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RESUMEN

La antracnosis, causada por Colletotri-
chum spp., es una de la enfermedades poscose-
cha mds importantes en papaya. En este estudio,
frutas de papaya, hibrido Pococi, recolectados en
plantaciones ubicadas en el cantén de Guacimo,
provincia de Limén, presentaron 7 sintomas de
antracnosis, luego de un periodo de almacena-
miento. De cada sintoma se obtuvieron aislados
de Colletotrichum en medio de cultivo PDA
(papa-dextrosa-agar). Los aislamientos se cla-
sificaron en 3 grupos segiin la similitud de los
sintomas y la morfologia de la colonia. El andlisis
de la secuencia de la region espaciadora interna
transcrita (ITS) del ADN ribosomal revel6 que
los aislamientos pertenecieron a 3 especies del
género Colletotrichum: C. gloeosporioides sensu
lato, C. magnum y C. capsici (C. truncatum). La
identificacion de las especies fue confirmada con
imprimadores taxdn especifico para C. gloeospo-
rioides e imprimadores especie-especificos para
C. magnum. Las 3 especies identificadas mostra-
ron ser patogénicas sobre frutas de papaya. Las
especies C. magnum y C. capsici (C. truncatum)
se registran por primera vez en Costa Rica, como
agentes causales de la antracnosis en papaya.
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ABSTRACT

Identification of Colletotrichum species
associated with anthracnose in papaya
(Carica papaya L.) in Costa Rica. Anthracnose,
caused by Colletotrichum spp., is one of the
most important postharvest diseases in papaya.
In this study, papaya fruits, Pococi hybrid,
collected from orchards located in Guacimo,
Limén province, showed 7 distinct anthracnose
symptoms after a storage period. Colletotrichum
isolates were obtained from each symptom on
PDA (potato-desxtrosa-agar) medium. Isolates
were classified in 3 groups based on symptoms
similarities and colony morphology. Sequence
analysis of the internal transcribed spacer (ITS)
region revealed that isolates belonged to three
Colletotrichum species: C. gloeosporioides sensu
lato, C. magnum and C. capsici (C. truncatum).
Species identification was confirmed using taxon-
specific primer for C. gloeosporioides sensu lato
and species-specific primer for C. magnum.
Pathogenicity tests on papaya fruits showed that
all species could induce anthracnose. C. magnum
and C. capsici species are registered for the
first time in Costa Rica as causal anthracnose
pathogens in papaya.

* Universidad de Costa Rica, Centro de Investigaciones
Agronémicas, San José, Costa Rica.
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INTRODUCCION

En Costa Rica, el cultivo de papaya se
reactivd en los ultimos afios, principalmente
por la adopcién del hibrido “Pococi”, con buena
aceptacion tanto en el mercado nacional como el
internacional. Sin embargo, una limitante en la
comercializacion de la fruta de papaya es su alta
susceptibilidad a enfermedades fungosas en pos-
cosecha, principalmente a la antracnosis (Bailey
y Jeger 1992).

Los sintomas iniciales de la antracnosis en
frutos de papaya consisten en lesiones circulares,
hundidas, blandas, limitadas por un halo café
claro y traslicido, que se desarrollan en la epi-
dermis de la fruta y aumentan de tamafio hasta
observarse lesiones himedas y colonias de espo-
ras de color naranja o rosado en la parte central
de la lesién (Alvarez y Nishijima 1978 citados
por Citlali ef al. 2005). Se ha observado una alta
variabilidad en los sintomas de antracnosis en
frutas de papaya atribuida tanto a la infeccién
por diferentes especies de Colletotrichum como
a la reaccion de las diferentes variedades, o sea a
la diversidad genética del hospedante (Simmonds
1965, Durdn y Mora 1987).

Colletotrichum gloeosporioides 'y C. acu-
tatum han sido tradicionalmente identificadas
como las especies causantes de la antracnosis
en papaya (Durdn y Mora 1987, Rampersad
2011, Barquero et al. 2013, Stracieri et al. 2016).
Recientemente, sin embargo, el empleo de téc-
nicas moleculares ha permitido identificar otras
especies del género asociadas a frutas de papa-
ya: C. magna, C. brevisporum y C. truncatum
(sinénimo C. capsici) (Tapia-Tussell et al. 2008,
Nascimento et al. 2010, Tarnowski y Ploetz 2010,
Rampersad 2011, Vieira et al. 2013, Torres-Cal-
zada et al. 2013).

La presencia de diferentes especies de
Colletotrichum en papaya tiene implicaciones
en el combate de la antracnosis, ya sea mediante
resistencia genética o aplicacién de fungicidas. En
el primer caso, la seleccién de variedades resis-
tentes a una especie no necesariamente implica
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resistencia a otras. En el segundo, las especies
varian en su sensibilidad a los fungicidas (Chen et
al. 2016). En adicioén, estudios filogenéticos han
mostrado que C. gloeosporioides y C.acutatum
son en realidad complejos de especies, es decir,
bajo el mismo nombre se agrupan diferentes espe-
cies. En C. gloeosporioides al menos 22 especies
y una sub-especie, mientras que para C.acutatum
31 especies. Con base en estos resultados las
especies se denominan C. gloeosporioides sensu
stricto y C.acutatum sensu stricto mientras que
los correspondientes complejos sensu lato.

En Costa Rica, C. gloeosporioides sensu
lato ha sido considerada la especie causante de
la antracnosis en papaya (Durdn y Mora 1987,
Barquero ez al. 2013). En un estudio reciente,
Barquero et al. (2013) analizaron 25 cepas de
Colletotrichum aisladas de peciolo (6), frutos
inmaduros (6) y frutos maduros (13), recolecta-
dos en San Carlos (15), Guacimo (6) y Gudpiles
(4), mediante andlisis moleculares con imprima-
dores especificos para C. gloeosporioides y C.
acutatum y la prueba de sensibilidad al beno-
mil. Todos los aislamientos fueron identificados
como C. gloeosporioides. Sin embargo, 14 de
estos aislamientos fueron identificados como C.
acutatum mediante la prueba de sensibilidad al
benomil. Segiin los autores, esta diferencia se
debe a que estos aislamientos de C. gloeospo-
rioides no son totalmente resistentes al benomil,
pero que empiezan a mostrar resistencia parcial
a este fungicida. Sin embargo, la identificacion
se basé en el uso de imprimadores taxén espe-
cificos, es decir, identifican C. gloeosporioides
sensu lato o C. acutatum sensu lato, de manera
que los 14 aislamientos podrian corresponder
a una o mds especies dentro del complejo C.
gloeosporioides sensu lato que difieren en su
sensibilidad al benomil.

El objetivo de este trabajo fue identificar
las especies del género Colletotrichum asocia-
das a diferentes sintomas de antracnosis en fru-
tas de papaya de la zona de Guicimo; provincia
de Limon.
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MATERIALES Y METODOS

Caracterizacion de sintomas y obtencion de
aislamientos asociados

Recoleccion de fruta y caracterizacion de
sintomas de antracnosis

Durante el periodo de agosto a diciembre
del 2012, se recolectaron frutos de papaya hibrido
Pococi de plantaciones, de aproximadamente 8
meses, ubicadas en la zona de Gudcimo, provincia
de Limén. Las frutas fueron llevadas al Labo-
ratorio de Tecnologia Poscosecha del Centro de
Investigaciones Agrondmicas de la Universidad
de Costa Rica (CIA-UCR); se lavaron y se alma-
cenaron hasta el desarrollo de lesiones (10 a 12
dias después), luego se seleccionaron las frutas
que presentaron diferentes sintomas de antracno-
sis para su caracterizacién con base en la forma
de la lesion, el tamaifio, el borde, la apariencia de
la esporulacion y la presencia de secreciones en
las lesiones.

Obtencion de aislamientos

Para la obtencidon de los aislamientos, el
tejido sintomatico, drea de avance de la lesion,
se desinfecté en alcohol al 95%, se realizd un
corte para levantar la epidermis de la fruta y se
tomé pequenas porciones del tejido afectado de
la pulpa. El tejido desinfectado se colocé en cajas
Petri con medio de cultivo papa-dextrosa-agar
(PDA) acidificado. Las cajas Petri se mantuvieron
en una cdmara de incubacién a una temperatura
de 22 +£2°C en oscuridad, hasta que se observé
el crecimiento del hongo (3 a 5 dias). Luego se
transfirieron, asépticamente, discos (aproxima-
damente 5 mm de diametro) del borde del creci-
miento activo de la colonia a nuevas cajas Petri
con medio PDA y se incubaron en las mismas
condiciones antes descritas durante 7-10 dias.

Obtencion de aislamientos monoconidiales

Cultivos monoconidiales se obtuvieron a
partir de una suspensién madre de conidios,

mediante adicién de aproximadamente 20 ml de
agua destilada estéril con una gota de Tween 80
a la superficie de la colonia del hongo de 10 dias
de edad. Con ayuda de una asa se raspo la super-
ficie para liberar los conidios. Luego se filtré la
suspension de conidios a través de una gasa y se
recolectd en un beaker, que se coloc en un agita-
dor magnético para homogenizar la suspensién de
conidios. Posterioremente, se tomd un volumen
de 0,3 ml y se colocd en una cdmara Neubauer,
y con la ayuda del microscopio se cuantificd el
nimero de conidios en la suspension. Finalmen-
te, se diluyé la suspension a una concentracion
de 1 x 10*conidios.ml'. De esta suspensién se
colocd 0,1 ml sobre el medio de cultivo de PDA
acidificado y se distribuyé homogéneamente en la
caja Petri con la ayuda de una asa de Digralsky.
Las cajas Petri se incubaron bajo las condiciones
antes descritas por aproximadamente 24 horas.
Con la ayuda de un estereoscopio se identificaron
las esporas con desarrollo del tubo germinativo,
se transfirieron, asépticamente y con la ayuda de
un ansa-espatula, a nuevas cajas Petri con medio
PDA y se incubaron a 22 +2°C por 7 dias. Los
aislados se enviaron al Laboratorio de Biotec-
nologia de Plantas del Centro de Investigaciones
Agrondmicas (CIA-UCR) para la identificacion
molecular de las especies de Colletotrichum.

Identificacion molecular de las especies de
Colletotrichum spp.

La extraccion del ADN genémico se reali-
z6 segun el método del bromuro de cetil-trimetil-
amonio (CTAB) descrito por Rogers y Bendich
(1988), con algunas modificaciones.

La regiéon espaciadora interna transcrita
del ADN ribosomal (ITS1-5.8S e ITS-2) se ampli-
fic6 mediante PCR (Reaccion en Cedena de la
Polimerasa) con los iniciadores universales ITS-4
(5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") e ITS-5
(5°-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3")
(White et al. 1990).

El producto de PCR se envi para lim-
pieza y secuenciacion en ambas direcciones, a la
compaifiia Macrogen, Corea del Sur. Se utilizaron
los mismos imprimadores que en el PCR. Las
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secuencias obtenidas se analizaron en el progra-
ma BioEdit (Hall 1999) y se obtuvo la secuencia
consenso para cada aislamiento. Las secuencias
se utilizaron para encontrar similitudes en la base
de datos del Centro Nacional para la Informacién
en Biotecnologia (NCBI 2013) mediante el soft-
ware de busqueda Blastn.

La identificacion de las especies de Colle-
totrichum asociadas a la antracnosis de papa-
ya se corrobor6 mediante amplificacién por
PCR con el imprimador taxén especifico Cglnt:
5-GGCCTCCCGCCTCCGGGCGG-3" en com-
binacién con el imprimador ITS4 para la espe-
cie C. gloeosporioides (Salazar et al. 2012) y
los imprimadores GmF: 5°-GTGAACATACCT-
CAAACGTTGCC-3' y GmR: 5°-GGAGGGTC-
CGCCACTGTATTTCG-3" para C. magna (Tsay
et al. 2010). Las condiciones de amplificacién
fueron las descritas por los autores. La identifi-
cacién de la especie C. capsici, no se corrobord
por no disponer de los imprimadores especificos
para esta especie.

Caracterizacién morfologica de los
aislamientos

Simultaneamente, en el Laboratorio de
Tecnologia Poscosecha del Centro de Investiga-
ciones Agronémicas (CIA-UCR), duplicados de
las colonias que se enviaron a la identificacion
molecular, se caracterizaron morfolégicamente.
Las variables consideradas fueron el habito de
crecimiento del micelio (superficial o aéreo),
coloracioén de colonia en la parte aérea y basal,
cantidad, tamafio y distribucién de estructuras
de reproduccion, presencia y ausencia de setas
y forma de los conidios. Las colonias que pre-
sentaron uno o mds caracteres en comtun, fueron
agrupadas para ser comparadas con los resultados
de la identificacion molecular.

Prueba de patogenicidad

Se recolectaron frutas de papaya en la
zona de Guécimo, con un grado 2 de maduracién
(<20% de amarillo), segiin escala de madurez
establecida por Salazar (2012), las cuales fueron
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lavadas con agua para eliminar residuos de fun-
gicidas y polvo. Posteriormente, la fruta fue de-
sinfectada en agua clorada 100 mg.I"! durante 30
segundos para eliminar cualquier posible indculo
de campo y se dejé secar. A cada papaya, se le
realizaron 6 orificios con un sacabocados de apro-
ximadamente 5 mm de didmetro, en cada uno de
los cuales se colocé un disco de 5 mm de didmetro
de medio con crecimiento de micelio de cada uno
de los 7 aislamientos previamente identificados, el
tratamiento testigo consistié de un disco que con-
tenia tinicamente PDA+AL. Las frutas inoculadas
se colocaron en cdmaras himedas por 24 horas a
2242°C y a una HR cercana al 100%. Posterior-
mente, se trasladaron a camaras con una tempe-
ratura de 22+2°C, durante el resto del ensayo. Se
evalu6 el didmetro de cada lesién a los 4, 8 y 11
dias después de inoculacién. De los datos obteni-
dos se realiz6 ANDEVA y separacién de medias
por medio de Tukey (p<0,05). Para comprobar
los postulados de Koch, a los 11 dias se hicieron
reaislamientos a partir de los diferentes sintomas.
De los aislamientos recuperados, se extrajo el
ADN del micelio y se procedi6 a su identificacién
molecular seglin metodologia antes descrita.

RESULTADOS

Caracterizacion de sintomas y aislamientos
asociados

Se identificaron 7 sintomas de antracnosis
en los frutos de papaya recolectados de la zona
de Guacimo, en el periodo de agosto a diciembre
del 2012. Por similitudes en una o mas de las
caracteristicas observadas como profundidad de
la lesion, presencia o ausencia de secreciones y
color de la esporulacion, los sintomas se separa-
ron en 3 grupos (Cuadro 1).

El grupo uno incluyé los sintomas T2 y
T5, que presentaron una lesién circular, de bordes
definidos, ligeramente hundida, con produccién
de acérvulos anaranjados y negros y esporulacién
abundante, brillante, y también de color naranja,
destacando en el sintoma T5, una mayor abundan-
cia de acérvulos negros.
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Cuadro 1. Sintomas de antracnosis identificados en el periodo de agosto y diciembre 2012, en frutos de papaya hibrido Pococi

de la zona de Guacimo, Limén; Costa Rica.

Grupo Sintoma y cédigo
1
T2)
TG2) T4)
2
TG3) A2)
3

CC)

Los siguientes 4 sintomas (TG2, T4, TG3
y A2) correspondieron al grupo 2, con lesiones
circulares, de consistencia seca, en algunos casos
con secrecién de latex y con poca produccién de
acérvulos y escasa esporulacién, con coalescen-
cia de lesiones y agrietamientos de la cdscara.

Por dltimo, en el grupo 3 se incluy6
una lesién circular (CC), ligeramente hundida,
con bastantes acérvulos y esporulacién de color
crema, con pliegues de la cdscara en los bordes

de la lesion, con predominio de las lesiones
individuales.

En relacion con las colonias (aislados) de
Colletotrichum recuperadas de los distintos sin-
tomas, se observaron diferencias en el color de
la colonia, en la parte aérea y en el reverso, en la
presencia o ausencia de setas, en la cantidad de
acérvulos producidos y en la forma de los coni-
dios (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Morfologia de los aislamientos de Colletotrichum spp., recuperados de diferentes sintomas de antracnosis en frutos
de papaya, hibrido Pococi, recolectados en Gudcimo, Limén, Costa Rica. 2012.

F}rupo Parte aérea de la colonia Reverso de la colonia Conidios
sintomas

Grupo 1
Grupo 2

TG3)

A2)
Grupo 3

9 )
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Los aislamientos T2 y T5 correspondien-
tes a los sintomas del grupo 1, presentaron un
color de colonia blanco, con crecimiento de
micelio aéreo de aspecto algodonoso, con colo-
racién crema en el reverso de la colonia y una
produccién escasa de acérvulos pequefios de
color negro, sin setas y con una esporulacion de
color pardo, y conidios de forma cilindrica ovoide
(Cuadro 2). El tamafio de la colonia a los 8 dias,
fue intermedio en comparacién con los otros gru-
pos de aislamientos.

Los aislamientos TG2, T4, TG3, y A2 del
grupo 2, presentaron una coloracion de la colonia
café oliviceo, con un crecimiento superficial del
micelio, con micelio blanco en la periferia de
algunas de las colonias y formacién de estroma
detectado como masas irregulares en el centro o
en diferentes partes, confiriéndole una coloracién
oscura en el reverso de la colonia. La esporula-
ci6én fue abundante, de color naranja, en acérvu-
los de color negro, sin setas y conidios de forma
cilindrica-ovoide (Cuadro 2). Fue el grupo que
presentd el mayor crecimiento a los 8 dias.

El aislamiento CC correspondiente al
grupo 3, presentd una colonia con un héabito de

crecimiento muy superficial y denso, de color
blanco en la periferia, y color crema en el centro
de la colonia, el reverso de la colonia era de color
crema, con anillos concéntricos de color grisiceo,
acérvulos de color negro con presencia de setas y
conidios de forma falcada (Cuadro 2). Presentd
el crecimiento mds lento en comparacion con los
otros grupos de aislamientos.

Identificacion molecular de las especies de
Colletotrichum

La secuencia de la regién ITS del ADN
ribosomal de los aislamientos obtenidos de los
sintomas descritos (Cuadro 1), separados por
diferencias en sintomatologfa y caracteristicas de
colonia (Cuadro 2), revel6 que éstos correspon-
dieron a 3 especies del género Colletotrichum.
Las especies identificadas fueron: Colletotri-
chum gloeosporioides, Colletotrichum magnum
y Colletotrichum capsici, con una similitud entre
99 y 100% con secuencias de la misma regién
depositadas en el GenBank para aislamientos de
estas especies (Cuadro 3).

Cuadro 3. Similitud de las secuencias amplificadas de las regiones ITS1-5.8S e ITS-2 del ADN ribosomal con las depositadas
en el GeneBank de los aislamientos de Colletotrichum spp., obtenidos de papaya Pococi recolectada en el cantén de

Gudcimo.
. R L. Numero de accesion de referencia en
Grupo Cadigo Especie Similitud (%) GeneBank
T2 C. gloeosporioides 100 KC493156 JQ814365
1
TS C. gloeosporioides 100 KC493156 JQ814365
T4 C. magnum 99 DQ003103 HM163177.1
TG2 C. magnum 99 DQ003103 HM163177.1
2
TG3 C. magnum 99 DQO003103 HM163177.1
A2 C. magnum 99 DQO003103 HM163177.1
3 cC C. capsici 99 IX258749 JQ685752.1
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La amplificacion, mediante PCR, con los
imprimadores especificos Cglnt para C. gloeos-
porioides y GmF / GmR para C. magna, corro-
boraron la identidad de estas especies. Para C.
capsici no se conté con imprimadores especie-
especificos, por lo que no se realizé la corrobo-
racién de su identidad. Los aislamientos T2 y T5
(Cuadro 3) mostraron la banda correspondiente
de aproximadamente 400 pb con el imprimador

MM T2 T5 T4 TG2

MM T2 T5 T4 TG2

-

- o
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taxon especifico Cglnt para C. gloeosporioides
(Figura la); mientras que para los aislamientos
T4, TG2, TG3 y A2 se obtuvo un producto de
PCR de 320 pb con los imprimadores GmF vy
GmR correspondiente a C. magna (Figura 1b).
De manera que los sintomas del grupo 1 (Cuadro
1) se asociaron a C. gloeosporioides sensu lato
(Figura la) mientras que los sintomas del grupo 2
(Cuadro 1) a C. magnum (Figura 1b).

TG3 A2 Cgs () MM

118

TG3 A2 Cgs () ™M
el 1000
* 500 pb

Fig. 1. Electroforesis en gel de agarosa de productos de PCR a partir del ADN extraido de aislamientos de Colletotrichum spp.
provenientes de frutos de papaya, hibrido Pococi, con los imprimadores Cglnt para C. gloeosporioides (a), e imprima-

dores GmF y GmR para C. magnum (b).

Patogenicidad de aislamientos

Los frutos a los que se hicieron heridas
para la inoculacién de los aislados, presentaron
un 100% de incidencia, y las variaciones se
dieron en el tamafio de las lesiones. Se observd
que todas las especies encontradas tuvieron la
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capacidad de infectar el tejido vegetal, por lo que
se concluye que son especies patogénicas a frutos
de papaya. Como se observa en la Figura 2, los
aislamientos que presentaron un mayor didmetro
de lesion fueron T4 y TG2, correspondientes a C.
magna, seguidos por el aislamiento T5 identifica-
do como C. gloeosporioides.
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Diametro de lesion (cm)

12 ] 5 ) T4

TG2

14 dias
M 8 dias

M 11 dias

TG3 A2 , Testigo

C. gloeosporioides

Fig. 2.
Pococi.

DISCUSION

En el presente estudio se observaron 7
tipos de sintomas, que formaron 3 grupos seguin
sus similitudes (Cuadro 1), asociados a la antrac-
nosis de frutos de papaya, hibrido Pococi. La
variabilidad en sintomas de antracnosis en frutos
de papaya fue previamente descrita por Durdn y
Mora (1987) en diferentes genotipos de papaya
criolla. Para estos autores, la variacion en los
sintomas estuvo asociada a las diferencias en
genotipo del hospedante; aunque no descartaron
la presencia de diferentes especies del patogeno.
La identificacion de 3 especies de Colletotri-
chum asociadas a los sintomas de antracnosis en
papaya, hibrido Pococf, indica que éstos también
corresponden a diferentes agentes causales y no
unicamente al genotipo del hospedante. Estos
resultados concuerdan con los obtenidos por
Tarnowski y Ploetz (2010) en Florida (Estados
Unidos) y Tapia-Tussell et al. (2008) y Torres-
Calzada et al. (2013) en México, quienes obser-
varon varios tipos de sintomas de antracnosis
en papaya e identificaron diferentes especies de

T

C. magnum

Didmetro promedio (mm) de la lesion causada por diferentes especies de Colletotrichum en frutas de papaya, hibrido

Colletotrichum como responsables de cada sinto-
ma. C. gloeosporioides produjo lesiones hundidas
con centros de color gris oscuro y esporulacion
rosa/gris, que coinciden con los descritos ante-
riormente para la antracnosis en papaya, mientras
que C. capsici produjo lesiones oscuras debido a
la presencia de abundantes setas de este patogeno
(Tarnowski y Ploetz 2010, Tapia-Tussell er al.
2008). Sintomas similares a los descritos para los
grupos 1y 3 (Cuadro 1) correspondientes a estas
mismas especies (Cuadro 3).

Tres especies del género Colletotrichum,
C. capsici, C. gloeosporioides sensu lato y C.
magnum, fueron identificadas como el agente
causal de la antracnosis en frutos de papaya hibri-
do Pococi, procedentes del cantén de Guécimo,
provincia de Limén. Esto indica que varias espe-
cies son responsables de la antracnosis de papaya
en Costa Rica. Hasta ahora, solo se consideraba
a C. gloeosporioides como causante de la antrac-
nosis en papaya en el pais (Durdn y Mora 1987,
Barquero et al. 2013). Por primera vez, se identi-
fica a C. capsici 'y C. magnum como causantes de
la antracnosis en papaya en Costa Rica.
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La identificacién de las 3 especies se basé
en una caracterizacion morfolégica y molecular
por lo que se considera robusta. La forma de la
colonia y de los conidios observados correspon-
den a las descritas para C. gloesporioides (Citlali
et al. 2005), C. magnum (Du et al. 2005, Nasci-
mento et al. 2010, Tapia-Tussell et al. 2016) y C.
capsici (Tapia-Tusell er al. 2008). Cabe sefalar
que C. gloesporioides y C. magnum son morfo-
l6gicamente muy similares (Nascimento et al.
2010) Para C. capsici no se corrobord su identi-
dad mediante imprimadores especie-especificos;
sin embargo, la forma falcada (curva) de los
conidios es caracteristica de esta especie y per-
miten su diferenciacién de las otras 2 especies,
y en conjunto con la secuencia de la region ITS,
provee una identificacidn certera de esta especie.
La variacion en el color de las colonias para una
misma especie ha sido informada previamente
en el género Colletotrichum (Torres-Calzada et
al. 2013).

La presencia de miltiples especies de
Colletotrichum como agentes causales de antrac-
nosis de papaya también ha sido informada en
Brasil (Nascimento et al. 2010, Vieira et al. 2013),
Estados Unidos, en el estado de la Florida (Tar-
nowski y Ploetz 2010), México (Tapia-Tussell et
al. 2008, Torres-Calzada et al. 2013) y Trinidad
y Tobago (Rampersad 2011). En Florida, México
y Trinidad y Tobago, C. gloeosporioides y C.
truncatum (sinénimo C. capsici) infectan papa-
ya, mientras que en Brasil se ha identificado a C.
brevisporum, C. magnum 'y C. gloeosporioides.
De manera que C. gloeosporioides y C. trunca-
tum presentan una amplia distribucién geografica
como causantes de antracnosis en papaya.

C. magna es una especie conocida como
patégena de cucurbitdceas (Redman er al. 2001,
Tsay et al. 2010); pero recientemente ha sido
identificada en papaya en Brasil (Nascimento
et al. 2010) y México (Tapia-Tussell e al. 2016)
y en este estudio en Costa Rica. Esto implica
un rango de hospedantes mds amplio para esta
especie del considerado previamente, como fue
sugerido por Redman et al. (2001). Ademas,
confirma a C. magna como agente causal de la
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antracnosis en papaya. Recientemente, Rossman
et al. (2016) sefalan que con el cambio a un
nombre para especies de hongos con diferentes
géneros para el estado sexual y asexual, el géne-
ro Glomerella se considera ahora sinénimo de
Colletotrichum, por lo que oficialmente realiza-
ron la nueva combinacién de Glomerella magna
Jenkins y Winstead (1964) a Colletotrichum
magnum (S.F. Jenkins & Winstead) Rossman &
W.C.Allen, comb. nov. Esta nueva combinacion
ha sido adoptada por Tapia-Tussell er al. (2016)
para C. magnum como causante de la antracno-
sis en papaya en México. Asf la especie identifi-
cada como C magna es C. magnum.

Como se menciond anteriormente, C.
gloeosporioides ha sido considerada la especie
causante de la antracnosis de papaya en Costa
Rica y otros paises alrededor del mundo. Sin
embargo, estudios moleculares recientes indican
que C. gloeosporioides es en realidad un com-
plejo de especies, es decir un grupo de diferentes
especies, al menos 22 especies y una subespecie
(Weir et al. 2012, Xu et al. 2014). Actualmente
se denomina al complejo de especies C. gloeos-
porioides sensu lato y a la especie C. gloeospo-
rioides sensu stricto (Weir et al. 2012, Udayanga
et al. 2013). En el presente trabajo se identifico a
C. gloeosporioides como una de las especies cau-
santes de antracnosis en papaya. La identificacion
se basé en la secuencia de la regién espaciadora
interna transcrita de los genes del ARN riboso-
mal (ITS por sus siglas en inglés) y la amplifica-
cién mediante PCR con los imprimadores Cglnt
e ITS4, disenados en la misma regién. En afios
recientes, se ha demostrado que tnicamente 10 de
las 22 especies del complejo C. gloeosporioides
pueden ser claramente identificadas mediante la
secuencia de la region ITS y que el imprimador
Cglnt, inicialmente disefiado como especifico
para C. gloeosporioides, es en realidad taxén
especifico, es decir identifica a C. gloeosporioi-
des sensu lato (Afanador-Kafuri et al. 2014).
De manera, que varias especies del complejo
C. gloeosporioides, incluida C. gloeosporioides
sensu stricto podrian causar antracnosis en frutos
de papaya en Costa Rica. Para establecer si otras
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especies del complejo C. gloeosporioides sensu
lato causan antracnosis de papaya en Costa Rica
se requiere el andlisis de otras regiones del geno-
ma o analisis multilocus (Prihastuti et al. 2009) o
bien un estudio polifasico (Cai et al. 2009).

La presencia de 3 especies de Colletotri-
chum asociadas a la antracnosis de papaya en la
zona de Guicimo, plantea la interrogante sobre
la distribucién y abundancia de estas especies en
las zonas de produccién de papaya en Costa Rica:
Parrita, San Carlos y Guacimo. Esta informacion
es relevante para los programas de mejoramiento
para resistencia genética a la antracnosis en papa-
ya (Bogantes y Mora 2013). Los nuevos genotipos
deben ser evaluados en zonas con una mayor
diversidad genética del patégeno o bien a nivel
de laboratorio con una mezcla de especies o con
cada especie por separado, dado que especies
de Colletotrichum difieren en su patogenicidad
hacia un mismo hospedante (Sato 2016, Munir
et al. 2016). En relacién con el combate quimico
de la enfermedad, los resultados obtenidos son
relevantes, ya que las especies de Colletotri-
chum difieren en su sensibilidad a los fungi-
cidas (Chen et al. 2016), por tanto, la correcta
identificacion del patdgeno a nivel de especie es
fundamental para la eleccion de los fungicidas o
sus mezclas a utilizar.
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