ082099.1
IAS13JAlternaria alternata Alternaria alternata 100% 0.0 | 1009%KJ082099.1
I33 |Alternaria alternata Alternaria alternata 100% 0.0 | 1009%KJI082099.1
IAS20]Alternaria alternata Alternaria alternata 100% 0.0 | 1009%KJ082099.1
134 |Alternaria alternata Alternaria alternata 100% 0.0 | 1009%KJI082099.1
137 |Alternaria alternata Alternaria brassicae 100% 0.0 | 99%HQ674659.]
20 |Alternaria alternata Alternaria tenuissimg 100% 0.0 | 1009%KJ082100.1
116 |Alternaria astragali Alternaria alternata 100% 0.0 | 1009%KJ082099.1
128 |Alternaria brassicicola Alternaria alternata 100% 0.0 | 1009KF731832.1
29 |Alternaria brassicicola Alternaria alternata 100% 0.0 | 1009%KF731832.1
141 |Alternaria brassicicola Alternaria alternata 100% 0.0 | 1009KF731832.1
145 |Alternaria brassicicola Alternaria solani 100% 0.0 | 99%4AY154716.1
142 |Alternaria broccoli-italicae | Ulocladium sp. 100% 0.0 | 99%HQ829119.]
139 |Alternaria broccoli-italicae | Alternaria alternata 100% 0.0 | 1009%KF731832.1
15 |Alternaria colombiana Alternaria alternata 100% 0.0 | 1009%KJI082099.1
11 JAlternaria daucicaulis Alternaria alternata 100% 0.0 | 1009KF731832.1
123 |Alternaria gaisen Alternaria alternata 100% 0.0 | 1009KF731832.1
130 |Alternaria geophila Alternaria alternata 100% 0.0 | 1009%KF731832.1
I38 |Alternaria infectoria Alternaria alternata 100% 0.0 | 1009%KF731832.1
I35 |Alternaria pellucida Alternaria alternata 100% 0.0 | 99%KF731832.1
112 |Alternaria radicina Curvularia lunata 100% 0.0 | 1009%JX960584.1
IAS15]Alternaria solani Alternaria solani 100% 0.0 | 99%4AY154716.1
IAS4 |Alternaria solani Alternaria solani 100% 0.0 | 999AY154716.1
IAS25]Alternaria solani Alternaria solani 100% 0.0 | 99%4AY154716.1
136 |Alternaria tenuissima Alternaria tenuissimg  100% 0.0 | 1009%KJ082100.1
147 |Alternaria tomatophila Septoria lycopersici 100% 0.0 | 100%DQ841156.]
119 |Curvularia sp. Curvularia trifolii 98% 0.0 | 100%JN712458.1]
122 |Curvularia sp. Curvularia lunata 100% 0.0 | 1009%3IX960584.1

Id = identificador del aislado

Alineamiento de secuencias

Con las secuencias obtenidas, se realizaron alieetoe multiples para cada uno de los
marcadores analizados utilizando el software MAFFETA partir de los alineamientos se
determiné la existencia de polimorfismos, tantaae$pecificos como interespecificos, en cada
uno de ellos (Figura 3.2). Entre las secuencia®Mldeal y AOX existen polimorfismos que
abarcan una gran cantidad de aislados, pero lagrsgias déTS mostraron una mayor cantidad
de polimorfismos. Las secuencias @®X1 presenstaron el menor nimero de polimorfismos,
evidenciando de esta manera una mayor conservdeiésta region dentro del género. Los sitios
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polimorficos exactos para cada uno de los loci paoeshcontrarse en las secuencias completas
(Anexo 3, 4, 5, 6).
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Figura 3.2. Alineamientos de las secuencias otﬂsnrdedlante amplificacion. A) secuencias
Alal; B) secuenciadOX C) secuencia€0X3, D) secuencia$TS La barra verde en la parte
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superior de cada alineamiento muestra el porced&jdentidad. Las barras negras dentro de los

alineamientos indican sitios variables.
Andlisis filogenéticos

Con el fin de establecer las relaciones filogeaétia partir de la similitud de las secuencias
analizadas, se generaron arboles independientascpda gen, a partir de los alineamientos,
usando el método de inferencia bayesiana. Los €sbobtenidos a través de este método
presentaron topologias similares a los que se mptuvcon maxima verosimilitud (Anexos 7, 8,
9y 10). Muchas de los agrupamientos obtenidoavas$rde estos arboles @®XInciden con la
identificacidbn morfologica de las especies realizpeviamente (capitulo ).

El arbol del genAlt alfue construido con 23 secuencias, usando como gexperno una
secuencia dS&temphylium vesicariuante la ausencia de este genFrsarium oxysporupngue
fue usado como grupo externo en los restantes dwes analizados. Sol. tomatophilase

presentd como un clado aislado y separado de foaslaislados que se agrupan en tres clados en
los que no es clara la separacién entre espediesntbargo, aparece un grupo grande en el que

se concentran los aisladosAlealternatay en el que aparecen también algunas especiemnesrc
como A. pellucidao A. tenuissimaEspecies de conidios pequefios poco catenadogcapa
formando un grupo interno dentro de este cladau(gi§.3).
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Stemphylium vesicarium
Alternaria Tomataphila (L47)
A gaisen (L14)

A. colombiana (L15)

A. daucicaulis (L11)

A. brassicicola (L28)

A. brassicicola (L28)

A. alstroemeriae (L9)
A. brassicicala (L43)
A. gaisen (L23)

A. brassicicola (L44)
A. brassicicola (L41)

r A. godetiae (L13)
- A. alternata (L34)
- A. alternata (L31)

- A. tenuissima (L36)

A. alternata (L20)

- A. alternata (LAS13)
- A. pellucida (L35)

— A. alternata (LAS20)
{

A alternata (LAS17)
0g A. geaphila (L30)
0,53
A. broccoli-italicae (L39)
003

Figura 3.3. Arbol de las secuencias del géral usando el método de inferenbiayesiana. Se
muestra en los nodos los valores de soporte deolagbilidad posterior bayesiana (PP).

El arbol correspondiente a la secue®@X fue construido con 41 secuencias. El arbol prasent
dos clados principales, uno muy grande, en el gumscentran todos los aislados pertenecientes
a especies de conidios pequefios, todas ellas mmikA. alternata pero ademas incluye
especies de géneros diferented\leernaria (Embellisiay Curvularia). En el otro grupo se
separan los aislados que presentan caracteristmdslogicas diferentes A. alternata conidios

no catenados y con pico desarrollado golaniy A. tomatophily, ademas aparecen juntos los
tres aislados del génehlocladium(Figura 3.4).

63



G88 A gaisen (Al14)

- A colombiana (A15)
A. brassicicala (A43)
A. alstroemeriae (A9)
A pellucida (ABa2)

A salani (AS13)
A. pellucida (Bbat)
A pellucida (8b)
Curvularia sp. (A22)
A alstroemeriae (A26)
A gaisen (A23)
A brassicicala(A41)
A. broccali-italicae (A40)
A geophila (A2-1)
A alstroemeriae (A18-2)
A. geophila (A2)
A pellucida (ABc-2)
085 A.tenuissima (AT)
A, alternata (AS17)
A. pellucida (A8c)
A. colombiana (A15-2)
Embellisia sp. (A1)
A. geophila (A30)
A tenuissima (AT)
A alternata (AS20)

4 A alternata (A3)
T ! A tenuissima (A7-2)
093 A astragali (A16)
A gaisen (AB)

A alternata (A33)
A alternata (A34)
A daucicaulis (A11)

‘[[DUESEE A brassicicala (A28-2)

! A. brassicicala (A28)

A. tomataphila (A45)
097 A.tomatophila (A468)

077 A salani (AS4)
' Ulocladium sp. (A17)
Ulocladium oudemansii (A5-2)
Ulocladium oudemansii (AS)
Fusarium oxysporum

Figura 3.4. Arbol de las secuencias del §&X usando el método de inferenbiayesiana. Se
muestra en los nodos los valores de soporte deolagbilidad posterior bayesiana (PP).

En el arbol del ge€OX1se agrupan 29 secuencias, y presenta una topaiogiar al obtenido
conAOX Esta caracterizado por la presencia de un geato@on aislados de conidios pequefios,
gue una vez mas incluyen los aisladogdwellisiay Curvularia, y dentro de él, como un grupo
mas reciente, los aislados pertenecientes al géfentadium Para este gen aparecen como un
grupo separado, un aislado Ae tenuissimay uno deA. radicing esta Ultimo marcadamente
diferenciado desde el punto de vista morfologiagesppresenta una escasa catenacion en sus
conidios.
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Ulocladium oudemansii (C5)
1 Ulocladium sp. (C17)
0,72 Curvularia sp. (C19)
A pellucida (CBg)
— A alstroemeriae (C26)
r Curvularia sp. (C21)
F A alternata (C33)
A godetiae (C13)
A gaisen (C23)
A. alternata (C31)
Ainfectaria (C38)
A brassicicola (C28)
A brassicicola (C41)
A astragali (C16)
1 A alternata (C20)
Embellisia sp. (C1)
A daucicaulis (C11)
A. colombiana (C15)
A broccali-italicae (C40)
A pellucida (CBt)
A geaphila (C30)
A astragali (C16-1)
A pellucida (C8d)
A geaphila (C2)
A geaphila (C2-1)
- A alstroemeriae (C18)
— A_radicina (C12)
—_— A tenuissima (CT)

Fusarium oxysporum

02

Figura 3.5. Arbol de las secuencias del G&X1usando el métodale inferencidbayesiana. Se
muestra en los nodos los valores de soporte deolaapilidad posterior bayesiana (PP).

El arbol delTS incluye 31secuencias y agrupa los aislados amiaizale forma similar a las
agrupaciones obtenidas a partir de sus caractedstorfoldgicas. El aislado de tomatophila
aparece como un grupo externo, alejado de los damadado que integra aislados de conidios
pequefios y redondos, poco catenaddsr@dicinay Curvularia), un clado que incluye las
especies dA. solanj usadas como material de referencia, un pequeaido due incluye a los dos
aislados deéA. broccoli-italicag y un gran clado en el que se distribuyen todssaislados de
conidios pequefios catenados, obtenidos en estheeffigura 3.6).
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A tomatophila (147)
A radicina (112)
Curvularia sp. (|
Curvularia sp. (I

1
A solani (IAS15)
4{1 A. solani (IAS25)
1 A solani (IAS17)
—0
| i

)
)

0,99 22
19

A broccali-italicae (142)
A braccaoli-italicae (140)
A gaisen (114)
A pellucida (135)
A geophila (130)
A daucicaulis (111)
098 A. brassicicola (128)
A. brassicicola (129)
A brassicicola (141)
A brssicicola (145)
A. broccali-italicae (139)
Ainfectaria {138)
1 A gaisen (123)
A alternata (137)
A alternata (131)
A alternata (1AS13)
A alternata (133)
A tenuissima (136)
A. alternata (120)
A. alternata (IAS20)
A alternata (134)
A. astragali {116)
A colombiana (115)
Fusarium axysparum

008

Figura 3.6. Arbol de las secuencias de la refi®usando el método de inferenbiayesiana. Se
muestra en los nodos los valores de soporte deolagbilidad posterior bayesiana (PP).

Analisis de distancias genéticas y Barcode gap

Los analisis de la variacién infra- e interespeaifiobtenidos a través del modelo K2P,
permitieron determinar los porcentajes de variadémtro de las especies y entre las especies. La
tabla 3.5, muestra los porcentajes de variaciéa patda uno de los marcadores estudiados. Los
datos corroboran los resultados obtenidos a pietios arboles de cada una de estas secuencias.
Se observo escasa variacion entre las secuencidedde los marcadores, en las especies
analizadas, particularmente dentro del grupo dedmm pequefios. Las matrices de distancia
intra- e interespecifica, en donde se especifioarvalores minimos y maximos de distancia, se
encuentran en los anexos 11, 12, 13y 14.

Tabla 3.5. Distancias intra- e interespecificadaseaislados para cada uno de los marcadores
analizados.

Ndmero Minima Maxima
Marcador Especie de divergencia | divergencia
secuencia] interespecificq intraespecifica
Alternaria brassicicola 6 0 3,06
Altal |[Alternaria gaisen 2 0 0,74
Alternaria alternata 5 0 0,24
Alternaria alstroemeriae 3 0 2,78
AOX | Alternaria alternata 4 0 1,64
Alternaria brassicicola 5 0 3,61
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Alternaria colombiana 2 0 9,93
Alternaria gaisen 2 0 1,36
Alternaria geophila 3 0 0,27
Alternaria pellucida 5 0 1,91
Alternaria solani 2 0 10,63
Alternaria tenuissima 3 0 1,64
Alternaria tomatophila 2 0,27 0
Ulocladium sp. 3 11,06 9,8
Alternaria alstroemeriae 2 0 1,57
Alternaria alternata 3 0 0
Alternaria astragali 2 0 0
COX1 Alternaria brassicicola 2 0 0
Alternaria geophila 2 0 0
Alternaria pellucida 3 0 0,78
Curvularia sp. 2 0,52 10,88
Ulocladium sp. 2 12,65 2,12
Alternaria alternata 7 0 16,59
Alternaria brassicicola 4 0 0
Alternaria broccoli-italicae 3 0 0
TS Alternaria gaisen 3 0 0
Alternaria pellucida 2 0 4,64
Alternaria solani 3 0,18 16,86
Alternaria tenuissima 3 0,55 8,08
Curvularia sp. 2 0 0

En la figura 3.7 se representa la variacion ertradxima divergencia intraespecifica en relacion
con la minima divergencia interespecifica para ecatade los marcadores estudiados. A partir
de estas graficas es posible determinar la insmica de los cuatro loci como marcadores
taxonomicos tipo “Barcode”, debido a la inexistencie un “gap” que permita separar las
especies délternaria. Esta evidencia est4 en consonancia con los agiepts obtenidos en
los analisis filogenéticos previos.
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Figura 3.7. “Barcode gap” para los cuatro marcasla@e algunas especies @Aéernaria y
géneros asociados.

Identidad de las secuencias

La figura 3.8 representa la comparacion entredastidades de las secuencias de cada uno de los
marcadores analizados a través de las matriceaseque se compara la identidad de cada
secuencia con respecto a las demas. Para el chgerdglt al es posible evidenciar que los
aislados dé\. pellucida A. tenuissimg A. godetiagpresentan una identidad del 100% junto con
un par de aislados de alternata Existe un grupo un poco mas variable, que inctin® de los
aislados deA. alternatausados como referencia y los aisladosAdebroccoli-italicaey A.
geophila(99%). Los aislado dA. brassicicola A. daucicaulis A. gaisen A. colombianay A.
alstroemeriapresenta un porcentaje menor de identidad (aloxddel 96%). El aislado con
menor identidad para este gen Aldomatophilacon cerca del 90% (Figura 3.8.A).

Para el caso del gehOX se observd mayor variacion en las secuenciaur@ig.8.B). Se
pueden observar varios grupos pequefios que resdtaiénticos (100%), el mas grande de
ellos incluye aislados dembellisig A. colombianaA. pellucida A. alternata A tenuissima A.
geophilay A. alstroemeriagExiste un grupo mas grande con alrededor del 9¥4ddentidad
que incluye, ademas de los aislados de las especie=s mencionadas, aislados Ae
brassicicola A. gaisen A. alternata A. daucicaulisy Curvularia. Dos secuencias, una de
alternatay una deA. colombianagpresentan menor idéntidad (cerca del 92%). Ldadms con
menor identidad (85% aproximadamente) fueroAdsolanj A. tomatophilay Ulocladium
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El genCOX1presenta un grupo grande que integra secuenanasncb00% de identidad, y en la
gue aparecen la mayor parte de las especies aap@Ad alternata incluyendo ésta. Es notorio
ademas que en este grupo aparezca el aislaBmbellisia Con alrededor del 95% de identidad
aparece uno de los aisladosAlealstroemeriaguno deCurvularia 'y uno deA. pellucida Los
aislados déJlocladium presentan aproximadamente el 85 % de identidasl.nh@nos idénticos
(75%) corresponden a un aisladoAddgenuissimg uno deA. radicina(Figura 3.8.C).

En la matriz de identidad para el marcad@® (Figura 3.8.D), se observa el ordenamiento de las
secuencias en el arbol presentado previamenterigpo ggrande con el 100% de identidad, que
integra a todas las especies asociadAs aternata,uno con el 95% de identidad con los dos
aislados déA. broccoli-italicae, unacon el 90% de identidad con los aisladosAdesolani Un
grupo integrado por aislados @Gervulariay A. radicinacon el 85%. Finalmente el aisladoAle
tomatophilaaparece con el 75% de identidad con respectodelogs aislados.
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Figura 3.8. Matrices de porcentaje de identidadS&guencias del geXit al B) Secuencias del
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3.5. DISCUSION

El objetivo del estudio era el de evaluar la utiidde cuatro secuencias genétigdsal, AOX
COX1elTScomo marcadores taxondmicos para el géAéimnaria, un enfoque fundamentado
en DNA Barcode Hasta donde sabemos, este seria entonces el gstoeio de DNABarcode
para este género. Para esto, se analizaron 58aEgje fueron clasificados a partir de criterios
morfologicos en 14 especies ddternaria y 3 géneros cercanof€yrvularia, Embellisia y
Ulocladium). Los caracteres definitorios de las especiefueegistrados, y se fundamentaron
en mediciones de sus conidios, que aparecen @atasten las descripciones morfoldgicas (Tabla
2.2).

De acuerdo con los criterios planteados por Simn{@087) se todas las determino que las
especies del estudio eran parte del grupo de iosnpquefios y dentro de ellas se determind
que 10 aislados eran parte del grugdternata Ademas, se encontraron tres especies (
brassicicola A. infectoriay A. tenuissimpcuyas caracteristicas morfologicas se sobrelapaba
con las déA. alternata(Pryor y Michailides, 2002). Los caracteres marffitos deAlternaria,

en general, son muy variables, y estan determinpdo$as condiciones sobre las cuales crecen
los mismos, la humedad, la luminosidad, asi comdidponibilidad de nutrientes (Simmons
1992). Esta plasticidad fenotipica Aternaria no permite una diferenciacion reproductible de
varias morfoespecies (Andrew et al. 2009).

De la misma manera, Andrew et al. (2009) pudiereterthinar que no existe una correlacion
entre morfoespecies asignadas en diferentes labiogt ya sea por la plasticidad antes
mencionada, o por el uso de diferentes esquemadotadandémicos de identificacion.
Particularmente para el gru@dternata las dificultades en identificacion morfologicaplica

una serie de inconvenientes que han llevado a@péastee la hipétesis de que algunas especies
asignadas a tal grupo estén incorrectamente idemt#s (Rotem. 1994). Estos problemas
asociados a la variabilidad fenotipica han demdstréa insuficiencia de los caracteres
morfolégicos para obtener una identificacion rohudentro del grupo de especiaéernata
(Andrew et al. 2009).

Por estas razones sigue existiendo incertidumbdoeeda acertada identificacion en cualquier
estudio que se fundamente en caracteres morfokgmee ha llevado a que autores como
Wounderberg et al. (2013) concluyan que la difaeamén dentro de la secci@iternatg debe
estar determinada por la variacion molecular, nuésppr la morfoldgica.

En este estudio se evalué la utilidad de los gaitesl, AOX COX1elTScomo marcadores tipo
Barcode para las especies del génditernaria. El uso de esta herramienta moleculares una
estrategia valiosa en la identificacion de vagogos de organismos (Hebert et al., 2004a). Sin
embargo, es es poco valiosa en otros. Por ejempioarcador mas ampliamente utilizado para
este fin, es el gen de la citocromo oxidaB&®X1), que ha sido util en la discriminacién entre
especies de muchos grupos animales (Hebert é20dl4a; Hajibabaei; 2007; Ward y Holmes,
2007; Hajibabaei, 2006; Smith et al., 2005; Cheralet2010; Dai et al. 2012). Debido a la
posibilidad de disefar ungsimersrobustos, que permiten recuperar el extremo 3bdes los
filos animales, ademas de presentar una fuerté fileganética.
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Para otros organismos, que incluyen plantas, digefados y varios grupos de hongos, los
resultados demuestran la poca utilidadCd&X1 marcador “Barcode”. De la misma manera, este
trabajo demuestra la dificultad en la obtenciénudeBarcode gap usand®OX1, que permita
separar las morfoespecies empleadas en este egiidira 3.7). En primera instancia se
observaron dificultades en la amplificacion @©X1, ya que solo se logro en 55% de las
muestras., lo que va en contra de uno de los gpnadi fundamentales dBlrcod que es la
amplificacion universal (Kress et al. 2007). Gilmat al., (2009) y Santamaria et al. (2009), ya
habian mencionado la presencia de intrones emel@gue implica un problema en el disefio de
primers y la amplificacion. Sin embargo, el probéefundamental d€0OX1 radica en el bajo
polimorfismo de la secuencia (figura 3.2.C). Chalgt(1998) ya se habian referido a la baja tasa
mutacional de Cox1 y otros genes mitocondrialegjue va en contra el segundo postulado del
DNA Barcode, la existencia de una tasa maxima dergéncia de la secuencia entre especies. A
conclusiones semejantes llegd Galves (2009), ewdtuaeste marcador eRusarium quien
menciona que el ggbOX1es altamente conservado en el género.

Los otros marcadores evaluadddt(al, AOX e ITS tampoco presentaron el Barcode gap
necesario para ser considerados marcadores taxowstipo Barcode.

Para el gerAOX es necesario anotar que, ante la inexistencianfdemacion suficiente de la
secuencia para el géneitternaria en las bases de datos bionformaticas, fue neoedadisefio

de primers. A pesar de ello, con este marcadorbseve el mayor éxito en la amplificacion,
cerca del 54%. Ademas fue posible reconocer un miiarero de sitios polimorficos que existen
entre especies (Figura 3.2.B). A pesar de que dasesicias de este gen cumplen con los
requisitos establecidos para considerarse comouen Barcode, segun Kress et al. (2007) el
analisis de la variacion infraespecifi@susla variacion interespecifica (Figura 3.7), mosfu@

no existe el Barcode gap. Se observé que hay miésagofismo de las secuencias dentro de las
especies que entre ellas, es decir,, que en losquefiere a este marcador las especies de
Alternaria analizadas en el presente estudio, son indistiggli Estos resultados contrastan con
los obtenidos por Galves (2009) y Vera (2012Fasarium y los analisisn silico realizados por
Jiménez et al. (2007), en los cuales la divergeestee las secuencias permite distinguir entre
taxones. De cualquier manera sigue siendo inquegaque de los cuatro marcadores analizados,
AOX presenta el menor porcentaje de identidad entneeseias de diferentes especies (Figura
3.8.A), lo que ameritaria seguir analizando este & conclusion, es posible que el fracaso de
este gen como identificad®&arcodeen este estudio se deba a la coleccion de micrisrgas
analizados, la que incluye aislados pertenecieategrupos taxondémicos que no pueden
considerarse como especies diferentes.

La secuencia deT'S es considerada como el marcador tipo DNA Barcods promisorio para
hongos (Robert et al. 2011:Schoch et al. 2012).e8nbargo, es necesario resaltar que estos
estudios se realizaron analizando la capacidadndetador de separar entre taxones que
correspondian a subdivisiones y no a nivel de éspeno en el presente estudibS presento

un valor similar de éxito en la amplificacion gA®X que es bajo, para las necesidades de un
marcador tipdBarcode De igual manera, a pesar de la presencia destivesitios polimorficos

en la secuencia (Figura 3.2.D), y de usar una se@eelativamente larga (cerca de 700 pb),
debido al uso de los primers para las regidié® e ITS5, no permitid encontrar suficiente
variacion interespecificacomo para establecerdagurcia de un Barcode gap. Schoch (2012), ya
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habia mencionado que con el marcald@ podria esperarse éxito en la identificacion en los
principales grupos de macrohongos en Basidiomiqméao un éxito inferior en los grupos
microfungales econémicamente importantes, conceatganen los Ascomicota filamentosos. La
existencia de secuencias compartidas dentro dereggiten ha sido reportada, especialmente en
géneros de Pezizomicotina ricos en especies y agplicnes cortos, muchos de ellos de
importancia econ6mica, com@ladosporium, Fusariuny Penicillium (Schubert et al. 2008;
O’Donnell y Cigelnik, 1997; Skouboe et al. 1999jefnas es importante mencionar que se han
reportado secuencias idénticasl@ig en especies de varios complejosAdpergillus(Geiser et

al. 2007). La falta de variacion en las secuendeailternaria, seria una confirmacién adicional

a lo previamente reportado. Tambien podria coraiderun posible error en la determinacion de
la variacion intraespecifica, pues como lo exporibo®nell y Cigelnik, (1997), existe una
variacion intragenémica, debida a la existencianmdgtiples copias paralogas o no ortélogas
dentro de cultivos axénicos, que podria llevar a gobre estimacion de la variabilidad
intraespecifica.

La secuencia del alergeno mayor Akernaria (Alt al), a pesar de su utilidad en estudios
filogenéticos a través de diferentes metodologiadecnlares (Park et al. 2008; Pryor y
Gilbertson, 2000; Hong et al. 2005; Pavon et all(@0demostré tener resultados mas pobres
como marcador tipdarcode paraAlternaria. Debido al hecho de tener el menor éxito en la
amplificacion, de apenas el 38%. Lawrence et 8l182, ya habian encontraron dificultades para
amplificar Alt al en varias especies Alikernaria'y en varios géneros asociados. A pesar de la
existencia de polimorfismos dentro de las secuer(Eilgura 3.2.A), la variaciéon interespecifica,
no fue suficiente para sustentar este gen como ancasior Barcode (Figura 3.7). Igualmente,
este marcador presenta dificultades para agrumarefpecies segun a sus caracteristicas
morfologicas (Figura 3.3). Una posible explicaciés,que tal como lo evidencié Santamaria et
al, (2009), para varios genes codificantes de firate es frecuente la presencia de intrones, lo
que dificulta su uso como DNRarcode Los estudios de Hong et al. (2005) han revelado |
presencia de un intron en la posicion 334 desdeoébn de inicio erA. brassicicolay A.
alternata Anteriormente se habia informado de la presedeigste intrébn en otras especies
(Breathnach et al. 1978).

Una alternativa para el analisis de estos resudtadola posibilidad de la ambigiedad de las
morfoespecies dalternaria de conidios pequefios sustentada en los analisitiges, o que
abriria las posibilidades de que marcadores c&®X puedan seguir siendo valiosos en la
taxonomia de hongos, que para nuestro caso, dltdenaria, implicaria la evaluacién de
aislados de este género, pertenecientes a grumodistantes morfolégicamente.

Para el caso dalternaria no existen reportes sobre el andlisisBaecode Sin embargo varios
estudios de naturaleza filogenética han permitedmlver algunas inquietudes taxondmicas. La
mayor parte de estos estudios han udd@&®como marcador. Sin embargo el usoAleal
también es frecuente (Pryor y Gilbertson, 2000pPyBigelow, 2003; Peever et al, 2004; Hong
et al, 2005: Pavdn et al, 2010). Existe la poslhdi de distinguir entre grupos de conidios
grandes y pequefios emplea@i§, sin embargo la segregacion de grupos dentro die wao de
ellos, particularmente dentro del grupo de conigieguefios ha resultado en fracaso (Kusaba y
Tsuge, 1995; Pryor y Gilbertson, 2000; Chou y WA02 Pryor y Michailides, 2002; Kang et al.,
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2002; Pryor y Bigelow, 2003; Hong et al., 2005).sLanalisis filogenéticos permiten
complementar los resultados obtenidos a partingstnos analisis d@arcode

La mayor parte de los aislados obtenidos en emtelies hacen parte de la seccién de conidios
pequefios, particularmente del grugdternata (Tabla 3.1). Muchas de las especies de conidios
pequefios que forman cadenas, han sido consideradistes patogénicas especificas de
hospedador (Rotem, 1994). Para algunos autoresp c8mmons (2007), se evidencian
diferencias morfolégicas, como para considerarlape@es, mientras que para otros, los
integrantes de este grupo se encuentran dentionded muy difusos como para ser considerados
verdaderas especies (Rotem, 1994; Andersen 208ll, Adrew et al, 2009).

En este estudio, no fue posible segregar entreceesppertenecientes al gruglibernata En la
filogenia obtenida coMOX, COX]3, elTS (Figuras 3.4, 3.5 y 3,6), es posible observar tam g
clado, que integra especies similaresltarnaria alternata todas ellas de conidios pequefios en
cadenas, lo que las ubica dentro del graljpernata Estos resultados estan en consonancia con lo
reportado por Andrew et al, (2009), quienes evaludres marcadores genéticos con el fin de
establecer una filogenia dentro del grupo de cosigiequefios. Dicho estudio, establecio que
solo a través de un marcador se pudo separar do loilen soportadd\. infectorig mientras que,

al igual que los resultados que presentamos eruesdtmo, los clados que se establecen no
presentan asociaciones claras con la separaciorfolégica. En los diferentes clados
establecidos dentro del grande, aparecen aislaglofatentes especies pobremente soportados,
por ejemplcA. alternata

Acuerdos estrictos entre la morfologia y los lisafdogenéticos se observaron solo para el
marcadod TS (Figura 3.6). Aunque el soporte de los clados eg debil, es posible observar una
agrupaciéon que coincide con la identificacion middica realizada previamente. Chou y Wu
(2002), usando las secuenciad ™8 (primersITSL elTS2) separaron sus aislados en tres clados
bien soportados, uno de especieg\lernaria con pico filamentoso, el segundo con especies de
Alternaria de conidios pequefios, y especies Wecladiumy el tercer grupo con géneros
diferentes. de Hoog y Horré (2002) usando la vdiidn de la secuencid S, determinaron que
era posible distinguir entré\. alternata y A. infectoria (las especies mas importantes
longicatenadas) por las diferencias en este dopsimoembargo concluyeron que varias taxones
como A. tenuissimano eran facilmente distinguibles de alternata usando este método.
Afirmaron ademas, que la carencia de melanizacibnaislados deA. infectoria conduce
frecuentemente a identificaciones erroneas de dialstados.

En todas las filogenias los aislados clasificadasfoibgicamente comaA. alternata A.
tenussimaA. infectoriay A. brassicicolafueron genéticamente. Estos resultados contmadice
expresado por Pryor y Gilbertson (2000), Pryor Bigglow (2003), Hong et al. (2005), Andrew
et al. (2009) y Lawrence et al. (2013), quienesesuan cada uno de estos grupos como grupos
monofiléticos bien diferenciados, e incluso expmesgue A. infectoria se encuentra
filogenéticamente mas distante y esta mas cercamgnaros sexuales comdacrospora
(anomorfoNimbyg y Allewia (anomorfoEmbellisig. Pero se reitera que todos estos estudios han
sido incapaces de proveer un soporte fuerte paraokaofilia de las especies asexuales de
Alternaria o fuertes soportes para el orden de divergenciasdgrupos de especies descritos.
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Segun Lawrence et al, (2013), los caracteres niwimds conidiales son adecuados para la
delimitacién de muchas de las seccionesltiernaria, sin embargo se presenta una homoplasia
morfologica sustancial. Secciones morfologicameligtantes, combrassicicolay alternata y

el grupo de especianfectoria han experimentado hipotéticamente evolucion caerdge por
producir cadenas morfolégicamente similares, caglatea conidios pequefios, multicelulares,
pigmentados conidios. Por ejemplo, la secc#ternata 'y el grupo de especieasfectoria
producen cadenas de phaeodictioconidios que stumhrente idénticas a pesar de que estos
grupos son filogenéticamente divergentes (Lawrextad 2013). Entonces, se propone que en
nuestros resultados la inclusion de los aislados.dafectoriay de todos los aislados de
brassicicola dentro del mismo clado dalternata tiene que ver con limitacionesde la
determinacion taxonomica o variaciones de los tame morfolégicos mencionados
anteriormente, debidos a esta homoplasia.

Parece entonces, que el problema fundamentaltd&daomia dé\lternaria tiene que ver con el
agrupamiento de los aislados referidos como dedmmipequefios. Estos, de acuerdo con
nuestros resultados tampoco se separan por difasegenéticas. Pryor y Gilbertson (2000) no
pudieron encontrar variabilidad entre especiesadsetuenciéil S entre aislados d&. alternata

A. dauciy A. radicina Kang et al. (2002), estudiaron la posibilidad s#gparar aislados de
Alternaria de conidios pequefios que inclufanalternata A. tenussimgA. citri, A. arborescens

y A. pellucida a través del marcadbrS, pero encontraron que solamente fue posible segasa
clados, uno que incluyo los aisladosAleinfectoriay un gran clado en el que se agruparon el
resto de aislados. De manera menos evidente, Kaalg (€002), expresaron la formacion de un
grupo interno dentro del gran clado, formado pAotenuissimaOtros marcadores usados para
evaluar el grupo de conidios pequefos tampoco idanexitosos, como la subunidad pequeia
mitocondrial (mtLSU), betatubulina, actina, calmiaa, quitinsintasa, el factor de elongacion
alfa y el 1,3,8-trihidroxinaftaleno, evaluadas eestudio de Peever et al. 2004.

Un asunto mas que se deberia analizar, es la épade aislados de géneros asociados a
Alternaria dentro de las filogenias establecidas (Figuras343 3.5, 3.6). La naturaleza de estas
topologias tiene que ver con la similitud de lasusacias de cada uno de los cuatro marcadores
analizados entre estos géneros (Figura 3.2). Descke tiempo se ha discutido la cercania entre
estos generos. Pryor y Gilbertson (2000) estudiE®nelaciones filogenéticas enkkernaria 'y
géneros asociados, encontraron que las especiéitedearia y Ulocladium se disponen juntas

en un gran claddlternaria/Ulocladium por lo que, en su momento, sugirieron expandir la
descripcion morfolégica délternaria para incluirUlocladium De la misma manera, Pryor y
Bigelow (2003), describieron la cercania de espedieUlocladium con Alternaria. De los
estudios mas actuales se ha podido obtener infdma@liosa con relacién a la cercania de
varios géneros. Por ejemplo, Lawrence et al. (20@i8hcionan que el complejalternaria,
comprometeria varios generos, contembellisig Stemphylium Ulocladium entre otros. De
acuerdo con la mas reciente revision del génglternaria contiene 24 clados internos y seis
linajes monofileticos, Esto pone a los géneAdkewia, Brachycladium ChalastosporaChmelig
Crivellia, Embellisia Lewia Nimbya Sinomyces Teretispora Ulocladium Undifilum y
Ybotromycesen sinonimia corAlternaria (Woudenberg et al. 2013). No es de extraiar que
dentro de nuestras filogenias aparezcan variostds géneros supuestamente externos ocupando
espacios conjuntos con aisladosAdternaria.
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4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

i) Ninguno de los marcadores evaluados en estaliest@lt al, AOX COX1e ITS presenta
caracteristicas de Barcode para el gémdternaria, debido a la cercania filogenética de los
aislados analizados en este estudio, a la difetwdtala amplificacion y a la falta de secuencias
externas de grupos de grupos alejados.

i) La regionITS se presenta como un marcador molecular de inéerds taxonomia del género
Alternaria, pues a través de €l se pudo obtener un ordentam#&orde con los criterios
morfologicos, particularmente dentro del grupo deidios pequefios, el cual reviste la mayor
dificultad. Por lo que se sugiere continuar analia la utilidad delTS como marcador
taxonOdmico de la seccién de conidios pequefiocslteenaria.

iil) EI gen AOX sigue siendo promisorio como marcador taxonénpeoo deberia probarse en
primera instancia con aislados que hagan parteupmg distantes dentro del género, evitando el
uso de grupos comalternata en el que no existe claridad sobre la prevalemgalas
morfoespecies designadas hasta el momento. Derntarsdra deberia evaluarse sobrelos taxones
establecidos después de la redefinicion del géeatzada por Woudenberg et al. (2013).

iv) Fue posible una segregacion de los aisladosnerfoespecies, a partir de caracteristicas
difusas de sus conidios y de su patron de esmidulaSin embargo el sustento genético,
referido a la variacion de secuencias, por lo mepas los marcadores analizados, es
insuficiente para designar a los aislados pertenees a la seccidlternata,como especies.

v) La polifilia de algunos grupos dalternaria se debe a la inclusiéon dentro de la seccion
alternatade clados no cercanos filogenéticamentenfietoriay brassicicola como resultado de

la delimitacién morfolégica basada en caracterandpdasicos de los conidios. Debe tenerse
especial cuidado cuando se incluyan taxones deetgrupos previamente descritos, basados en
caracteres morfoldgicos potencialmente homoplasinda ausencia de datos moleculares.

vi) La sistematica deéilternaria, asi como la de géneros cercanamente relacionado
Ulocladium Embellisig Stemphyliumentre otros, esta llena de errores taxondmicbglde al
uso de caracteres morfologicos variables. Muchododetaxones ubicados por la similitud
morfologica podrian estar lejos filogenéticamente,que demuestra que algunos caracteres
morfolégicos de Alternaria y géneros relacionados pueden ser engafiosos yono s
filogenéticamente informativos.

vii) Este estudio revela la existencia de cladossigecies délternaria que no siempre estan
correlacionados con las agrupaciones morfologipas,lo que se hace necesario una revision
taxonomica del género particularmente dentro deetxionalternata que permita descartar la
polifilia que se presenta dentro de él y que perusionar especies que no posean el suficiente
sustento filogenético como para seguir siendo denadas como tales.

viii) El uso de filogenias a través genes simplesudentemente conduce a arboles pobremente
soportados debido al limitado niumero de sitiosrmitivos y al ruido estocastico que lleva a
hipotesis filogenéticas inadecuadas. Por lo que atlasde estudiar marcadores alternativos, es
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necesario establecer filogenias en las que se serdénformacion de los ya existentes.
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ANEXO 1. Protocolo de extraccion de ADN de hongaoddditos

1. Colectar el micelio crecido en 40ml de caldodeaud por filtracion al vacio usando
filtros Whatman N°1.

2. Pasar el filtrado a frascos de liofilizacidénongelar inmediatamente a -80°C (minimo
por 30 minutos).

3. Llevar a -20°C por 20 minutos.

4. Liofilizar hasta tener el micelio completameséeo (12 a 24 horas).
5. Macerar en seco el liofilizado hasta convertopolvo muy fino.

6. Tomar 100mg del polvo y colocarlo en un tuboesiorf nuevo.

7. Adicionar 1000uL de buffer de lisis (2% CTAB, 8BS, 250 mM NaCl, 200mM Tris-
HCIl pH 8.5y 25mM EDTA) precalentado a 65°C.

8. Homogenizar con vortex.
9. Aiadir 40pL de 2-mercaptoetanol por cada 500¢ budfer de lisis.
10. Homogenizar con vortex.

11. Incubar las muestras a 65°C por 2 horas. Honiznae por inversion suave, cada
10min los tubos.

12. Repartir 500 L del lisado en tubos eppendartdi(ae dobla la cantidad de tubos).

13. Adicionar un volumen igual (500uL) de fenolrofmrmo:isoamil (25:24:1). Invertir y
destapar para permitir salida de gases.

14. Centrifugar a 16,000 x g por 5min a temperatnnaiente.

15. Recuperar el sobrenadante (75% del total) da eao de los dos tubos eppendorf y
pasarlos a un solo tubo nuevo (aqui se vuelveax tensolo tubo por cepa).

16. Adicionar un volumen igual de cloroformo:isoh(@4:1).
17. Centrifugar a 16,000 x g por 5min a temperatnnaiente.
18. Recuperar el sobrenadante (75% del total) énhmeppendorf nuevo.

19. Adicionar un volumen igual de isopropanol f(53C). Mezclar suave por inversion y ver
aparicion de mota blanca.
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» Siaparece, sacar la mota a un tubo eppendorf reegv@00uL de etanol al 70% frio para
lavar el ADN.

* Centrifugar 5Smin a 13000rpm, descartar alcoholjgrogecar el pellet.

* Resuspender como sigue en el punto 24 de estecploto

20. Dejar precipitando a -20°C toda la noche.
21. Centrifugar a 16,000 x g por 10min.
22. Descartar el sobrenadante y observar pellatbla

23. Lavar el pellet con 200 pL de etanol al 70%scartar el alcohol y dejar secar el alcohol
remanente.

24. Resuspender el pellet seco en 50uL de buffekXE&ris-HCI 0.1mM y EDTA 10mM)
precalentado a 37°C. Si el pellet no resuspenday; d7°C por 1 hora.

25. Almacenar a -20°C.

ANEXO 2. Exito en la amplificacion de los 4 marcee® analizados. El color amarillo
corresponde a aislados que no pudieron ser angald& con ninguno de los cuatro locus, el color
azul para las que pudieron ser amplificadas coostaglos. El color gris corresponde a los
aislados usadas como referencia.

Locus

Aislado Altal| AOX| COI | ITS

1 X X

2 X X

5 X X

6 X

7 X X

9 X X

10
1 X[ X[ X [X]

12 X | X

13 X X

14 X X X
15 X [X[x[x]

16 X X X

17 X X

18 X X

19 X X

20 X X | X

21 X
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X

AS25

XXX X[ X

Muestras amplificadas
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% amplificacion

37,91
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D

2

/ 3 29
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280 400 410 420 40 450 470 40 40 494

s
=

ATTCAGATATACTAACATATTCEC AGCATCACCTATGTC GCTACCGCCACTCTTCCCAACTACTSCCOCGCTGGCGE TAAC GGCCCTA AGGACTTTGTC TGCC AGGG TGTTGCCG ACGCCTA
ATTCAGATATACTAACATATTCEE AGCATCAC CTATGTC GCTACCGCCACTCTTCCCAACTACTSC COCGCTGGOGG TAAC GGCCCTAAGGACTTTGTC TISCC AGGG TOTTGCCGACGCCTA
ATTCAGATATACTAACATATTCHC AGCATCAC CTATGTC GCTACCGCCACTCTTCCCA A\.TAI"'T\;C CGCGCT\JI;CGIJTAL!C GGCCCTAAGGACTTTGTCTGCC AGGG TETTGCCGACGCCTA
TTCAGATATANTARCATATTCEC AGCATCACCTATGTC GCTACCG@CACTCTTCC T —GA CCTAML TTTGRCTGCC EUG'FJ'ITGCFI;A GCCTA
TATACTRACATATTCCC AGCATCACCTATGTC GCTACMGC CACTCTTCCCAACT. GCCCTAAGG ACGCCT.
GATATACTARCATATTCCC AGCATCACCTAMGTC GCTACCGC CACTCTTCCC AACT! C
ATTCAG QTATACTLALATATTCC GCATCAC CTR.S'PC GCTACCGCCACTCTTCCCAACTI
ATTCAGATATACTA 'COC AGCATCACCTA CT CCACTCTTCCCAACT
ATTCAGA “ACT AACATATTCCC AGCATCACCTATGTC GCTACCGCCACTCTTCCCAACT,
ATTCAGATETACTAACATATTCCC AGCAT AL CTATGTC GCTACCGCCACTCTTCCCAACT!
TCAGATATACTAACATATTCCC RGCATCACCTATGTC GCTACCGC CACTCTTCCCAACT.
ATATFCIZCAI:CA'D"ACCTKTG C GCTAL'I' :CFALTFTI'L'I'CAA‘ T.

CGGTOTTGCCOACGCCTA
;G';TU'ITGCCG ACGCCTA
GCC’

GTGTTGCCGACGECTA
GTGTTGCCGACGCTA
GCC

GENTTECC AGCATCACCTA@GTC GCMACCIE CACTCTTCCC ACT
TCACCTA@GTC GCTACCGCCACMCTECCCAACTAC
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ANEXO 4. Alineamiento de las secuencias obtenidmsA®© X
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G ,s\lsswsl;——s-cnrcs— CEGTETAGETC-CTHCGE- TAGGGAC TCGATCC TEGL AL MEAGTETETCAG TEEIATATTATTETAC TARTARGC GAGARTAC ATACC ATCC ATTE
GTTGCATC TTEAGG AAG GARGATGCATTCETTCATTETARCTCTCTTCGAGTAGGEACTUGATC CTEGC AXAMAGTE TETCAGTGCECATATTATTETAC TAATRAGCGAGAATACATACCATCCATTE
GTTGCATETTAAEEAAI;R[‘EAD%G},TE[‘ATTEETTLhTTET,\E[‘TETETTEA:},DT,\EGG},ET[‘EAT[‘ETEEEALRT,\ET.TBTCABTDRCATATTRTTBT},[‘TA,\TAZL?CE GARTACATACCATCCATTG
GTTGEATCTTAAGGAAGACE AGEAGATGL ATTCGTTC ATTETAGC TCTCTTCGAGTAGGGAL TCGATC CTGGL ARATAGTITGTCAG TEACATATTATTG TAC TAATAAGCGAGAATAC ATACC ATE CATTE
GTTGCATCTTAAGGAAGACGAGRAGATGCATTCGTTCATTGTAGC TCTCTTCGAGTAGGGAC TCGATCC TGECAAATAGTIIGTCAGTGACATATTATTETAC TAATAAGCGAGAATACATACCATCCATTG
GTTGCATC TTAAGGAAGACGAGEAGATGCATTCRTTCATTGTAGC TCTCTTCGAGTAGGGAC TCGATCC THGE AAATAGTIT G TCARTGACATATTAT TG TAC TAATARGC GAGAATACATACCATCCATTE
GTTGEATCTTAAGGAAGACGAGEAGATGC ATTC CTTC ATTETAGC TETCTTCGAGTAGGGAC TCGATC CTEGCARATAGT TG TCAGTEACATATTAT TG TAC TARTARGCGAGARTACATACC ATC CATTG
GTTGCATCTTAAGGAAGACGAGRAGATGCATTCGTTCATTETAGC TCTC TTCGAGTAGGGAC TCGATCC TGECAAATAGTII GTCARTEACATATTAT TG TAC TAATARGE GAGAATAC ATACCATCCATTG
GTTECATCTTAAGG AAGACGAGEAGATGL ATTCGTTCATTGTAGC TCTCTTC GAGTAGGEAC TCGATCC TRGC AARTAGTIT G TCAGTGACATAT TAT TG TAC TARTAAGCGAGARTACATACCATCCATTE
GTTGCATCTTAAG GAGEAGATGE ATTCETTC ATTETARC TCTCTTCGAGTAGGEAC TUGATC CTEGC AAATAGTITGTCAGTGACATATTATTETAC TAATRAGCGAGAATACATACCATCCATTE
GTTGCATC TTAAGGAAGACGAGEAGATGL ATTCGTTCATTGTAGC TCTCTTCGAGTAGGGAC TCGATCCTRGC AAATAGTI G TCAGTEACATATTAT TG TAC TARTAAGCGAGARTACATACCATCCATTE
GTTGEATCTTAAGGAAGACE AGEAGATEL ATTCCTTC ATTETAGC TCTCTTCGAGTAGGGAL TCGATC CTGGL ARATAGTITGTCAG TEACATATTATTG TAC TAATAAGCGAGAATAC ATACC ATE CATTE
GTTGCATCTTAAGGAAGACGAGBAGATGCATTCGTTCATTGTAGC TCTCTTCGAGTAGGGAC TCGATCC TGECAAATAGTMIGTCARTGACATATTAT TG TAC TAABAAGCGAGAATACATACCATCCATTE
GTTCCATCTTAAGGAAGACGAGAAGATGCATTCETTCATTGTAGC TCTCTTCGAGTAGHGAC TCGATCC TGEC AAAMAGTG TETCACTCRCATATTAT TG TAC TAATAAGCGAGAATACATACCATCCATTE
GTTGCATC TTAAGGAAGACGAGAAGATGCATTE GTTE ATTETAGC TETCTTC GAGTAGHGAC TCGATO L TEGL ALAMAGTETETCAGT CECATATTAT TG TAC TARTARGCGAGARTAC ATACL ATCCATTE
GTTGCATCTTAAGGAAGACGAGAAGATGCATTCGTTCATTETAGC TCTC TTCGAGTAGGGAC TCGATCC TEECAAAMAGTG TG TCARTEMCATATTAT TG TAC TAATARGE GAGAATAC ATACCATCCATTG
BTTBEATL‘TTM\EEAA&!EEAB!ABATELATTEETTCATTET\ECTETETTLB}BT\&GB}l:T[‘EATLETEELJ\AI\IAETETBTEAETBEEAT}TTATTBT}LT\MAnB[‘EABAnT\LAT}EE ATCCATTG
26 AAGACGAGAAGATGCATTCETTEATTETAGE TCTC TTE GAGTAGGGAC TCGATE CTEEE ALAMAGTE TETCAGTGHCATATTAT TG TAC TARTAAGCGAGARTAL TUCATTE
AGATGCATTCETTCATTETAGC TCTCTTCGAGTAGEGAC TCGATCC TGGC AAA .\:'rc'r;'rcas'rslcnnrursntntrnscce.snncnncc ATCCATTE
GTTGCATC TTAAGGAAGACGAGARGATGLATTCGTTCATTGTAGC TCTCTTCGAGTAGGGAC TCGA AAANAGTGTETCAGTGHCATATTAT TG TAC TABTAAGCGAGAATACATACCATCCATTG
GTTGCATCTTAAGGAAGACGAGAAGATGCATTCGTTCATTGTAGC TCTCTTCGAGTAGGGAC TCGATC L TGECAAAMAGTETGTCARTGECATATTATTETAC TARTAAGCGAGAATAC ATACCATCCATTE
GTTGCATCTTAAGGAAGACGAGAAGATGCATTCETTCATTGTAGC TCTC TTCGAGTAGGEACTCGATCC TGEC AAAMAGTE TETCACTCRCATATTAT TG TAC TAMTAAGCGAGAATACATACCATCCATTE
GTTGUATC TTAAGGAAGACGAGAAGATGC ATTCGTTCATTGTAGC TCTCTTC GAGTAGGGAC TEGATC C TEG- AAAMAGTEEG TCAGEG - - IGMMMNGT T6TAC TARTAAGCGAGARTACATACC ATE CATTG
GTTGCATCTTAAGGAAGACGAGAAGATGCATTE GTTCATTETAGC TCTC TTCGAGTAGGGAC TCGATCC TEEC AR AMAGTGTETCARTGECATATTAT TG TAC TARTARGLGAGARTAC ATACCATCCATTG
GTTECATCTTAAGGAAGACGAGAAGATGCATTE GTTCATTETAGC TETC TTCGAGTAGGGAL TCGATC CTEGC AAATAGTE TG TCAG TEACATET TAT TG TAC TARTAAGCGAGAATAC ATACC ATCCATTE
GTTGCATCTTAAGGAAGACGAGAAGATELATTC GTTC ATTETAGC TCTCTTC GAGTAGGEAL TEGATE CTEGE ARATAGTETGTCAG TEACATEITAT TG TAC TAATARGIGAGAATAC ATACCATL CATTE
GTTGCATCTTAAGGAAGACGAGAAGATGCATTCGTTCATTETAGC TCTCTTCGAGTAGEGAC TCGATCC TGECAAATAGTETETCAGTGACATEITAT TG TAC TARTARGCGAGARTAC ATACCATCCATTE
GTTECATCTTAAGGAAGACGAGAAGATECATTCGTTCATTETAGC TCTC TTCGAGTAGGGAC TCGATC CTGEC AAATAGTE TCTCAE TEACATET TAT TG TAC TAATAAGC G AGAATAT ATACC ATCCATTE
GTTGCATCTTAAGGAAGACGAGAAGATECATTE GTTC ATTETAGC TCTCTTCGAGTAGGGAL TCGATE CTGGCARATAGTCTGTCAG TEACATEITATTETAC TAATARGCGAGARTAC ATACC ATECATTG
GTTGCATCTTAAGGAAGACGAGAAGATGCATTCGTTCATTRTAGC TCTCTTCGAGTAGGGAC TCGATCC TGELAAATAGTETETCARTGACATRI TAT TG TAC TAATARGCGAGARTACATACCATCCATTG
GTTECATCTTAAGGAAGACGAGAAGATGCATTC GTTC ATTETAGC TETC TTC GAGTAGGGAL TCGATC CTEGC ARATAGTETGTCAGTGACATEI TAT TG TAC TARTARGCGAGARTACATACC ATC CATTG
GTTGCATCTTAAGGAAGACGAGRAGATGCATTC GTTCATTETAGC TCTCTTCGAGTAGGGAC TCGATC L TEECARATAGTGTETCARTFACATEI TAT TG TAC TAATARGL GRGARTAC ATACCATCCATTG
GITGCATHTTAAGGAAGACGAGAAGATGCATTCGTTCATTETAGC TIT M TRCAGTAGGGAC TCGATCC TEGCAAATAGTE TETCAG TGACATEI TATTE TAC TARTARGCGAGARTAC ATACCATCCATTE
GTTGCATCTTHAGGAAGACGAGAAGATGLATTCETTCATTETAGE TCTC TTCGAGTAGGGAC TCGATCC TEGC MAANAGTG TG TCAGTGACATMI TAT TG TAC TAATAAGCGAGAATACATACCATCCATTE
GTTGCATC TTEAGMAAGACMAGAAGATGC ATTCGTTC GTTETAGC TCTC TTCMAGT, l;s;lrclrrccTsumnwrclsrcmlncumlursntl.nl AGCEACABMMACATACCATCCRTTE
GTTGCATC TTEACHAAGACHAGAACATGCATTCCTTCETTCTAGCTCTC TTCMAGTANGCAMrclMATC C ToCMEAGMAC TG TCAT) AABACATACCATCCETTE
GTTGCATC TTEAGMAAGACMAGAAGATGO ATTC GTTC GTTETAGE TCTC TTCMAG T ANGGA M CHATC [ To o MEAGEAGTCHG TUAR ACATACCATCCRTTE
GTTGCATCTTEAGGAAGACMAGHACETGCATTCGTTCETTATAGC TCTCTTCGAGTANMGAMTCG AT C THGC BAGTAGTE T THAG MG ACATRT TRTT-~- lnrmsccnseﬁ'r).ca'racc)\'rc(n"rs
GTTCCATCTTEACGAACACHAGHACETCCATTCCTTCETTCTAGCTCTCTTC CAGTANMCARrccATe C THCCHABTACTCTC THRAGHGACATRT THT T- -~ CHAATEACCCACARTACATACC ATC CATTG
GTTECATC TTRAGGAAGAC CACEAGETGOATTO G TTC BT TETAGC TCTC MTCCAGTANMBGAC TCGATE C THEC BAGTANT IENTEACHCACABET TET 7o THCMAANA A CEAMAATAC BTACCATCICATTE
140 150 160 170 180 100 200 210 200 2an 240 2601 260

TG GCTTCATTCGTUTCATTGAGTEC AAATETCGARGT ATECCAGUTACCATGICGGGTIAT GECAGUAALACTO T AAAARGACGTTCCGGATCAG MIATTTMIC TTCGTTCATEGUAARRGCOTTTICGC
TCECGUTTCATTCGTCTCATTGAGTECAAATETCGAAGCATECCAGCTACCATGCCEEGCALGUCABCAACACTCTCCARAAAGALGTTCCEEATCAGEIATTTMICTTC6TICATEGCAARAGCCTTICGE
TCGCECTTCATTCGTCTCATTGAG TECAAATETCGARG T ATGCCAGCTACCATGCCGEGUACGCCAGC AACAC TITCCAAAARGACETTCCEGATCAGGTATTTTICTTCCTTCATEGE
TG GETTCATTEGTCTCATTGAGTGCARATCTCGAAGI ATECCAGETACCATGCCGGGUATGOCAGC AACAC THTCCARAARGACGTTC CGGATCAGGTATTITIC TTCGTICATERD
TCECEETTCATTEG TCTCATTGAG TELAAA TG TEGAAGT ATEECAGL TACCATGCCRGGTACGECAGLAACACTIITCCAAAAAGACGTTCCEEATCAGETATTTITCTTCGTTICATEECAARAGCCTTICGE
TCGCGCTTCATTCGTCTC ATTGAGTEC AAATETCGAAGC ATECCAGCTACCATGCCGGGCACGICARC AACACTIICCARRARGACGTTC CGGATCAGGTATTTTTC TTCRTTCATEECAAARGCC TTTC 60
TCECGETTCATTEGTCTC ATTGAGTEC ARATETEGARAGC ATECCAGLTACCATGCCEGGIACGOCAGCAACAC TIITCCARARAGAC ETTCCGEATCAGETATTTTTICTTCETTICATEGCAARRECCTTICGC
TCECGETTCATTEG TCTCATTGAG TECAAATE TEGAAGI ATGECAGCTACCATG L GGGIACGECAGCAACAC TITC CAAAAAGACETTCCEGATCAGGTATTTITCTTCGTTCATEGCAAAMGLCTTTERE
TCGCGCTTCATTCGTCTC ATTGAGTGC AAATETCGARGT ATGCCAGUTACCATGCCGGGCACGOCAGCAACACTIITC CARAARGACGTTC CGGATCAGGTATTTTTC TTCGTTC ATEGCAARRGCC TTTC 60
TCECGUTTCATTCGTCTCATTGAGTRCARATETCGAAGEATGCCAGUTACCATGCCEGGLALGED ACACTETC CAAARAGACGTTCCGGATUAGGTATTTITCTTUGTTCATE G AARAGCOTTTCGC
TCECECTTCATTOGTCTC ATTGAG TEC AAATETCGARGC ATECCAGCTACCATECCEGECACGCCAGCAACACTINICC AAAARGACETTC CEGATCAGGTATTTTTC TTCETTCATEGC AAARGCC TTTICRT
TCECECTTCATTOGTCTE ATTGAGTECARATETOGAAGE ATECCAGCTACCATGCCGGGLAT GOCAGC AN AL TINTC CARAARGACGTTC CEEATCAGETATTITTC TTCGTTCATEGCAARAECCTTTIEE
TCECEETTCATTCGTCTCATTGAGTECARATETEGAAGEATECCAGC TACCATGCCEGGIACEECAGCAACAC TITCCARAARGACETTCCGEATCAGETATTTTTCTTCRTTCATEGCAARAGCOTTICGE
TCECECTTCATICG TCTC ATTGAG TECAAATETCGAAGCATECCAGCTACCATGC CGEGLACECCAGC AACACTC TCCAARAAGACCTTCCGGATCAGGTATTITTCTTCETTCATCECARAMGCCTTICEC
TCECGETTCA TG TCTC ATTGAG TEL ARATETEGAAGE ATERCAGLTACCATG L CEGGCALGOCAGLAACAC IO TCCARARAGAC GTTCCGEATCAGETATTITTICTTCGTIC ATEGCAARRECCTTTICG6C
TCECGETTCATIKG TCTC AT TGAG TECAAATE TEGAAGI ATGECAGC TACCATG L GGGIACGECAGLAACAC TC T CAAAAAGACETTCCEGATCAGGTATTTITCTTCGTTCATEGCAAAAGLCTTTERE
TCECGUTTCATTCG TCTCATTGAGTECAAATGTCGAAGCATGCCAGCTACCATGC CEGGCACGCCAGCAACACTIITC CAAAARGACGTTCLGEATCAGGTATTITTC TTC6TTC ATEGCAAAAGCC TTTCRC
TG GUTTCATTUGTOTC ATTGAGTGUAAATGTUGAAGT ATECCAGUTACCATGCCGEGLALGED ACACTETC CAAARAGACGTTCCEGATU AGGTATTTITCTTUGTTCATE GEAAAAGCO TTTEGD
TCECECTICATTCG ICTCATTGAGTGCAAATGTCGARGTATECLAGCTACCATGECGGETACECCAGCAACAC TITCCAAAAAGACETTCCEEATCAGETATTTTICTTICGTTCATEGCAAARGCCTTICRE
TCGCGCTTCATTCGTCTC ATTGAGTGCARATETCGAAGE ATGCCAGC TACCATHC CGGGCACGCCAGCAACAC THTCCARAARGACGTTCCGEATCAGGTATTITTC TTCETTCATEGA C
TCECECTTCATTEGTCTCATTGAGTECARATETEGAAGEATECCAGC TACCATGCCEGGIACEECAGCAACAC TITCCARAAAGACETTCCGEATCAGETATTTTTCTTCRTTCATEGCAARAGCCTTICGE
TCGCGECTTCATTCGTCTC ATTGAG TEC AAATETCGAAGE ATENCACCTACCATGCCGEGACENCARC AACACTIICCAARARGACETTCCGGATCAGGTATTITTC TTCRTTC ATEECARARGCC TTTC A0
TCEEGCTTCATTCGTCTCATIIGAG TECAAA TG TLGAAGCATGCCAGCTACCATGL CGGGCACGCCAGL AACAC TIRIC CAAAARGACGTTCLGGATCAGGTATTTTTCTTUGTTCATEGCAAARGCCTTTCLC
TCECECTTCATTEGTCTC ATTGAG TECAAATETEGARGI ATECCARCTACCATG LU EGGCACECCAGCAACAC TITCCARARAGACETTCCEEATCAGETATTTTTCTTCRTTCATEGCAARARCCTTICRE
TCECGCTTCATTCGTCTCATTGAGTGC AAATETCEAAGTATGCCAGCTACCATGCCEEGUAL GCCAGCAACACTC TCCAAAARGACETTCCGGATCAGGTATTTTTCTTCGTTC ATEGEAARAGCC TTTICGL
TG U TTCATTUG TOTC ATTGAG TEUAAATGTUGAAGT ATECCAGUTACCATGCCGGGUALGUCAGLAAACTOTCCAAAAAGA GTTCCGEATCAGGTATTTT IO TTUGTICATEGCAARAGCOTTTILGE
TCGCECTTCATTCGTCTCATTGAGTECAAATETCGARGCATECCAGCTACCATGCCGGETACGCCAGCAACACTC TCCAARARGACGTTCCGGATCAGETATTTTICTTCGTICATEGC RAARGCOTTTICGT
TCErGCTTCATTCETCTC ATTGAG TECAAATETCGAAGC ATGCCAGC TACCATECCGEGCACGCCAGL AACACTC TOCARAARGACGTTCCGGATCAGGTATTTTTC TTCETTCATEGCAARAGCCTTTICET
TCGCGETTCATTEGTCTC AT TGAGTGLAAATCTEGAAGT ATEECAGE TACCATG U CGGGTALGECAGE AACACTE TCCAAAARGALGT I CGEATCAGGTATTTT IO TTCGTICATEGCAARAGCOTTTCGE
TCGCGCTTCATTEGTCTCATTGAG TECAAATGTCGAAGC ATECCAGCTACCATGCCGGGCACGUCARC AACACTO TOCAARAAGACGTTCCGGATCAGGTATTTTTIC TTCRTICATEGCAAARGCOTTTICGC
TCGCGCTTCATTEGTOTC ATTGAG TECAAATETEGARGC ATGECAGCTACCATGC CGGGCACGECAGL AACACTC TCCARAAAGACGTTCCGGATCAGGTATTTTICTTCGETICATEGCAARRGCCTTTCGE
CECGCTTCATTCGTCTCATTGAGTGC AA GCATGCCAGCTACCATGC U GGGCACGECAGC AACALTC T CAAAARGACGTTCCGGATCAGGTATTTTICTTCGTTCATRGOAARARCCTTTCGC
TCGCGUTTCATTCGTCTCATTGAGTGCAAATETCGARGTATECCAGU TACCATG I CGGGTACGCCAGCAACACTC TCCAAAARGACETTCCGGATCAGETATTTTTC TTC6TTC ATEGUAARRGCCTTTICGC
TCEEGUTTCATTCGTCTCATTGAGTECABATGTUGAAGCATGCCAGCTACCATGC CHGGTACGCTAGLAACACTC TCCAAAAAGACGTTCLGEATCAGGTATTTTTCTTU6TTCATEGCAARAGCCTTTEGC
TCECECTTCATECGTCTC ATRGAG TECARATETCGARGC ATECCMEC TACCATGCCGGGMAC ECCAGCAACACTCTCCAABARGACETTCCCMATCAGIMIATTTTIC TTCGGTCATIEC AARRECCTTICRE
TCECGCTTCATEG TCTCATIGAGTECAAATCTCGAAGCATCCCMGCTACCATECCGGGMACCCCAGCAACACTC TC CAAMARCACCTTCCCMATCAG AT TITTC TTCCMICATIGCAARAACCCTTTCEC
TCECGETTCATEEGTCTC ATRGAGTELARATETEGAAG ATEr CMEC TACCATG L CEGGMAC EOCAGL AACACTE TCCAABAAGALGTTC CoMATCAGITATTTT IO TTCG BICATIEC AARAGCC TTTC GE
e GCTTCATTEGTCTCATTGAMTGCAAA TG TEGAAGLATECCAGCTACCATGICGGGMACGCCAGCAACACTCTOCAARARGAC T TC CcGMATCAGIITATTTTICTTCGTTCATIECAAARGCCTTICRE
TCREGUTTCATTCGTCTCATTGAMIGCAAATC TUGAAGCATCCCAGCTACCATG L CCGGIMACCCCAGL AACACTC TCCAAMARCAC I TCCCMATCACIATTTTTCTTCGTTCATIGC AAARCCC TTTCLL
TCECEETTCATTEGTCTC ATTGAG TG AAATETEGAAGE AT AR TACCATG L ClGGCAC GOCAGC AAC AL TE T CAABAAGACETTC CoMATC AG T AT TTRTC TTCGTTCATEGC AARAGE

270 280 200 300 310 320 330 340 350 360 370 380 300 304

¢

TTEGICAGTGEATC TTTAGCATCCACGTE CALAGCE TTC TEATGC TTRTATC CAGTTGC TTTATC GAGAL CCC AR G TAGGATC TTGACEEC CATGAGEEEGALC TTETCAGAL ATEGTE TTORCTTE 6L
TTEECCAGTGEATC TTTAGCATCCACETCCACAGCETTC TEATGC TTETATC CAGTTGC TTTATC GAGACCCC A G TAGGATCTTGACEEI GATGAGEECGALC TTETCAGACATEGTOTTCRCTTLGE

TTEGCCAGTCGATC TTTAGCATCCACGTCCACAGCC TTC TGATGC TTGTATCCAGTTGC TT THTCGACACCCCAGCETACGATC TTCACGECGATCAGGECEACC TTITCAGACATEETC TTCECTTCED
TTEGCCAGTGEATE TTTAGCATCCACGTO CACAGCE TTC TEATGC TTETATC CAGTTGC TT TRTC GAGAC COR AGL ETAGGATL TTGAC BRI GATGAGEECGACC TTETCAGACATEGTC TTCRCTTLGE
TTEGCCAGTGEATE TTTAGLATCCACGTCCACAGCE TTC TEATGC T TG TATCCAGTTGC T TRTCGAGACCCCAGE GTAGGATCTTGACGEIGATGAGEECGALCTTETCAGACATGETC TTCG6CTTCGE
TTEGCCAGTEGATC TTTAGCATCCACGTCCACAGCCTTC TEATGC TTGTATCCAGTTGC TTTHTCGAGACCCCAGCETAGGATC TTGACGECGATGAGGECGACCTTGTCAGACATEGTC TTCGCTTCGE
TTEGCCAGTGEATC TTTAGEATCCACGTOCACAGCCTTC TEATGC TTETATC CAGTTGC TTTHTC GAGALCCCAGLETAGGATC TTGAC BRI GATGAGGECGACCTTETCAGACATEGTE TTCRCTTLGE
TTGECEAGTGEATC TTTAGCATCCACGTCCACAGLC T TC TEATGCTTRTATCLARTTGC TT TRTCGAGALCCCAGCETARGATCTTGACEEIGATCAGGGEEEALCTTETCAGACATEGTCTICECTTLRE
TTEGCCAGTGGATC TTTAGCATCCACGTCCACAGCCTTCTGATGC TTGTATC CAGTTGC TTTRTCGAGACCCCAGC6TAGGATC TTCACGEL GATGAGGECGACCTTETCAGAL ATEGTC TTCGCTTEGC
TTEECCAGTGEATC TTTAGCATCCACETCCACAGCETTC TEATGC TTETATC CAGTTGC TTTRIC GAGACCCCAGL G TAGGATCTTGACEE GATGAGEECGALC TTETCAGACATEGTOTTCRCTTLGE
TTEGCCAGTCGATC TTTAGCATCCACGTCCACAGCC TTC TGATGC TTGTATCCAGTTGC TT THTCGACACCCCAGCETACGATC TTCACGECGATCAGGECEACCTTETCAGACATEETC TTCECTTCRE
TTEGCCAGTGEATE TTTAGCATCCACGTO CACAGCE TTE TEATGC TTETATC CAGTTGC TT TRTC GAGAC COR AGL ETAGGATC TTEAC BRI GATGAGEECGACC TTETCAGACATEGTC TTCRCTTLGE
TTGGCEAGTGEATC TTTAGEATCCACGTCCACARCCTTCTRATGC TTETATCCAGTTGC TT TRTCGAGACCOCAGL GTAGEATI TTRACGEIGATGAGEECGALC TTETCAGACATEETC TTCGCTTLGE
TTEGCCAGTEGATC TTTAGCATCCACGTOC A CTTCTGATGC TTGTATCCAGTTGC TTTHTCGAGACCCLAGL G TACGATC TTEACGELGATGAGGGLGACCTTETCAGACATEETC TTCECTTCGD
TTEECEAGTGEATE TTTAGEATCCACGTO CACHGECC TTC TEATGC TTETATC CAGTTGC T THTC GAGACCCCAGL ETAGEATC TTCAC B BATGAGGECGALC TTETCAGADATEGTE TTCRCTTL 6L
TTGECEAGTGEATC TTTAGCATCCACETCCACMGEC TTC TEATGCTTRTATCLARTTGC TT TRTCGAGALCCCAGCETARGATCTTGACEEIGATCAGGGEEEACCTTETCAGACATEGTCTICECTTLRE
TTEGCCAGTGGATC TTTAGCATCCACGTC CACRGCCTTCTGATGC TTGTATC CAGTTGC TTTATCGAGECCCCAGCGTAGGATC TTEACGEL GATGAGGGCGACC TTETCAGAL ATEGTC TTCECTTL
TTEECCAGTGEATC TTTAGCATCCACGTC CACBECE TTC TEATGC TTETATC LAGTTGC TTTATC GAG BN COCAGL G TAGEATC TTEACEEr GATGAGGECGALC TTETCAGAC ATEGTC TTCRCTTLD
TTEGCCAGTGGATE TTTAGCATCCACGTCCACRGCC TTC TEATGC TTETATCCAGTTGC TT TATC GAG B COCAGL G TAGEATCTTGACEErGATGAGEECEALCTTGTCAGACATEGTC TTCECTTLRD
TTEGCCAGTGGATC TTTAGCATCCACGTC CACEGCCTTC TGATGC TTGTATCCAGTTGC TTTATCGAGEC Ccoe GTAGGATCTTGACGECGATGAGGECGACCTTETCAGA GTCTTCECTTOGC
TTGECEAGTGEATC TTTAGEATCCACGTCCACKECE TTCTEATGC TTETATCCAGTTGC TT TATC GAG B COCAGL G TAGEATI TTRACGEIGATGAGEECGALC TTETCAGACATEGTC TTCGCTTLGE
TTEGCCAGTEGATC TTTACCATCCACGTCCACEECCTTC TEATGC TTGTATC CAGTTGC TTTATC GAGECCCCAGCETACGATC TTCACGECGATGAGGELUGACCTTGTCAGACATEETC TTCCCTTCGE
TTEGCLAGTGGATE TTTAGLATCCACGTCCACHGCCTTC TGATGC TTGTATC CAGTTGC TTTATCGAGECCCCAGCETAGGATC TTEAC GG GATGAGGGCGACCTTGTCAGACATEETC TTCCCTTCIE
TTEECCAGTGEATCTITARCATCCACETOCAC ABCETTCTEATGC TTRTATC CARTTGC TTTRTCGAG B CCC AGL ETARGATC TTEACEECGATGAGGECGACC TTETCAGACATEGTU TTCRCTTLGE
TTEGCCAGTGGATC TTTAGCATCCACGTC CACAGCC TTC TEATGC TTGTATC CAGTTGC TTTATC GAGAC COCAGC GTAGGATC T-ACGED GAN GEGACCTTETCANACHTCGTCRTCC T Te G
TTGGCCAGTGGATE TTTAGCATC CALGTC CACAGCETTC TEATGC TTETATC LAGTTGC TTTATC GAGAL CCCAGL G TAGGATI TTGAC GG GATGAGGEEGALC TTETCAGACATEGTC TTCRCTTOGD
TTGGCCAGTGGATC TTTAGCATCCACGTCCACAGCC TTC TEATGC TTETATCUAGTTGC TTTATCGAGAL COCAGL G TAGGATC TTEACEECGATGAGGECGACC TTETCAGACATEGTC TTCECTTLGRD
TTEECCAGTGEATC TTTAGCATCCACGTCCAC AGCCTTC TEATEC TTE TATCCAGTTGC TTTATC GAG AL COC AGCETAGGATC TTEACCEC GATGAGGECGACCTTETCAGA ETCTTCECTTCGE
TTGGCEAGTGEATE TTTAGEATCCALGTOCAL AGCE TTC TEATGC TTGTATCCAGTTGC TTTATCGAGALCOCAGL GTAGEATI TTGAL Gl GATGAGGEUGACT TTETCAGACATGGTC TTCGCTTOGE
TTGECCAGTGGATC TTTAGCATCCACGTOCACAGCCTTC TEATGC TTETATCCAGTTGC TTTATCGAGACCCrAGC FTAGGATC TTGACGECGATGAGGGEOGACC TTETCAGACATEGTCO TTCRCTTOGE
TTGEECCAGTEEATE TTTAGEATCCACGTCCAC AGCCTTC TEATGC TTETATC CAGTTGC TTTATC GAGACCCC AGL GTAGEATC TTEAC G6C GATGAR GECGACC TTETCAGACATEGTE TTC6CTTCGE
TTGECCAGTGEATC TTTAGCATCCACETCCAC AGCE TTC TRATGC TTRTATC CAGTTGC TTTATC GAGAL UL AGCGTARGATC TTEACGEC GATGAGGECGACC TTETCAGACATRGTU TTCRCTTLGE
TTGECCAGTGGATC TTTAGCATCCACGTCCADAGCC TTC TEATGC TTETATC CAGTTGC TTTATC GAGAC CCLAGL GTACGATC TTCAC GEC GATGAGGEEGACC TTETCAGAC ATEGTC TTCRCTTCGD
TTeGCC AT G ATC TTTAGCATCCACGTC CACARCC TTCTEATGC TTG TATC CAGTTGC TTTATC GAGACCCCAGCETAGGATC TTEAC GEC GATFAGGECGACCTTETCAGRI ATEGTC TTCRCTTC GO
TTEGCCAGTG CETCTIT@ECATCCACETCCACAGCC TTC TEATGMTTETATCCAGTTGC TTTATC GAGACCOCAGE CMACMATC TTGACMEC GATGRGEECGACC TTETCRGACATEGTO TTCRCTTORD
TTEGCCAGTCCEMTC TTTE@ECATCCACGTC CACAGCCTTC TEAT! TETATCCAGTTGC TTTATC GAGACCOD & ACHATC TTEACGEC GATGAGGGOGACC TTETCEGACATERTC TTOECTTCGC
TTGHCCAGTSEEIE TTTEGCATCCAL GTCCACAGEC TTC TGATGRTTGTATC CAGTTEC TTTATC GAGAC COCAGE ClARMATC T AL GECGATCAGGGEGACE TTGTCEEAC ATEGTE TTCECTTL 6L
TG A TEBETIT TG caTCC ACHTC CACAGCCT IO TRATGC TTETATCCAGTTGC TTTATCMAG ACCCCAGL G TAGGATC TTIACGECGATGAGEEOGACC TTETCEGACATEGTO TICECTTLGE
TTRCECAGTEETHT TTECCATCCACHITC CACAGCC TTC TEATGC TTG TATC CAGTTGC TTTATCMAGACCCCAGCETACCATC TTIACCCLGATEAGGECCACCTTETCMGACATCETE TTCCCTTOGE
TTEECCAGTGEATE TTTAGCATCC ACHTO CAC ABCE TTC TEATGMT TR TATC CARTTGC TTTATCMAG AL CCC AGC G TAGMATC TTIAC GEC CATCAGGECMALC TTETCEGALATRGT U TTERCTTLGE
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ANEXO 5. Alineamiento de las secuencias obtenidas3O X1

20 3o 40 a0 B0 70 B0 o0 100 120 130
Consensus
Covarage g e e
1 Alternana |r|fg[_mng cggn 405 CTGCTEAAGDAAATAATATTAATTTG T6 TAATCTTATTCL AGGGUTTCTC ATATTAAATG TAGT TG TCATEAAATTCATAGCC CCAAGTARAC TTGATATAC CAGARAGRTETARTC ARAGATAGT TAEATC C AL
2. Cunvulari 21/-4 CTGCTCAG-CAAATARTATTAATT TG TG TAATCTTATTCL AGGGCTTCTC ATATTAAATGTAG T TG TCATGRAATTCATAGCCCCAAGTAAACTTGATATAC CAGARAGATGTARTCC AMAGATAGC TRAATC CR
3. A Emg[a ga\sen c23|1,.105 CTGCTCAAGCAAATARTATTARTTTG TG TARTCTTATTCC AGEGLTTCTC ATATTARATG TAGT TG TCATGARATTCATAGCCECAAGTARACTTGATATAC CAGARAGATE TARTCC ARG AT AGE TRAATC CAC
4. Alternaria_astragali_C16_1/1-405  CTGCTCAAGCARATAATATTAATTTG TG TAATCTTATTCCAGGECTTCTC ATATTARATG TAG TTGTCATGAAATTCATAGEC COXAGTAAAC TIGATATAC CAGAAAG ATE TAATCC AAAGATAGC TAAATC C AT
5. Alternaria_alstroenieriae. (;25;1 403 CTGUTCAAGCAAATAATATTAATTTG TG TAATCTTATTCC AGGGCTTCTE ATATTAAATG TAG TTGTCATGARATTCATAGEC CCARGTARACTTFATAT. GAAAGATETARTCC ARAGATAGCTARATC CAC
& Alternaria_geophila_C3071-4 CTGOTEAAGCUARATARTATTAATT TG TG TAATCTTATTCC AGG GO TTCTC ATATTAAATGTAGT TG TCATGAAATTCATAGCC CCAAGTARACTTGATATACCAGARAGATGTAATCC ARAGATAGC TA) ATC CAT
7. Altemaria_pellucida_CBC/1-4 CTGCTCAAGCAAATARTATTARTTTG TG TAATCTTATTCC AGEGCTTCTC ATATTAAATGTAGTTE TCATEAAATTCATAGCC COAAGTARACTTGATATAC CAGARAGATETARTCC ARAGATAGC TAAATCC R
8. Altemaria Erucwl\ ifalicae c4011 405CTGETCAAGCAAAT AATATTAATTT6 TG TAATCTTAT TCC AGGECTTCTE ATATT AAATE TAG T TG TCATGAAATTCATAGEC CCARGTARAC TIGATATAC CAGARAGATE TAATCC AAAGATAGC TAAATE CAT
a_ Alternaria_colombiana_C15/1-4 CTGCTC AAGCAAATAATATTAATTTE TG TAATCTTATTCC ARG GCTTOTC ATATTAAATE TAGT TG TC2 CATAGCCCCAAGTARACTTGATATAC CAGAAAGATE TAATCOARAGATAGE TAAATCC AT
10, Alternaria_daucicaulis_c11/1- 405 CTGOTCAAGCAAATARTATTAATT TG TG TAATCTTATTCE AGGGCTTCTC ATATTARATETAGT TG TCATGAAATTCATAGCC CCAAGTAAACTTGATATAL CAGARAGATETARTCC ARAGATAGC TARATC C A
11. Embellisia_sp_C1/1-405 CTGCTCAAGCAAATARTATTAATTTG TG TAATCTTATTCC AGEGLTTCTC ATATTAAATETAGT TG TCATGARATTCATAGCCECAAGTARACTTGATATAC CAGARAGATE TARTCC ARRGATAGE TARATC CAL
12. Curvularia_sp_C20/1-405 CTGCTCAAGUAAATAATATTAATT TG T6 TAATCTTATTCL AGGGLTTCTCATATTAAATG TAG TTG TCATGRAATTCATAGCC ECAAGTARACTTGATATAC CAGARAG AT TARTCC ARAGATAGE TRAATC CAC
13. Alternaria_asiragali_C18/1-405 CTGCTCAAGCAAATARTATTAATT TG TG TAATCTTAT TCL AGGGCTTCTC ATATTAAATGTAGTTE TCATGRAATTCATAGCCECARGTARACTTGATATAC CAGARAGATETARTCC ARAGATAGE TRAATC CAC
14. Alternaria_brassicicola_C41/1-405 CTGCTCAAGCAAATAATATTAATT TG TG TAATCTTATICC ARG GCTTCTC ATATTAAATG TAGTTG TCATGARATTCATAGCC COAAGTANAC TTGATATAC CAGARAG ATGTAATCC AAAGATAGC TAAATC CAC
15. Alternaria_brassicicola_C28M-405 CTECTCAAGCAAATAATATTARTT TS TG TAATC TTAT TCC AGE GO TTCTC ATATTARATE TAGTTGTC ATGARATTCA TAGEC COARGTARAL TTGATATAC CAGARAGATETARTCC ARAGATAGC TAR AT C &
16. Alternaria_alternata_C31/1-405 CTGCTCAAGCAAATAATATTAATT TG TG TAATCTTATTCC AGGGCTTCTC ATATTARATGTAGTTETCATGARAATTCATAGCCECAAGTARACTTGATATAC CAGARAGATETARTCC ARAGATAGE TARATE CAL
17. Alternaria_godetiae“C13/1-405 CTGCTEAAGCARAATAATATTAATT S TG TAATCTTAT TCL AGGGLTTCTC ATATTAAATG TAGTTE TCATERAATTCATAGCC CCARGTARRC TTGATATAC CAGARAGRTETARTCC ARAGATAGE TRAATC CAC
18. Alternaria_alternata_C33/1-405 CTGCTCAAGCAANTARTATTARTT TG T6 TAATCTTATTCL AGGGLTTCTC ATATTAAATETAG TTE TCATGRAATTCATAGCC CCMAGTAAACTTGATATAC CAGARAGATETAATCC ARAGATAGC TRAATE C R
19. Alternaria_pellucida_CBGM-355 CTGCTCAAGCARAATAATATTAATT TG TG TAATCTTATTCC AGGGUTTCTC ATATTAAATE TAG TTG TCATGAAATTCATAGCCCCAAGTARAC TTGATATAC CACARAGATE TARTCC AARGATAGE TARATC CAC
20. Ulocladiufm_oudemansii_C5M-406 CTGOTCAAGCAARTAATATTAATT TS T6 TAATCTTATTCC AGG MO TTCTC ATATTARATG TAGT TG TCATGAAATT CATAGC I ClIX 6T AGA GINNNNT A TAC 046G A A
21 Ulocladium_sp_C15/1-405 CTGCTCAAGCAAATAMMATTAATT TG TAATCTTATHCC AGE MO TTOTC ATETTARATG TAGTTG TEATGAAATTCATAG UL COAAGTARACTTGARATAC CAGAR
22 Alternaria_tenuissima_C7/1-405  cEGcTCAEECAAATAAGGETAATTTMIG TAATITTATTCC AGE METTCTC ATATT AGHTENNAG TH: THLA TG A AGT THA THS: M  MAIT 2 22 C TIEST AR CONG AIAG ATG TAAMEE 244
23, Alternaria_radicina_CT2/M1-405 CTGCTCAMMCAAATART@ITAATT G TG TAATIT MATHCC AGE METTCTC ATATT AGRTETEC TH: THA THA AGT THA TAG C B CHANT A AAC THESET AN G ABAMA TG T AL NG
Consensus
Coverage
Identity
1. Alternaria_infectoria_C38/1-408 ACTTGGACCAN TATGAL TTTGTATTE CTGATARAGGE GEATAAAGACTTC ATC CTETACC TACACC ATTTTE TATACC ACC TEC ARA ARACAATACTAGGAATTAATAATAGGTAACTAATATTATTA
2. Curvularia_sp_C21/1-404 ACTTGEACCAC TATGAC TTTGTATTC CTGATARAGGE GEATARAGAGTTC ATCCTGTACC TAC ACC ATTTTE TATACC ACC TEC ARATARGRATARRRC AATRC TAGGARTTAATAATAGE TRAAC TAATATTATTA
3. Alternaria_paigen_C23/11-405 ACTTGEACCAC TATEAC TTTG TATTC CTGATAAAG GCGGATARAGAGTTC ATC CTETACC TAC ACC ATTTTC TATACE ACC T6CAAATAAGAATAARAC AATAC TAGGAATTAATAATAGG TAAC TAATATTATTA
4. Alternaria_astragali G16_1/1-405  ACTTGEACCAC TATGACTTTGTATTC CTGATAAAGGE GEATARAGAGTTC ATC CTETACC TACACC ATTTTC TATACC ACC TGO AAATAAGAATAARAL ALTAC TAGGAATTAATAATAGE TAAC TAATATTATTA
5. Altemnaria_alstroemeriae C26/1-403 ACTTGEACHAC TATGACTTTE TATTC CTGATAAAGGCGGATAARGAGTTCATE CTETACCTAC ACC ATTTTC TATACCACC TG CAKATARGAATA RAKD AATAC TAGGAATTARTAATAGE TARC TARTATTATTA
&. Alternaria_geophila_C307-405 ACTTGGACCAC TATGAC TTTGTATTC CTGATARAGGE GEATARAGAGTTC ATC CTETACC TAC ACC ATTTTC TATACC ACCTGCARATAAGAATAAARC AATAC TAGGAATTAATAATAGG TRAC TAATATTATTA
7. Alternaria_pellucida_CBC/1-405 ACTTGGACCAL TATGAC TTTGTATTC CTGATARAGGE GEATAAAGAGTTC ATC CTETACC TAC ACC ATTTTC TATACE ACCTECAAATAAGAATAARAC AATAC TAGGAATTAATAATAGG TAAC TAATATTATTA
8. Alternaria_broccoli-ifalicas_C40/1-4053¢ TT66 Ac € ACTATGACTITGTATTC CTGATAAAGGE GGATAAAGAG TTC ATE CTGTACC TACACC ATTTTC TATACC ACC TGO AAATAAGAATARAAL AATAC TAGGAATTAATARTAGE TAAC TAATATTATTA
a Al ernana colombiana_C15/1-405  ACTTGGACCACTATGACTITGTATTE CTGATARAGGC GEATARAGAGTTC ATC CTETACC TAC AL ATTTTC TATACE ACC TEE AAATAAGAATAARRC AAT AR TAGGAATTAATAATAGG TARC TAATATTATTA
10. Alter aucicaulis_C11/1-405 PCTT&GPCCM'TATGMTTTGTATTCLTGAT.\).\('GCGGAT?.!AGAGTTLATLCTGT\CCTAL\CCATTTTCT.\T\CcALETGCAAAT.\AGL\T.\LAAC.\.\Ti.cTA&GEATTAATA).TAGETA.\(‘T.\nTaTT.lTT.\
11.Embe|l|s|a _sp_C1/1- 5 € TTGGACEACTATEACTTTG TATTC CTGATAAAGGC GEATAAAGAG TTCATC CTETACCTACACC ATTTTC TATACC ACC TG CAAATAAGAATAAARC AATAC TAGGAATTAATAATAGE TARC TAAT,
12. Curvularia_sp_C201-405 nl:TTGEACl:AETATEAETTTETATT[‘\.TGATAL\EEEBEAT}.A}.EAGTT[‘ATEETGT.\CETAL.\EEATTTTETAT.\EEL[‘ETBE}.A.\T}.
13, Al emara astragall C1B/1-405 ACTTGGACE AC TATE ACTTTG TATTC CTGATAAAGGC GGATAAAGAGTTC ATC CTETACE TAC ACC ATTTTC TATACC ACC TGC AXATA. . AATAGGTAACTAATATTATTA
14, Alternaria_brassicicola_C41/1-405 ACTTGGACEAC TATGACTTTG TATTC CTGATARAG GO GGATAAAGAGTTE ATC CTGTACC TACACC ATTTTC TATACC AU TG CAAATARGAATA RARC AATAC TAGGAATTAATAATAGG TAAL TAATATTATTA
15 Alternaria_brassicicola_G28/1-405 ACTTGGACCAC TATEACTTTG TATTC CTGATARAG GO GEATAAACAGTTCATC CTETACCTACACC ATTTTC TATACC ACC TECAAATAAGAATARRAC AATAC TAGGAATTAATAATAGE TAAC TAATATTATTA
16 Al emarg _alternata cﬂﬁ.ms ACTTGEACCAC TATGAC TTTGTATTC CTGATARAGGE GGATARAGAGTTC ATC CTETACC TAC ACC ATTTTC TATACC ACCTECARATAAGAATAARAC AATAC TAGGARTTAATARTAGE TARC TAATATTATTA
1 7. Alternar ACTTGEACCAC TATEAC TTTGTAT IO CTGATARAGGC GEATAARGAGTTC ATC CTETACC TAC ACC ATT TTC TATACCACC TGO AAATAAMRATAARAC AATAC TAGGAATTAATAATAGG TAAC TAATATTATTA
18, Alternaria _alternata_C33/1- 405 ACTTGGACC AC TATGAC TTTGTATTC CT6ATAAAG GC GEATARAGAGTTC ATC CTETACC TAC ACC ATTTTE TATACE ACC TEC ARATARGAATAARRL AATAC TAGGARTTAATAATAGG TARC TAATATTATTA
19’ Alternaria_pellucida_CBG/M-395 AUTTGEALC AT TATGAL TTTGTATTE CTGATAAAGGE GEATARAGACTTC ATC CTETACC TAC ACC ATTTTC TATACE & CAATACTAGGAATTAATAATAGE TAACTAATATTATTA
20. Ulocladium_oudemansii_C&/1-406 ACTTGEACCACTATEACTTTG TATEE CTGATAAAG G CETARACAG TTCATC CTETACCTACACCATITIC TATACCA AATACTAGEAATTAATARTAGGTRACTARTATTATTA
21. Ulocladium_sp_C18/1-405 ACTTGGACCAC TATGAC TTTGTATTE CTGATARAG GIE GATARAGAGTTC Al CTETACC TAC ACC ATTTTC TATHCC ACCTECARATARGAAMABARC AATAC TAGGMATTAATAATANG TARC TRA TR TTATT
22 Alternaria_tenuissima_C7i-405  AC THCHKC ACTETGACTTTG TATTC CESMTAAAG G GET A2 ACHE TTC ATC CTETACC TAC HCC ARRITTC TAT I AGC G MGA S TA A AT A8 BA MAC TAGCGET AT A ATHEG NAAC TGATA TTATTH
73 Alternaria_radicina_CT2/1-405 AC TG C A TATEAC TTTGTAMTC TG ATA Al Gl 62 TAMARR GTTC ATC CTETACC TGS Mec ABETTC TAT A CHRE 76 HGA 2 Ta B A T2 AN Bl MAc TAGGSHTAATA AT B MALC TAA TETTATTE
280 200 300 310 320 130 340 350 380 kTl 380 300 400 408
Consensus
Cousrae G e e e e e e e e e
fre T 1 1 B Ikl L 1] il e s |
L Altzrnaria_i ||1fecmna cgaﬁ 405 AGTCTAGGGAATCCCATATCAGE TCCTCC TAGTCC TAATG G TAATAAAAAGT TAC CGARTC CACCTATTARRGETE GCATAAC CATAAAG ARAATC ATTAT ARTAGCATGAGE AGTAAT AATAC TETTATATA
CCurvularia 217-4 AGTCTAGGGARTCCCATATE AGEBCC TCC TAGTCC TAATE ETAATARAAAGT TAC CEARTC CACCTATTARAGETG GE ATAAC CATARRGARARTC ATTATA ATAGC ATEAGC AGHAATAATAC TETTATATA
Alternar _ga\sen 02311 .mﬁ AGTCTAGEGARTCC CATATC AGETCC TCC TAGTCC TAATE GTAATAAALAGTTAC CGARTC UAC CTATTARRGUTGGE ATAAL CATARRG ARARTC ATTATA ATAGC ATGAGC AGTAATAATAC TETTATATA
Alternaria_astragali C16_1/1-405  AETCTAGEGRATCCCATATCAGGTCCTCC TAGTCC TAATGGTAATARAAAGT TAC CGARTC CAC CTATTARAGCTGGCATAAL CATAARG AAARTC ATTATAATAGC ATGAGC AGTARTRATAC TETTATATA
Alternaria_alstroemeriae C26M-403 AETCTAGEGRATCC CATATCAGETCCTCC TAGTCC TAATE G TAATARARAGT TAC CEARTC CACCTATTARAGC TG ~ IS MATA ARG ARARTC ATTATARTAGC ATGAGC AGTAATARTAC TETTATATA
Alternar ,_geopm\a_cggﬁ.ms AGTCTAGEEARTCCCATATE AGGTCCTCC TAGTCC TAATG G TAATAAKAAGT TAC CGAATC CAC CTATTAARGCTG GE ATAAC CATAARGARAATC ATTATAATAGC ATEAGC AG TAATAATAC TETTATATA
Altemaria”pelllcida_ CRCHA-4l AGTCTAGEGARTCCCATATE AGGTCETCC TAGTCC TAATEGTAATAARAAGT TAC CGARTC CACCTATTARRGETGGCATAAC CATARAGARARTC ATTATAATAGC ATGAGC ARTAATAATAC TETTATATA
A ernara mcmh Malicas caun 405AETETAGE GAATEC CATATC AGGTCC TEC TAGTEC TAATG GTAATARAAAGT TAC CGARTC CAC CTATTARAGCTEGC ATAAL CATARAGARAATC ATTATAATAGC ATGAGC AGTAATAATAC TETTATATA
. Alter mbiana_C15/1-405  AGTCTAGGGAATCCCATATC AGETCE TCC TAGTCC TAATEG TAATARAAAGT TAL CGAATE CAC CTATTARRG UTG GEATAAC CATARRGARARTCATTATARTAGE ATGAGC AGTAAT RATAC TETTATATA
."Ilemarla daumguns C11/1-405 AGTCTAGGGARTCCCATATE AGETCETCCTAGTCO TAATEGTAATARAAAGT TAC CEARTC CAC UTATTARAGETGGE ATAAC CATARRGARARTC ATTATAATAGCATGAGC AR TAATRATAC TETTATATA

(Embellisia_sp_C1/1-405 AGTCTAGEGAATECCATATCAGETCE TECTAGTCC TAATCG TAATARAAAGTTAC CGARTE CAC CTATTARAGCTE GE ATAAL

ATAARGAAAATCATTATARTAGCATGAGC AGTAATAATACTGTTATATA

Cunvularia_sp_t201-405 AGTCOTAGEGAATCCCATATE AGGTCCTCC TAGTCC TAATEGTAATAAAAAGT TAC (GAATC CACCTATTARLGUTGGC ATAAL CATARRG AAAATC ATTATA ATAGD ATGAGC AGTAATAATAC TETTATATA
Alternaria_astragali_C16/1-405 AGTCTAGEGARTCC CATATC ARG TCC TCC TAGTCC TAATE G TAATAAALAGT TAC CGARTC CACCTATTARAGETGGCATAAC CATAARGARAATC ATTATARTAGC ATGAGC AGTAATAATAC TETTATATA
. Alternaria_brassicicola_C41/1-405 &6 TCTAGEGARTCCCATATC AGETCC TCC TAGTCC TAATG GTARTARAAAGT TAC LG ARTC CAC CTATTARAGCTG GCATAAC CATARAGARAAT CATTATAATAGC ATGAGC AG TARTAATAC TGTTATATA
- Alternaria_brassicicola_C28/1-405 A6 TCTAGEGAATCCCATATC AGGTCC TCC TAGTCC TAATG G TAATARAAAGT TAC LGARTC CACCTATTARAGCTGGC ATAAC CATARAGAAAATC ATTATAATAGC ATGAGC AGTAATAATAC TETTATATA
- Alternaria_alternata_C 31/1-405 AGTCTAGEGAATCC CATATC AGETCE TCC TAGTCC TAATG GTAATAAAAAGT TAC CGAATC CACCTATTAAAGETGGCATAACCATAARGAAAATC ATTATAATAGC ATEAGC AGTAATAATAC TETTATATA
Alternaria_godetiaa_C13/1-405 AGTCTAGEGARTCCCATATE AGGTCCTCC TAGTCC TAATEGTAATARAAAGTTAC (GARTC CAC CTATTARRGETGGEATAAL CATARRGAAARTC ATTATARTAGC ATGAGC AGTAATAATAC TETTATATA
Alternaria_alternata_C33/1-408 AGTCTAGGGAATCL CATATE AGETCCTC U TAETCC TAATEETARTARAARGT TAC CGARTC ClECTATTARAGCTGGC ATAAC CATAARGARARTC AT TATARTAGC ATGAGC AGTAATRATAC TETTATATA
. Alternaria_pellucida_C8Gi1-395 RETETAGEGAATCCCATATCAGETCCTCCTAGTCC TARTE G TARTARAARGT TACCGARTC CAC CTATTARAGCTEGC ATAAC CATARRGARARTC ANMA- - -- -G CEMTRATAATAC TETTATATA
Ulocladium_oudemansii_CHM-406 AsTCTAGEGAATCCCATATCAGGTCC TCCTALTCC TAATG 6 TAGTAGEAAMI TAC CHAATC CC CHA TTAAAG CIG U ATAAC CAMA AG- AAAATC ATHEAT - AGH G BINNNA - BGENG: T W7 TR MEEG TT
Ulacladium_sp_C19/1-405 ABTCTAGEGARTCCCATATE AGGTCETC C TANTCC TA A TG A RTA ABAAGT TAC CEARTC CAC CRATTARAGCTGGE ATAAC CATA ARG AR AT C AT HANGEG ST S RN T » T G - BGHT 66
Alternaria_tenuissima_C7/1-405  AMCCTAGGGAATECCATATCAGGTCCTCC TANMENTA ANGGEANTAAGA AMTTAC CHAATC CIE CTATTAAGGCTG G0 ATAAC CATARAGARARTCATTATARTAGCATEAGCAGTART AR TAC TGTTATATA
Alternaria_radicina_CT2/1-405 AMTCTAGEGARTEC CATATC A5G MCCTC C TAGESNTA A TC CBAMTAAGAAGT TAC CMAATC O CTATTAAGG ClE GCATAAC CATGARGAAARTC ATTANMAT AGC BTG A C- THABAA TAC TRT TATATA
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ANEXO 6. Alineamiento de las secuencias obtenidad S

Consensus
Coverage
Identity
1. Alternaria_radicina_|12/1-592 Tnusoarmtu.\nn;urr'rmuAaat—uun\utu_wuuuatn-a;u-oﬁ -ETCTERGE A EETTC CGERERETC AATTATT] ACECTTGTOTTTTG - CGMACTIGTTG TTTC (TG
2. Curvularia_sp_|22/1-592 AACAAGG TCTC UG TAG G TG RAL UTGCRGAFGLATCATTACAC A MIMA TATG AAG G ¢ I NG © T M- - CTCT 06 G o I cAC TG CGEMEGRTG AATTATTEMEN ACCCTTGTCTTTTG  CGMACTIRTTGTTTC(TEG
3. Cunvularia_sp_|18M-589 TH\UM.LTETI'rnTanr.Tw,)ut'rr.lnr.Anun)\TcAn‘Amtu_ﬁuTnAhwtl:-mu[.nﬂnt'rc'rtnun‘ A WU C BGMGSRTC GATTATTEMENEACCCTTC TOTTTTS  CCMACTTRTTG TTTC O TR
4 Alternaria_brotcoli-italicas_|42/1-562 CAAGETCTC G TAG G TG AAL CTGCRG AGGE ATCATTALACA AT AL CE G G CTCG BANCEET 6606 TT- WEAGCCTTG O TGAATTATTC  ACCCETGTOTTTTG  CGTACTICTTGTTTCCTTG
5. Alternaria_alternata_I37/1-564 TAATAAGGTCTC (G TAG CTGAAL CTCLGG AGGERTCATTALAL ~TATC RN (GG ¢ CT0G AAMC TG 0 6 TTRNEAC CCTTG O TCARTTATTC  ACCCETGTCTTTTE  CGTACTICTTGTTTCCTTG
B, Alternaria_alternata_IAS15/-575 TAACAAGETCTC CGTAG TG AAL CTGCG6ARGEATCATTACAL ATATG AREG CFG o O BACeTC MRG0 6 TEE BEAG CCTTG O TEAXTTATTCM  ACCORTGTCTTITG - CGTACTICTTGTTTC(TTR
7. Alternaria_alternata_IAS25/1-575 TAACARGGTCTC G TAGGTGAAL CTCLGGAGGLATCATTACAL ATATGAREG GG GCToGBACCTCHCRG0E THE BEAG CCTTG O TCARTTATTCE  ACCCRTGTCTTTTG - CGTACTICTTGTTTCCTTR
Alternaria_brassicicola_45/1-574 TAACAAGETCTC (G TAGCTCAAL CTECGGAGGE ATCATTACAL ATATGAREG (GG GCTOEBACCTCHOGGD G TRE WEAG CCTTE D TCAATTATTCM  ACCCRTGTCTTTTE  CGTACTICTTGTTTCCTTG
Alternaria_gaisen_|14/7-564 TAACARGETCTE R TARG TG AMC B (66 ABGGATCATTACA L A: ATATG ARG CFG G CTERAACETCTORGETTA  LAGCOTTG O TEARTTATTC  ACCCTTGTCTTTTG - CGTACTICTTRTTTE (TTG
0.Alternaria_alternata_|34/1-564 TAACAAGGTCTCCGTAGCTGRALCTGCRGAGGOATCATTALACAR  ATATCAAGGCRG TGARTTATTC  ACCCTTGTOTTTTG  CGTACTICTTGTTTCUTTG
1. Alternaria_asfragali_|16/1-564 CAAGETCTE (6 TAR GTGAAL ITGEEL ARGE ATCATTALAL A ATATGAREG GG TCAATTATTE  ACCCTTGTCTTTTS  CCTACTICTTGTTTLCTTG
2. Alternaria_colombiana_|151-564 CAAGETCTC G TAG G TG AAL CTGCRG AGGE ATCATTALACA ATATG ARGG (GG GCTGGAACCTCTORGOETTA  EAGCCTTGC TGAATTATTC  ACCCTTGTOTTTTG  CGTACTICTTGTTTCCTTG
3. Alternaria_alternata_|37/1-564 TAATAAGGTCTC (GTAG CTGAAL CTCLGG ARG ATCATTALAL ATATGARLG (GG GCTCGAACCTCTCRGRGTTA EAGCCTTCC TCARTTATTC  ACCCTTGTCTTTTC  CGTACTICTTGTTTCCTTG
4 Alternaria_alternata”I331-564 TAACAAGETCTC CGTAG G TG AL CTGG6 ARG ATCATTACAL ATATC ARGG (GG GCTGGAACCTCTCRGOETTA  EAG CCTTGC TCANTTATTC  ACCOTTETOTTTTG  CGTALTICTTGTTTCCTTE
5. Cunvularia_sp_l20/7-564 TAACARGETCTC G TAGGTGAAL CTCLGGAGGLATCATTACAL ATATGAREG 166 GCTGGAALCTCTCRGOETTA  EAGLCTTGE TCARTTATTC  ACCCTTGTCTTTTG - CGTACTICTTGTTTCCTTG
6. Alternaria_gaisen_|23/1-563 TAACAAGETCTC (G TAGCTCAAC CTCCGEAGGEATCATTACAL ATATGAREG (GG GCTGGAATCTCTCRGORTTA LA CCTTCD TCAATTATTC  ACCCTTGTCTTTTG  CGTACTICTTGTTTCCTTG
7. Alternaria_Proccoli-italicae [40/1-563 TAALAAGETCTC 06 TAR G T6 AR CTEEGG ARG ATCATTACAL ATATG ARG CFG §CTERAACETCTORGETTA  LAGCOTTG O TEARTTATTC  ACCCTTGTCTTTTG - CGTACTICTTGTTTE (TTG
8. Alternaria_infectoria TAACAAGGTCTCCGTAGCTGRALCTGCRGAGGEATCATTALACAR  ATATCAAGGCRG TGARTTATTC  ACCCTTGTOTTTTG  CGTACTICTTGTTTCUTTG
5. Alternaria_broccoli-alicas. \39,'1 553Turnnnrurrnannwnnunnnunuum\mr, ATATGAREG 66 TCAATTATTC  ACCCTTGTCTTTTS  CGTACTICTTGTTTLCTTG
20, Alternaria_alternata_|AS2071-5 AACARG G TCTE UF TARK 6 TG AL DTG URG AR G5 ATCATTARA (3 ATATG ARG (RG G CTGGAACCTCTCRGEGTTA  LAGCOTTGC TEAATTATTE  ACCCTTGTCTTTTG  CGTACTICTTGTTTCCTTG
21. Alternaria_tenuissima |35|1 554 TAATAALG TETECCTAGE TEARL LTOECE AGGEATCATTACAE ATATGAREG (GG GCTGGAACCTCTERGOGTTA  EAGCCTTGC TGARTTATTC  ACCCTTGTCTTTTG  CGTACTICTTGTTTECTTG
22. Alternaria_alternata_|A513/1-564  TAACAAGETCTCCRTAGGTGAAL CTOUGGARGLATCATTACAC ATATG ARGG GG GCTGGAACCTCTCRGOETTA  EAG CCTTGC TCANTTATTC  ACCOTTETOTTITG  CGTACTICTTGTTTCCTTE
23 Alternaria_pellucida |35/1-562 TAACARGETCTC G TAGGTGAAL CTCLGGAGGLATCATTACAL ATATGAREG 166 GCTGGAALCTCTCRGOETTA  EAGLCTTGE TCARTTATTC  ACCCTTGTCTTTTG - CGTACTICTTGTTTCCTTG
4. Alternaria_ a\temala—\ASWM 553 TAACAAGETCTC (G TAGCTCAAC CTCLGEAGGEATCATTACAL ATATGAREG (GG GCTGGAATCTCTCRGORTTA LA CCTTCD TCAATTATTC  ACCCTTGTCTTTTG  CGTACTICTTGTTTCCTTG
5. Alternaria_br TAACARGG TCTC CGTAGGTOAAC CTOLGGAGGGFATCATTACAC A, AT!TDADEE[I’,E CAGCETTG O TCAATTATTE ACCCTTG TCTTTTG CGTACTTC TTGTTTE ( TTG
8 Atarariahrassicicola| |zgr1 553 TAACAAGETCTC G TAG G TG RAL UTGCGGAGGE ATCATTALAL AL COTTG TCARTTATTC  ACCCTTGTOTTTTG  CGTACTICTTGTTTCUTTG
Alternaria_brassicicola_|28M-563  TAACARGGTCTECGTAGGTGAACCTCLGGAGGLATCATTACAL CALCOTTGE TCARTTATTC  ACCCTTGTCTTTTG  CGTACTICTTGTTTECTTG
8. Alternaria_daucicaulis T11/1-563  TAATARGETCTC R TAGGT6AAL UTGRG GG ATCATTACA LA ATATG ARG (RG [ALCOTTG ¢ TEAATTATTC  ACCCTTGTCTTTTG  CGTACTICTTGTTTCCTTG
9. Alternaria 3oy TAACAAGGTCTE (GTAGGTGAAL CTGCRGARGEATCATTALACAR — ATATGAAGG CRG CALCOTTG C TGARTTATTC  ACCCTTGTCTTTTG  CGTACTICTTGTTTCCTTG
0. Alternaria_] 0maF0ph\Ta_\47.’1-531 TAACAAGETCTCCGTAG TG AALCTGOGGARCEATCATTACHEIAG - —-To ARG G C calC I TeAAN-ANE- A e TTTC RN
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1 A\temana radlcma \1211 502 CEGGETTCCCCCRECACMAG G A C AN nnutclrrnl M BAGTT: CAA TCAGCCTCAGTAE: \a-'rlaulxr'rl\tuvrmmt\Mno\rcrt'rrcrar'rcrcrua'rcuruac\Atct CGARATG CCATANG TAG
2. Cunularia_sp_I22/-4 GEGHTTCGCCCRCCAC BAGG AL A RAACCHTTTTE B BARTTS (A5 TCAG (6 TCAR TARMA C A2 BT CAACTTTERACAACRE ATCTCTTE G TTCTO b UATC ATh ARG AR CF [AG U6 AARTG (G ATARE TAG
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4. Alternaria_brotcaliitalicas_|42/1-562 CTEOETTCC C00AC e AMNGS B- - X AN ATALAC C@ITTT CTAATTE C3A TCACCOTCACTA ANAAN ATTAATAATT ACAACTTTEAACAACCCATCTOTTCE TTCTGCCATCGATE RACAACE CAG £6 AAATG CCATAAL TAG
5. Alternaria_ altemata 137/1-564 GTGEGTTECCEEALCARMG: N- - HAMEC ATHAANC WITTT GTAATTG LA TEAGUGTLAGTA - AN l ATTAATAATT ACAACTTTERACAACGCATCTCTTCE TTCTGE CATCRATEARG ARCE CAG LG AARTC CGATAAL TAG
6, Alternaria_alternata_|AS15/1-575 CTGLGBTCGCOCACCATMAGG ATMARMEC ATARAC CITTTT G BAATERCAA TCAGUGTURRTA ACA TAATTEACAACTTTCAACAACEGATCTCTTGH TTCTGG CATCR AT ARG ARCE CAG U5 RRATG G ATARG TAG
7. Alternaria_alternata_IAS251-575 crccelrecceeaccaclAce AcMAANN: ATAAAC CIITTT CEAATEE CAA TCACCGTCAGTA .\,uaal BT-AATAATTRACAACTTTCAACAACCGATUTCTTCL TTCTCL CATEGATC ARG AACG LAG CEAAATC CCATAAG TAG
Alternaria_brassicicola_|45/1-574 GTGOGETCC CCEALCATAGE AT BAMMEC ATAAAC CEITTT TCAGCGTEAGTA 3CAME GT-AATAATTEACAACTTTCAACAACGE ATCTCTTGGTTCTE G EATEG ATE ARG ARCE LAG UG AARTG [GATAAGTAG
Alternaria_gaisen_|14/7-564 CTGOETTICCCCACCACTAGGACARL CATARACC TTTT TEAGCGTCAGTR ATTAATAATT ACAACTTTCARCAACGCATCTCTTOS TTCTCG CATCRATEAAD AACE CAG (6 RAATG (G ATRAG TAG
Alternaria_alternata_|3471-564 GTGHGTTCGCCCACCACTAGGACARL [ATARALC TT TEARUGTLARTA ATTAATAATT ACAALTTTEAACAACGGATCTUTTOG TTCTOGLATER AT ARG ARCE LAG UG AARTG (G ATARG TAL
Alternaria_astragali_|16/1-564 GTGEETTCCCCCACCATTAGGALAAR TERGCGTEAGTA ATTAATAATT ACARACTTTCAACAACGGATCTCTTOR TTCTGGCATERATG ARG ARCE [AG £G AARTG CGATARG TAG
_Alternaria_colombiana_|15/1-564  CTGURTTIGCECACCACTAGGACARL TLRGIGTLAGTA ATTAATAATT ACAACTTTCAACAACGOATCTCTTGG TTCTOG CATCRATE ARG ARCE LAG UG RARTG CGATARG TAG
Altarnaria”alternata_|3T/1-564 GTGHETTCGCCCACLACTAGGALARR TEARLGTEARTA ATTAATAATT ACAALTTTEAACAACGGATCTCTTOG TTCTG G CATER ATH ARG ARCE LAG LG AAATG (G ATARG TAR

. Alternaria_alternata”|33/1-564 CTGHHTTIGCOCACCACTAGGALRAR TERGCGTCAGTA ATTAATAATT ACRACTTTCRACAACGGATCTCTTGR TTCTCG CATCR AT ARG ARCE CAG U6 RAATG (G ATARG TAG

- Curula ia’_sp_|20,'1'554 GTCLGTTCCCCPACCACTACGALAAL CATARALC TT TEALCGTCARTA ATTAATAATT ACAACTTTEAAUAACEGATCTCTTOG TTOTGE CATCR ATEARL AACE LAG [G AAATE (G ATAAG TAG
Alternaria_gaisen |2 GTGLETTICCOCACCACTAGGACAAL - CATARACC TTTT TCAGIGTEAGTA ATTAATAATT ACAACTTTEAACAACGGATCTCTTGGTTCTCG CATER ATG ARG ARCE CAG £G AARTG CGATAAG TAG

. Alternaria rucwh’n;ucgg \40,‘1 GB3GTGEGTTCOCCCALCACTAGLACARR TEAGCGTCAGTA ATTAATAATT ACAACTTTEARCAALGGATCTCTTOR TTCTCG CATCRATE ARG ARCE CAG £6 AARTG (G ATRAG TAG

| Alternaria_infectoria_|38/1-563 TTCGCECACEACTAGEACAAA TOALLCTLARTA ATTAATAATT ACAALTTTEAACAACGGATCTUTTCG TTCTGG UATEE ATE ARG AMCE [AG UG RANTG (G ATAAG TAG
Alternaria_broceoli-Talicas_|30/1-5630TE66TTIE C0LALLATTARE ALAAL AL TCAGUGTEAGTA ATTAATAATT ACAACTTTCAACRACGHATCTCTTOG TTCTGUATER ATEARG ARCE [AG £6 RARTG CGATARG TAG
Alternaria_alternata_|AS20M-564  CTGEETTCCCUTACCATTAGGACAAL GTAATTE (A TCRGUGTCAGTR ATTAATAATT ACAACTTTCAACAACGOATCTCTTGG TTCTOG CATCRATE ARG ARCE LAG UG RARTG CGATARG TAG
Altarnaria_tenuissima_|36/M-564 GTGHETTCGCCCACCACTAGGALARL CATARACC TPTT  hTAATTGUAA TEAGUGTLARTA ATTAATAATT ACAALTTTEAACAACGGATCTCTTOG TTCTG G CATER ATH ARG ARCE LAG LG AAATG (G ATARG TAR
Alternaria_alternata_|AS13/1-564  CTEEETTIGCOCACLAITARCATRAR GTAATTS CAA TCAGCGTCAGTA ATTAATAATT ACRACTTTCRACAACGGATCTCTTGR TTCTCG CATCR AT ARG ARCE CAG UG RAATG (G ATARG TAG

. Alternaria_pellucida_|35/1-5 CTGOGTTICCCTACCATTAGGALARR GTAATTE CAA TCAGUGTCAGTA ATTAATAATT ACBACTTTCAACAACGGATCTCTTOR TTCTOG CATCEATE ARG ARCE LAG [G ARATE (G ATAAG TAG
Alternaria_alternata JAST7/-563  GTREGTTCGCOCACTACTAGEACARA BTAATTR CAA TCARCGTIAGTR ATTAATAATT ACAACTTTEAALRACEGATCTCTTOFTTCToRCATER AT ARG ARCE LAG (G AARTG CGATARG TAR

L Alternaria_hrassicicola |41/1-563  GTGCETTUCCCCALCALTAGGACARL GTAATTE CAA TCAGCOTCAGTR ATTAATAATT ACAACTTTCARCAALGGATCTCTTOR TTCTCG CATCRATE ARG ARCE [AG £G AARTG (G ATRAG TAG

| Alternaria_pr |29r1 553 CTGLETTCGCECACCACTARGALARL ETANTTE CAA TCARCGTCARTR ATTAATAATT ACAALTTTEAACAACGGATCTUTTCG TTCTGG UATEE ATE ARG AMCE [AG UG RANTG (G ATAAG TAG
Alternaria_br CTGEETTLCCOCACCATTAGGALAAR GTAATTE CAA TCAGCGTEAGTR ATTAATAATT ACAACTTTCAACRACGHATCTCTTOG TTCTGUATER ATEARG ARCE [AG £6 RARTG CGATARG TAG
_Alternaria_daucicaulis ‘Hm 553 CTGLETTCGCCCACCACTAGGALARR GTAATTE CAA TCAGLGTCAGTR ATTAATAATT ACAACTTTCAACAACGOATCTCTTGR TTCTO G CATCRATC ARG ARCE CAG UG RAKTG CGATAAG TAG

. Alternaria__geophila_[30/1-563 GTGHETTCL CLCACLACTALGALAAR ETARTTE CAA TCAGLGTIAGTA ATTAATAATT ACAACTTTEAACAACGGATCTCTTGG TTCTG G CATER AT ARG ARCE LAG UG AARTG (G ATAAG TAG
Alternaria TomatophiTa_[474-531  CE:Ee--06000-00E- - GRGA0EED - - - AT A WETI G TG BEN -3“\ TN MAA U TTTC AT AACEG ATCTCTTG 6 TTO TG 6 CATEG AT ARG ARCE CAG CG ARATG UG ATARG TAN
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1. Alternaria_radicina T6TGAATTG CAGAATT (kG TG ART (AT CG AATETTTG AACG EACATTG U CCCTTTG 6 TATTC CAAAG GG CATG [ CT%TTCG AR CG-TEATTTG TALE - U'TCAAL CTTTG (TT6 6 Te TG00 (G TITMEM T TCTRIGS -~ TT6(H MNACAC
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TGTGARTTG CAGAATTCAG T ARTCATCGAATETTTG RACG CACATTR CG CCOTTTRG TATTC CAAAGGG CATO ( CTRTTCGAG CRTCATIT TACC
TETCARTTG CAGAATTCAL TG AATCATCG AKTCTTTG AACG CACATTE C6 CCCTTTRG TATTC (AAAGEG CATG [ 0T5 TT UG AL £6 TCATITETAL

CTCRAGCTTTG CTTGCTe TTRGG (o THTME Te TCTRIR:  --TTocl MlAGAC
ETCAAG CTTTE CTTE CTeTTEGE 06T TG THT-THRTE: EcTTTG o MG AC

4 Alternaria T TCAATTG CAGAATT CAGTC AAT CATCG RATCTTTE RACG CACATTRCG CCCTTTRG TATTC CAAAGGG CATG CETR TTCGAG CETCATTTE TACE CTCAMG CTTTC CTTRCTe TTRGLCGTET TETCTEMA-  WITIRCT GGACAC
5 Alternaria_: a“e[ng]a 37, T TCAATTG CACAATTCAG TCAAT CATCGAATCTTTR AACG CACATTR CC COCTTTRG TATT C CAAAGGG CATC COTR TTCGAG CETCATTTG TACC CTCAM CTTTC (TTGC TR TTRGL CGTCT TeTCTOMA- EITERCT GGAG
B Alternaria_afernata 1AS15H-575 THTGAXTTE CAGAMTTC AGTE BATCATCG AATUTTT 2506 LAUATTR £ CCUTTTEG TATTC PAAAGHG CATG 0 UTF TTCG A6 UG TCATITE TACE - CTCAM [TTTG CTTH G T6 TT 65 06 T0 THIRTS TCTE CTT-6CE GLARAL
T. Alternaria_alternata_IAS25/1-575 TETGARTTG CAGARTT CAFTCAAT CATCGAATCTTTE AACG CACATTR LG CCCTTTRG TATT C CAAAGGG CATG CETR TTCGAG LG TCATTTE TACE -CTCAAGCTTTG (TTRCTR TTRGG CCTCTHMMTE TCTCMM-  CTT-GCE GLRAGAL
Alternaria_brassicicola_l45/1-574 TETGARTTG CACAATTCAGTC AATCATCG AATCTTTG AACG CACATTG LG COCTTTEG TATTC CAAAG GG CATG (TR TTCGAG CETCATTTG TACE CTCAAG CTTTGC (TTCC TR TTCCE (e TCTHMMTC TeTCMl-  CIT-G OB GOAGAC
Alternaria_gaisan_[14/7-564 TETGAMTTG CAFARTTC AGTG AT ATCG AATUTTTR AACG AL ATTE U UCLTTTHG TATTC PAAAGFG CATG {ETE TTCG AR LR TCATITE TAC E - CTCAM (TTTG LTT6F TR TTEGHCGTOT — TETCTOTAR — CTTTGCT GLAGAL
0. Alternaria_alternata_|34/1-564 T TCAATTG CACAATTCAGTCAATCATCGAATCTTTR AACG CACATTRCG COOTTTRG TATTC CAAAGGG CATG CCTRTTCGAG CETCATTTG TACC CTCAAG CTTTC (TTeCTeTTRGL CCTCT TETCTCTAG - CITTRCT -GLAGAC
1. Alternaria_astragali_11 6/1-564 TETG AMTTG CAG ARTTCAGTG ARTCATCG AATUTTTE AALG FALATTE CF CCUTTTG G TATTC CAAAGEG CATE { PR TTUGAR PG TCATITETAC L CTCAM (TTTCCTTGCTETTEGL (GTOT  TETCTETAL  CTTTECT GLAGAL
2 Alternaria_colombiana_|15/1-564 T TCAATTG CACAATT CAGTC AAT CATCG RATCTTTE RACG CACATTRCG CCCTTTRG TATTC CAAAGGG CATG CETR TTCGAG CETCATTTC TACE CTCAMG CTTTC CTTRCTe TTRGLCGTET TGTCTCTAG - - ETTTRCT GLAGAL
3. Alternar d_: a\[e[nala 137/11-564 T TCAATTG CACAATTCAG TCAAT CATCGAATCTTTR AACG CACATTR CC COCTTTRG TATT C CAAAGGG CATC COTR TTCGAG CETCATTTG TACC CTCAM CTTTC (TTGC TR TTRGL CGTCT TGTCTCTAC CITTROT GLAGAL
4 Alternaria_ a\tgma[a _133/1-564 THTGALTTE CAG AMTTCAGTE ATCATCG AATUTTTS 2406 LAUATTE O CCUTTTE G TATTC LAAAG GG CATG { UTR TTCGAE LG TCATITETACE CTCAM (TTTC CTTGETETTEG6(CTIT  TETCTETAG  CTTTRUT GLAGAL
A Curvularia 54 T TCAATTE CAGAATT CAGTCAAT CATCG AATETTTG AACG CACATTR CG COCTTTRG TATTC CAAAGGG CATG CE TR TTCEAG CETCATTTG TACE - CTCAM CTTTC (TTR G TR TTEGE CCTET TETETCTAG - CTTTECT GGAGAL
6. Alternaria, E\SEH 3/1-563 TG ARTTE CAG AATTCAG TC AATCATCG AATCTT TR AACG CACATTR (G COOTTTRG TATTC CAAAGGG CATC CCTR TTCGAG CETCATTTG TACE CTCAAG (TTTC (TTRCTETTRGE CCTCT TETCTITAG (TTTRCT GLAGAD
7. Alternaria mcmrmaucag \mn 563 TFTFAMTTG CAFARTTC A6 TG AAT ATCG AATUTTTE AACG FALATTE £ UCLTTTG G TATTC PAAAGFG CATG CETH TTCG AR LR TOATITG TAC T - CTCAM (TTTG LTT6F TR TTEGHCGTET — TETCTCTAG — CTTTGCT GLAGAL
8. Alternaria_infectoria -! T TCAARTTG CACAATTCAGTCAATCATCGAATCTTTR AACG CACATTRCG COOTTTRG TATTC CAAAGGG CATG CCTRTTCGAG CRTCATTTG TACC CTCAAG CTITC (TTGCTeTTRGL CCTCT TETCTCTAG - CITTRCT -GLAGAC
9. Alternaria_broccoli-Miicas \39/1 563 T6 TG AMTTG CAG ARTTC AR TG ARTCATCG AATUTTTE AACG FALATTE OF CCUTTTG G TATTC CAAAGEG CATE (PR TTUGAR LG TCATITETACE CTCAM (TTTC CTTGCTETTEGL (GTOT  TETCTCTAL  CTTTGCT GLAGAL
0. Altsrnaria_alternata_IAS2071°5 THTGAATTG CAFARTTCRG TG AT ATCG AATETTTR RACG FATATTE €6 UCUTTTHG TATTC LAAAGG CATE C P TR TTCGAF LETCATITE TACE CTCAMG (TTTG LTT6rToTTR GG CGTOT — TETCTETAG  CTTTECT GLARAL
1. Alternaria_tenuissima_|36/1-51 d TeTCAATTG CAGAATTCAGTCAATCATCGAATCTTTR AACG CACATTRCGCOCTTTRG TATTC CAAAGGG CATC COTR TTCGAG CETCATTTG TACC - CTCAM CTTTC (TTGC TR TTRGL CGTOT TGTCTCTAG -CITTRCT GLAGAL
2. Alternaria_alternata_|AS13/1-564  TETGAATTC CAGAATTCAGTGAATCATCE AATUTTTG AACE CACATTE £G CCUTTTRG TATTC CARAGES LATG CCTRTTCGAG CETEATITE TALE CTCAM CTTTG CTTECTRTTECE CCTCT  TETCTOTAL  CTTTGCT GLAGAC
3. Alternaria; pEHUCIﬂE |35/1-51 T TCAATTE CAGAATT CAGTCAAT CATCG AATETTTG AACG CACATTR CG COCTTTRG TATTC CAAAGGG CATG CE TR TTCEAG CETCATTTG TACE - CTCAM CTTTC (TTR G TR TTEGE CCTET TETETCTAG - CTTTECT GGAGAL
4. Alternaria_alternata JAS17M1-563 TETE ARTTE CAGANTTCAG TG AAT CATCG AATCTTTG AACG CACATTE C6 CCOTTTGG TATTC CAAAGEG CATG CETE TTCGAG LG TCATTT TACC CTCAAGCTTTG (TTGCTRTTECE (GTCT  TETCTOTAG  CTTTRCT GGAGAL
5. Alternaria_brassicicola_|41M-563  TETGARTTS CAGAATTCAGTGARTCATCE AATUTTTG AACG PACATTE UG CCCTTTRG TATTC AAAGEG EATE [ CTRTTCGAR [GTEATITR TALC CTCAM CTTTG CTTGGTRTTRGE (GTCT — TRTCTCTAL - CTTTECT GEAGAL
6. Alternaria_brassicicola_129/1-563 T TCAATTG CACAATTCAGTCAATCATCGAATE TTTG AACG CACATTRCG COCTTTRG TATTC CAAAGGG CATG CCTETTCGAG CETCATTTG TACE CTCAAG CTTTC (TTGC e TTRGLCCTET TGTCTETAG - CTTTRCT -GLAGAL
7. Al ernaria_l _hrassicicola_|28/1-563 TETCAATTG CACAATT CAGTCAAT CATCG ARTCTTTR M CG CACATTG CCCOCTTTRG TATTC CAAAGEG CATG CCTRTTCGAG CETCATTTR TACC CTCAMG CTTTC (TTRCTRTTRGE (CTCT TETCTCTAG  CTTTHRCT GLAGAL
8. Alternaria_daucicaulis T11/1-563  T6TGARTTG CAGAMTT (G TEART CATCG AATCTTTR AACG LACATTR Cf CCCTTTRG TATTE CARAG G FATE { EToTT (G AR Ch TCATTTE TAL € CTCAN CTTTG CTTh 6 THTTHGECETOT — TETCTETAL — CTTTRCT GLAGAL
9. Alternar hila_MR0/1-563 TeTCAARTTG CAGAATTCAGTCAATCATCGAATCTTTR AACG CACATTRCGCOCTTTRG TATTC CAAAGRG CATC COTR TTCGAG CETCATTTG TACC CTCAMG CTTTC (TTGC TR TTRGE CGTCT TETCTCTAG -CITTRCT GLAG
0. Alternaria] gmaﬁ,pm@_mm.sm THTGALTTE CAGAMTTCAGTE AATCATCG AATUTTTS 240G LACATTE £ CCUTTTE G TATTC CEAAG G CATG 0 UTR TTCG AR 16 TCATTT - BAC tHCTC AN, (BTGE cTTCoTHITE oo CoMe - —; MEGENAN  -THEK 6 - -
470 420 a0 500 510 520 530 540 550 B 570 580 520 800 g0 91
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TCGCCTTARAGTAATTRG CAC COGE COTACTEE TTT LG AG 06 CAG CACAARTE
TCGECTTARAGTAATTG CAL COGG CETACTGG TTT (66 AG 06 AL UA
TCGCCTTARAGTAATTEG CAG COGE CETALTGE TTTCORAG 06 CAR T
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TCGECTTARAGTARTTGG CAG CUGE CETALTGETTT (GG AG 06 CAG TALAARTE

AMPTC

TCGCCTTARAGTAATTG G CAGCOGG CCTACTGE TTTC60AG C6 LA CACAMTE
TCGCOTTARAL TAATTE G CAG CEGS CCTALTGE TTT (GG AG UG LAG
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A6 CANEAGN: CERG: ¢ AMrc CATHAAG McTERTTETE --ACETTTRACCTOGG ATCAGGTAGGFATALC LG (TR RALTTAAG CAT
A6 CANEA G- GEE CAlrc cATHAAGHc TR TRTE - - ACETTTRACCTCERG ATCAGGTAG (FATACC (F CTR KACTTARG CAT

A6 AN G- GIGY AT AT A N TENTTOTE -

ce@ercTeTMe AGCl  AAGCTC-ACCA TeCANBAACCCTTTTTT-
GOEETETITEEC AGEE AAGGTE-AGCA T CABNARGCCTTTTTT-
G CECTCTCTHEC .lur-u.nnnnw.\ TC CAARGC CTTTTTTI
GCEeTCT o ARGE TCTAG (A T CANMAAG CCTTTTTTTI
CCECTOTCTEEC B GG TCTAG (A - T CABARG C UTTTTTTT)
CCACTCTCTATL ARGGTCTAG (A TCCATTARG CCTTTTTTT
FCAUTCTCTATC ARGGTCTAG (A TCCATTAAGCCTTTTITT
GCACTUTCTATC ARGETCTAG (A TCCATTARG L CTTTTTTT
GCACTCTUTATE ARGETCTAG (A TCCATTARG CCTTTTTTT

CAUTCTOTATE ARGGTCTAG (A TCCATTARG L CTTTTTTT

GUACTETUTATC

AAGETOTAG

TCCATTARGCCTTTTTTT

 CACTCTCTATE ABGLTOTAL (A TCCATTARG CCTTTTTTT
GEACTCTUTATE AAGGTOTAG (A TCCATTAAGC UTTTTTT-
GCACTCTCTATE ARGETCTAG UA TCCATTARGCCTTTTTT-
G CATTETUTATL KALGTOTAC A TCCATTAAGCCTTTTTT-
GEACTUTCTATE ARGETETAL [ A TECATTARGC CTTTTTT-
GCACTCTUTATC AMGETCTAG (A TCCATTARG CCTTTTTTT
GCACTCTITATE AAGRTOTAL (A TCCATTARG C CTTTTTTT

CTETUTATC
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AAGETCTAL (A

TCCATTARGCCTTTTTTT

G CACTCTUTATE ARGGTCTAG (A TCCATTARG € CTTTTIT-
FEADTCTOTATE ARGETCTAG UA- TCCATTARR £ CTTTTTT-

T GCACTCTCTATE ARGETCTAG A TCCATTARGCCTTTTTT-

G CAUTOTCTATC XACGTCTAL [A TCCATTAAGCDTTTTTT-
GEALTETCTATE ARGETETAG (A TECATTARG € CTTTTIT-
GCACTCTUTATE ARGETCTAG CA- TCCATTARG CCTTTTIT-

CACAMRTE GCAUTCTCTATC AGPA  AAGGTCTAL (A TCCATTAAGCCTTTTTT-
- AT ¢ T TG ERRGRER G0 (F B CETTALENCTTTENE-

AUWTTTEAL CTOGGATEAGGTARGEATAL L LG [TGARCTTARG CAT
CAACTTTTRAC CTCLGATEAGGTAL CGATAL [ (G UTE AADTTAAR CAT
AACTTTTRAL CTEGG ATOAGGTAR GG ATAL € (G UTG AALTTARG [AT
EICAACTTTTRAL CTCRG ATEAGGTAG CEATAL LG UTE AACTTARE CAT
CTTTTRACETEGE ATCARGTAG G R ATALC LG (TG AALTTARE CAT
W CAACTTTTRAL CTCGG ATEAGCTAGCIATAL LLG ETG ALCTTARG CAT

CAACTTTTRACETCLG ATCAMGTAGCEATAL LT UTGAALTTAAL CAT

CARUTTTTRAL CTCHGATEAGGTARGEATAL [ (6 (TR AACTTARG LAT

CRACTTTTRAL CTCGGATEAGGTAGGEATAL L (G CTGAACTTARG CAT

CARCTTTTRAL CTCRGATEAGGTAGCGATAL [ UG CTF AACTTAAG CAT
CAACTTTTRAL ETCHG ATOARGTAR GFATAL LG UTG AALTTARG LAT
CAACTTTTRAC CTCGGATEAGGTAGGEATAL U UG UTG AACTTARG CAT
CAACTTTTRALCTCLG ATCARGTAGCEATAL £ (G CTE AADTTAAL CAT
CAAUTTTTRAL CTCGGATEAGGTAGGGATAL L LG 0T AAUTTARG CAT
CRACTTTTRAL CTCCGATEAGGTAGGHATAL L LG CTE AACTTARG CAT
CAAUTTTTEACCTCLG ATCAGGTAG GG ATAL £ (G CTE AADTTARE LAT
CAACTTTTRAL ETCGGATE AGGTAGGEATAL L (G UTGAALTTARG LAT
CARCTTTTRAL CTCRGATEAGGTAGCGATAL [ UG CTF AACTTAAG CAT
CAACTTTTRAL ETCHG ATOARGTAR GFATAL LG UTG AALTTARG LAT
CARCTTTTRAL CTCGGATEAGGTAGGGATAL [ UG UTG AACTTARG CAT
CRACTTT-GACCTCOGATEAGGTAGGEATAL C LG CTG ARCTTARG CAT
CRALTTTTRAL CTCLGATE AGGTARGEATAL L LG CTF AACTTARG CAT
CRACTTTTRAL CTCGGATEAGGTAGGHATAL L LG CTE AACTTARG CAT
CAAUTTTTEACCTCLG ATCAGGTAG GG ATAL £ (G CTE AADTTARE LAT
CAACTTTTRAL ETCGGATE AGGTAGGEATAL L (G UTGAALTTARG LAT
CAACTTTTRAL CTCGGATEAGGTAG CGATAL [ IG UG AACTTAAG CAT
CAACTTTTEAL CTCCGATOAGGTALGGATAL £ (G CTE AACTTARE LAT
- AMEETTEAR CTCGG ATEAGGTAG GG ATAL U LG UTG AACTTALE CAT




ANEXO 7. Arbol de las secuencias del gdhal usando el método deaxima verosimilitud.

vesicarium
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Alternaria ;i (L47)
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A daucicaulis (L11)

\ A, brassicicola (L29)

A brassicicola (L28)
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ANEXO 8. Arbol de las secuencias del geBXusando el método deaxima verosimilitud.

A. astragali (A16)
A. tenuissima (A7-2)
A. alternata (AS20)
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ANEXO 9. Arbol de las secuencias del gg@X1usando el método deaxima verosimilitud.

DA infectoria (C38)
alternata (C'31)
brassicicola (C28)
brassicicola (C41)
astragak (C20)
alternata (C20)
Embeliisia sp. (C1)
daucicauis (C11)
colombiana (C15)
braccoli-italicae (C40)
pellucida (C8¢)
geophila (C30)
astragali (C16)
pellucida (C8d)
geophila (C2)
geophila (C2-1)

alstroemeriae (C18-2)

E

e

gaisen (C23)

fnos -
F— A. alstroemeriae (C26)
Y, godetiae (C13)

E Curvalaria sp. (C21)
A, alternata (C33)

e Fr A (Sg)

oom

” Curvidaria sp. (€19)
02 4'10&@95&1611&»1 sp. (C17)

“Ulscladium oudemansii [(o8)]

_ s o A. tenuissima (C7)

I A radicina (C12)

ame

Fusarium oxysporum

ANEXO 10. Arbol de las secuencias del g&Busando el método deéxima verosimilitud.

e e e e e

alternata (I37)
astragali (T16)
gaisen (123)
infectoria (138)
broceoli-italicae (139)
alternata (134)
brassicicola (I45)
brassicicola (I41)
brassicicola (I29)
brassicicola (I28)
daucicaulis (111)
altrernata (IAS20)
alternata (120)
tenuissima (136)
alternata (133)
geophila (130)
alternata (IAS13)
alternata (I31)
gaisen (114)
pellucida (135)

colombiana (115)
0 a

A. solani (IAS25)
o A. solani (IA54)
0ots A. solant (IA815)
Eﬁd. broccoli-italicae (142)
A. broccoli-italicae (I40)

aon o | A. radicing 112)

Curvularia sp. (122)
1 Curvularia sp. (I119)

020

A. tomatophila (I47)

o

Fusarium oxysperum
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ANEXO 11. Distancias intra- e interespecificasaedislados del geilt al Los valores en rojo
corresponden a la distancia minima interespecifdsague aparecen en azul indican la distancia
maxima intraespecifica.

Especie Distancia %
1 2 3 4 5 6 7 8 9| 10| 11| 12| 13| 14 15| 16| 17| 18| 19| 20| 21| 22

1|L45 Alternaria tomatophila
2|L29 Alternaria brassicicola 7,53
3|L28 Alternaria brassicicola 7,53] 0,00
4|L11 Alternaria brassicicola 7,531 0,49( 0,49
5|L14 Alternaria gaisen 7,231 0,74(0,74| 0,74
6|L15 Alternaria colombiana 7,52]0,99/0,99/0,99( 0,24
7|L23 Alternaria gaisen 7,52|1,50|1,50| 1,50]| 0,74] 0,99
8|L44 Alternaria brassicicola 7,521 1,50( 1,50| 1,50| 0,74] 0,99| 0,00
9|L41 Alternaria brassicicola 7,52]1,50| 1,50] 1,50( 0,74| 0,99 0,00{ 0,00
10|L9 Alternaria alstroemeriae 8,46| 2,54| 2,54| 2,541 1,75] 2,00| 1,49] 1,49] 1,49
11|L43 Alternaria brassicicola 9,04]3,06( 3,06( 3,06| 2,26] 2,52| 2,00{ 2,00{ 2,00| 2,52
12|L13 Alternaria godetiae 8,23]5,55(5,55|5,55| 4,69| 4,96| 4,96( 4,96 4,96 5,52| 6,09
13|L34 Alternaria alternata 8,23[5,55|5,55| 5,55 4,69] 4,96 4,96] 4,96 4,96| 5,52 6,09]| 0,00
14|L31 Alternaria alternata 8,23|5,55(5,55| 5,55 4,69] 4,96 4,96] 4,96| 4,96| 5,52 6,09]| 0,00{ 0,00
15|L36 Alternaria tenuissima 8,23|5,55|5,55]5,55| 4,69 4,96 4,96| 4,96 4,96 5,52| 6,09| 0,00| 0,00| 0,00
16|L20 Alternaria alternata 8,23(5,55(5,55| 5,55 4,69] 4,96 4,96] 4,96] 4,96 5,52| 6,09]| 0,00{ 0,00| 0,00{ 0,00
17|LAS13 Alternaria solani 8,23{5,55(5,55| 5,55/ 4,69] 4,96 4,96] 4,96 4,96| 5,52 6,09 0,00| 0,00{ 0,00] 0,00} 0,00
18| L35 Alternaria pellucida 8,23|5,55(5,55| 5,55 4,69| 4,96 4,96] 4,96 4,96| 5,52 6,09| 0,00| 0,00( 0,00| 0,00 0,00| 0,00
19|L30 Alternaria geophila 8,23| 6,14 6,14| 6,14| 5,26 5,54| 5,54 5,54| 5,54 6,11] 6,69| 0,49 0,49| 0,49 0,49] 0,49| 0,49] 0,49
20|L39 Alternaria broccoli italicae | 8,23| 6,14| 6,14| 6,14 5,26{ 5,54| 5,54 5,54| 5,54| 6,11] 6,69] 0,49] 0,49] 0,49 0,49] 0,49 0,49] 0,49 0,00
21|LAS17 Alternaria alternata 9,14{7,01|7,01|7,01|6,11]6,39(6,39] 6,39| 6,39| 6,97| 7,56| 1,24{ 1,24| 1,24| 1,24| 1,24| 1,24] 1,24| 0,99] 0,99
22|LAS20 Alternaria alternata 8,55[5,85(5,85|5,85(4,97]| 5,25( 5,25 5,25| 5,25 5,81| 6,39| 0,24 0,24| 0,24] 0,24] 0,24| 0,24| 0,24| 0,74 0,74| 1,49

ANEXO 12. Distancias intra- e interespecificas aedislados del geAOX Los valores en rojo
corresponden a la distancia minima interespeciisague aparecen en azul indican la distancia
maxima intraespecifica.

— Ditancia %
i o[ o[ Al e[ e[ Al e o o] m[ 1o us[ sa] 18| u6[ s7[ 8] so[ 2o 2a| 2of 2s] 24| as| 26| 27| 26| 20] so| sa| so[ ss| sa] as| se| a] se| so
1[A15 Alternaria colombiana
2| A5 Uocladium sp 19,44
3]A5(2) Ulocladium sp 19.44] _0.00)
4|AL7 Uocladium sp 1921] o0 980
5[AL4 Alternaria brassicicola 7,25 12.18) 12.18] 12.76
6[A28 Alternaria brassicicola 9,56]_12,65] 12,65 13.63]
7|A28(2) Alternaria brassicicola | 9,56] 12.65] 12,65 13,63
8|11 Alternaria daucicaulis 9,23 12,99] 12.99[ 13.98]
9|A34 Alternaria alternata 9,24|_13,06| 13,06 14,04] 135
10[A33 Alternaria alternata 0,24 _13,06] 13.06] 14,04 135] 0,00
1146 Aternaria gaisen 9,24| 13,06 13,06 14,04] 135 00| 0,00
12|A16 Alternaria astragali 9,24 _13,06] 13.06] 14,04 135] 0,00] 0,00 0,00
13[A7(2) Alternaria tenuissima 9,24]_13,06] 13,06 14,04] 135] 0,00] 0,00 0,00 0.09]
14[A7(1) Alternaria tenuissima 8,90 12,65] 12,65 13,63 0,80 081 o0s1 o1 os1 oer
15[A30 Alternaria geophila 1029] 12,65] 12,65 1281 101 192] 192 192[ 192] 1,92 1,08
16[A1 Embellisia sp 9,03 12,00 12.20] 12.42 163] 1.64] 1,64 1,64 164 1.64] 081 027
F'»us(z)mmmanacummmana 9,93 12,24 12,24 12.42 163] 1.64] 1,64 1.64] 164] 164] 081] 027] 0,00
18] ABC Alternaria pellucida. 9,93 12.24] 12,24 12.42] 163] 1.64] 1,64 1,64] 1.64] 1.64] 081] 027] 0,00] 0,00
19|ASL7 Alternaria alternata 9,93 12,24 12,24 12.42 163] 164 164 1.64] 164 1.64| 081] 027] o‘od 0.00] 0,00}
20| A7 Alternaria tenuissima 9,93 12.24] 12,24 12.42] 163] 1.64] 1,64 1.64] 1.64] 1.64] 081] 027] 0,00] 0,00 0,00] 0.00]
21| ABC(2) Alternaria pellucida 9,03 12,00 12.0] 12.42 163] 1.64] 1,64 1.64] 164] 1.64] 081] 027] 0,00] 0,00 0,00 0,00 0.00]
22| A2 Alternaria geophila 9,93 12.24] 12,24 12.42] 163] 1.64] 1,64 1,64] 1.64| 1.64] 081] 027] 0,00] 0,00 0.00] 0.00] 0.00] 0.0
23| A18(2) Alternaria alstroemeriae | 9,03| 12,24 12.24] 12.42 163] 1.64] 1,64 1.64] 1.64] 1.64| 081] 027] 0.00] 0,00 0,00 .00 0.00[ 0,00 0.00]
24| A2(1) Alternaria geophila 9,93 12.24] 12,24 12.42] 163] 1.64] 1,64 1.64] 164 1.64] 081] 027] 0,00] 0,00 0,00 0,00 0.00] 0.0 0.00] 0.0
25]A40 Alternaria broccoli talicae | 10,20] 12,65| 12,65] 12,02 101] 12| 1,02 1,02 192 192 108] 053] 0.27] 0.27] 0.27] 027 027 027 027] 027] 0.27
26|A41 Aternaria brassicicola 8,90 11.06] 12,06 12.02] 135] 136] 1,36 1,96 136 1.36] 108] 108] 01| 01| 0e| 01 01| os1| osil oei| el Log)
27|A23 Alternaria gaisen 5,00| 11,06 1,06[ 12,02 135| 136| 136 136 136 1.36| 108| 108| 01| oe1| el 0| 01 01 osi| osi| oeil Los| 000
28|A26 Alternaria alstroemeriae | 8,90 11,06] 11,06 12,02 135| 136| 1,36 1,96 136 1.36] 108| 108| os1| 01| oe1| o] 01| os1| osi| osi| oeil o[ 0.0 0.o]
20| A22 Curwularia sp 5,00| 11,06 11,06[ 12,02 135| 136| 136 136 136 1.36] 108| 108| 01| o] oe| o1 0s1| 0s1| oei| osi| ol Lo 000 000 000
30[A8B Alternaria pellucida 8,90 11,06] 12.06[12.02] 135] 136] 1,36 1.96| 136 1,36 08| 108] oe1| oe1| oea| oe| o osr oai| oex| oei| 1os| 000 0.0 0o 000l
31 ABa1 Alternaria pellucida 5,00 11,06] 11,06] 12,02 135] 136] 136 136 136 1,36 108] 108] oe1| oe1| oe1| 01| 01 o1l osi| osil oeil Lol 0.00[ 000 00| 000] 000
32 AS13 Alternaria solani 8,90 11,06] 12.06[ 12.02] 135] 136] 1,36 1,96 136 1.36] 108] 108] 01| 01| oe1| o] 01| 01| osi| osi| oeil 1o 0.00[ 000 000] 000] 000] 0,00
33 ABa2 Alternaria pellucida 9,60 12,58 12,58] 13,57 2.48] 2.49] 2.49| 2.49| 2.9 2.9 220] 220] 1o1| roa| roa| voa| 11| 11| ro1| 101] 11| 2,20 08| v.oe| 1o 108] 108] 108] 108
34[A9 Alternaria 1027] 12.58] 1256 12,76 277] 2.78| 2.78| 2.78| 2.78| 28] 249 307| 278] 2.78| 2.78| 2.78| 278 28] 278] 2.78] 2.78] 3,07| 11| vea| 11| 191 1o1] 1e1| 1o1] 306
35| AS20 Alternaria alternata 9,24] 13,06 13.06[ 14,04 63| 1.35| 0,00 0.00[ 0.00[ 000 0.00] 01 164] 164] 164] 1,64 164 1.6a| 1.64] 164] 1.64] 192] 136 1.36| 1.36| 1.36] 136 1.36] 136] 2.49] 2.78
36|43 Alternaria brassicicola___| 11,28) 1357|1458 3 61| 32| 33| 333 333 333] 333 3, 2.75] 2.75| 2.75| 2.75| 2.75] 2.75] 2.75| 2.75] 2.75| 3,03 1.90) 1,00[ 1,00 190] 1,00 303[ 391 333]
37|AS4 Alternaria solani 16.13] 11.931193]14.12 11,34 11,79] 11.79) 11,79] 11.79| 11.79 11.79] 11,79 11.79] 11,79] 11.79| 11.79| 11,79] 11.79| 11.79] 11.40] 10,63 10.63] 10.63] 10.63] 10.63] 10.63] . 11.# 11,79] 1311
38| A46 Alternaria tomatophila 17,68] 1154[ 1154[13.72 ,30] 10,96] 11,40] 11.40[ 11.40[ 11.40] 11.40] 11, 11,40[ 11,40[ 11.40] 11,40] 11.40] 11.40] 11.40] 11 40[ 11,40} Y 10,25 10,25] 11,73 10,96 11.40] 12.72[ 0,27
39| A5 Alternaria tomatophila 17.68] 11.54]1154]13.72 10,96] 11,40] 11,40] 11,40[ 11.40] 11.40[ 11.01] 11.76] 11.40] 11.40] 11.40] 11,40 11.40] 11.40] 11.40] 17.40] 11.40] 11.01] 10,25 10.25] 10.25] 10.25[ 10,25] 10.25] 10.25] 11.73[ 10.96] 11.40[ 12.72] 0.27[ 0.00
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ANEXO 13. Distancias intra- e interespecificasakedislados del ggdOX1Los valores en
rojo corresponden a la distancia minima intere$ipacilos que aparecen en azul indican la
distancia maxima intraespecifica.

Especie Distancia %
1 2 3| 4 5| 6 7] 8| gl 10| 11 12 13 14/ 15| 16 17| 18 19 20 21 22| 23| 24, 25 26 27, 28

1|C17 Ulocladium sp
2|C5 Ulocladium sp 2,11
3|C18(2) Alternaria alstroemeriae | 12,65( 14,83
4|C2(1) Alternaria sp. 12,65| 14,83| 0,00
5|C2 Alternaria geophila 12,65| 14,83| 0,00{ 0,00
6|C8D Alternaria pellucida 12,65 14,83 0,00 0,00 0,00
7|C16(1) Alternaria astragali 12,65/ 14,83 0,00( 0,00 0,00 0,00
8[C30 Alternaria geophila 12,65/ 14,83 0,00f 0,00 0,00( 0,00{ 0,00
9|C8C Alternaria pellucida 12,65) 14,83 0,00f 0,00] 0,00 0,00{ 0,00| 0,00
10{C40 Alternaria broccoli italicae 12,65| 14,83| 0,00| 0,00| 0,00 0,00| 0,00| 0,00/ 0,00
11|C15 Alternaria colombiana 12,65| 14,83| 0,00 0,00[ 0,00/ 0,00{ 0,00 0,00 0,00| 0,00
12|C11 Alternaria daucicaulis 12,65| 14,83 0,00f 0,00] 0,00 0,00{ 0,00] 0,00| 0,00/ 0,00 0,00
13|C1 Embellisia sp. 12,65 14,83 0,00 0,00/ 0,00/ 0,00( 0,00f 0,00{ 0,00| 0,00 0,00( 0,00
14|C20 Alternaria alternata 12,65| 14,83 0,00 0,00| 0,00/ 0,00( 0,00f 0,00| 0,00 0,00 0,00| 0,00| 0,00
15|C16 Alternaria astragali 12,65| 14,83 0,00f 0,00] 0,00 0,00{ 0,00f 0,00| 0,00 0,00 0,00{ 0,00| 0,00| 0,00
16|C41 Alternaria brassicicola 12,65 14,83 0,00 0,00| 0,00/ 0,00{ 0,00f 0,00| 0,00| 0,00 0,00{ 0,00| 0,00] 0,00{ 0,00
17|C28 Alternaria brassicicola 12,65| 14,83 0,00 0,00| 0,00/ 0,00( 0,00f 0,00| 0,00| 0,00 0,00| 0,00| 0,00 0,00{ 0,00/ 0,00
18|C38 Alternaria infectoria 12,65| 14,83 0,00f 0,00| 0,00/ 0,00( 0,00f 0,00| 0,00/ 0,00f 0,00{ 0,00| 0,00 0,00{ 0,00{ 0,00| 0,00
19|C31 Alternaria alternata 12,65) 14,83 0,00 0,00] 0,00 0,00 0,00 0,00| 0,00| 0,00 0,00{ 0,00{ 0,00) 0,00/ 0,00{ 0,00] 0,00] 0,00
20(C23 Alternaria gaisen 12,65| 14,83 0,00 0,00| 0,00/ 0,00( 0,00f 0,00| 0,00| 0,00 0,00| 0,00| 0,00 0,00{ 0,00/ 0,00| 0,00| 0,00 0,00
21|C13 Alternaria godetiae 13,02| 15,22| 0,26 0,26] 0,26/ 0,26 0,26 0,26| 0,26| 0,26| 0,26 0,26| 0,26] 0,26/ 0,26| 0,26 0,26] 0,26 0,26| 0,26
22|C33 Alternaria alternata 12,70) 14,89 0,52 052| 052| 0,52 0,52 0,52| 052| 052| 0,52| 0,52| 052| 052| 0,52| 0,52| 0,52| 052| 0,52| 0,52 0,78
23|C21 Curvularia sp 12,65 14,83 0,52 0,52| 0,52| 0,52 052 0,52| 0,52| 0,52| 0,52| 0,52| 0,52| 0,52 052| 0,52| 0,52| 0,52 0,52 0,52 0,78 1,04
24(C8G Alternaria pellucida 11,93| 14,07 0,78 0,78| 0,78/ 0,78 0,78 0,78| 0,78| 0,78| 0,78 0,78| 0,78| 0,78/ 0,78 0,78 0,78| 0,78 0,78 0,78 1,05| 1,31| 1,31
25|C26 Alternaria alstroemeriae 14,78| 17,07 1,57 157| 157| 1,57 1,57 1,57| 157| 157| 1,57 1,57| 1,57| 157| 1,57 1,57| 1,57| 157| 1,57| 1,57 1,84 2,11 2,11| 2,38
26(C19 Curvularia sp 16,29| 19,51/ 10,54 10,54| 10,54| 10,54 10,54 10,54| 10,54| 10,54] 10,54| 10,54| 10,54] 10,54| 10,54 10,54 10,54| 10,54 10,54 10,54| 10,88| 11,21] 10,88 10,54| 12,58
27(C7 Alternaria tenuissima 36,14| 39,65( 29,27| 29,27 29,27| 29,27 29,27 29,27| 29,27| 29,27| 29,27| 29,27| 29,27| 29,27| 29,27 29,27| 29,27| 29,27| 29,27| 29,27 29,27| 29,33| 30,26| 30,84 32,31| 39,58
28[C12 Alternaria radicina 35,62| 39,11 28,73| 28,73| 28,73 | 28,73 28,73| 28,73| 28,73| 28,73| 28,73| 28,73| 28,73| 28,73 | 28,73| 28,73| 28,73| 28,73| 28,73| 28,73 28,73| 28,76| 29,23| 29,74| 31,75| 40,16| 13,66

ANEXO 14. Distancias intra- e interespecificas @ dislados del marcaddrS. Los valores en
rojo corresponden a la distancia minima intere$ipacilos que aparecen en azul indican la
distancia maxima intraespecifica.

Especie

Distancia %
i [ 3 4 5 6 7 8 9 10] i1 1] 13| 4] 15| 16] 17| 18] 19| 20 21| 2] 23] 24| 25] 26] 27| 28] 29] 30] 31 32| 33| 34

1|11 Alternaria daucicaulis
2[112 Alternaria radicina 1,29)

3[114 Alternaria_gaisen 0,92| 0,36]

4[115 Alternaria. 092[ 036 000

5(116 Alternaria astragali 0,92| 0,36| 0,00 0,00

6[119 Curvularia sp 0,92| 036 000 0,00 0,00]

7[120 Alternaria alternata 0,92] 0.36] 0,00 0.00| 0,00 0,00

8122 Curvularia sp 0,92[ 0,36 000 0,00 000| 000| 000

9|123 Alternaria gaisen 0,92] 0.36] 0,00/ 0,00/ 0,00 000 000 000

10128 Alternaria brassicicola 0,92| 0,36 000| 000 0,00 000| 000| 000| 000

11129 Alternaria brassicicola 0,92] 0,36| 0,00/ 0,00/ 0,00 0,00 0,00 000 000 000

12|130 Alternaria geophila 092| 036 000 000 000| 000| 000| 000] 000] 000 0.0

13131 Alternaria alternata 0,92| 0,36 0,00 0,00/ 0,00 0,00 0,00 0,00 000 000 000 0,00]

14/133 Alternaria alternata 0,92| 036 000 0,00 000| 000| 000] 000] 000] 000 000 0,00 0,00

15134 Alternaria alternata 0,92] 0.36] 0,00/ 0,00 0,00[ 000 000 000 000 0,00/ 000| 000] 000| 0,00]

16135 Alternaria pellucida 092| 0,36 000 000| 000| 000| 000| 000 000 000 000 0,00 000 000 000

17136 Alternaria tenuissima 0,92| 0.36] 0,00/ 0,00 0,00[ 000 000 000 000| 0,00/ 000| 000] 000| 000] 000 0.00

18|137 Alternaria alternata 092| 036 0,00 0,00| 000] 000| 000] 000 000 000/ 000 000 000 000 000 000| 000]

19138 Alternaria infectoria 0,92] 0,36 0,00/ 0,00/ 0,00 0,00 0,00 000 000| 000/ 000| 000| 000| 0,00| 000 000 000 0,00

20|139 Alternaria broccoli italicae | 092 036 0,00] 0,00/ 000] 000] 0,00 000 000 000 000 000 000 000 000| 000] 000| 000| 0.00]

21|140 Alternaria broccoli italicae | 092 036 0,00] 0,00] 000] 000| 000| 000 000 000 000 0,00 000 000 000 000| 000 000| 000| 0,00]

22|141 Alternaria brassicicola 092[ 036 000 000/ 000| 000| 000| 000| 000 000 000 0,00 000 000 000 000| 000 000| 000| 000| 000

23|142 Alternaria broceoli italicae | 092 036 0,00] 0,00/ 0,00] 000] 0,00 000 000 0.0 000 000 000 000 000 000| 000] 000 000] 000 000 000

24|145 Alternaria brassicicola 092[ 0,36 0,00 0,00/ 000| 000| 000| 000| 000 000 000 0,00 000 000 000 000| 000| 000| 000| 000| 000 000 0,00

25|147 Alternaria tomatophila 1,48| 0,18| 0,55| 0.55| 0,55 055 055 055 055 055/ 055 055 055| 055| 055 055 055 0,55 055 055 055 055 055/ 055)

26|16 Alternaria gaisen 092[ 036 000 000| 000| 000| 000] 000 000 000 000 000 000 000 000 0.00| 000| 000] 000| 000] 000 000 0.00f 000 055

27|17(1) Alternaria tenuissima 441| 382| 342| 342 3.42| 342| 342| 342| 342| 3.42| 342| 342| 342| 342| 342 342| 342| 342 342| 342| 342| 342| 3.42| 342| 4,02| 342

28|17 Alternaria tenuissima 5.24| 4,64] 4.23| 4.23| 4,23| 4.23| 4,23 423 423 423| 4.23| 4.23| 4.23| 4.23| 4.23| 4.23| 4.23| 4,23| 4.23| 4,23 423 423 4.23] 4.23| 485| 4.23| 8,08]

29|18C Alternaria pellucida 567| 506| 4,64 4,64 4,64 464 464 464 464 464] 464| 464| 464| 464] 464| 164| 464| 4,64 464| 464 464 464 464 464 527| 464 855 055

30|1AS13 Alternaria alternata 565| 503| 4,62 4.62| 4,62 462 462 462 462| 462| 462| 462| 462| 462| 462| 462| 462| 462 462 462 462 462| 462| 462| 524| 462| 805| 609 673

31|IAS15 Alternaria solani 5.86] 5.24| 4.82| 482| 482| 482| 482| 482 482| 482 482 4.82| 4.82| 4.82| 4.82| 4.82| 482| 482| 482| 482| 482 482| 482 482 545| 4,82 828 631 6,95 0.8
32|1AS17 Alternaria solani 565| 503| 4,62 4.62| 4,62 462 462 462 462| 462| 462| 462| 462| 462| 4,62 462| 462| 462 462 462 462 462| 462| 462| 524| 462| 805| 609 673 000 018
33|1AS20 Alternaria alternata 17,41 16,33 16,07| 16,07| 16,07| 16,07| 16,07 16,07| 16,07| 16,07 16,07 16,07 16,07 16,07 16,07 16,07| 16,07| 16,07| 16,07| 16,07| 16,07| 16,07| 16,07 16,07| 16,06 16,07 19,47| 18,83 18,83 16,59 16,86| 16,59
34|1AS25 Alternaria solani 17,41 16,33 16,07| 16,07| 16,07| 16,07| 16,07| 16,07| 16,07| 16,07 16.07| 16,07 16,07 16,07 16,07 16.07| 16,07| 16,07| 16,07| 16,07| 16,07| 16,07| 16,07 16.07| 16,06 16,07 19,47 18,83 18,83| 16,59 16,86| 16,59| 0,00
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