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VARIABILIDAD DE AISLADOS DE Phytophthora capsici Y Phytopthora drechsleri
PROVENIENTES DE PLANTAS ORNAMENTALES

RESUMEN GENERAL

La produccion de ornamentales en nuestro pais se estima en unos seis mil millones de pesos,
las entidades federativas que destacan son el Estado de México, Morelos y Puebla que
concentran el 89% del valor nacional ornamental, el 11% restante se encuentra en diecisiete
entidades de las que sobresalen Baja California, Distrito Federal y Michoacan. Como toda
actividad productiva, durante el proceso de produccién, traslado, almacén y venta al cliente,
existe el riesgo potencial de pérdidas por la presencia de plagas y enfermedades. Diversos
investigadores sefialan que para poder realizar un adecuado control de éstos, es necesario
conocer mejor al patégeno o plaga que esta afectando a la planta. En el estado de Michoacan,
México se aislaron oomicetes de ornamentales de viveros entre las que se encuentran dos
especies del género Phytophthora, las cuales han sido poco estudiadas, por lo que en este
trabajo se planteé como objetivo analizar la variabilidad genética de aislados de Phytophtora
capsici y P. drechsleri provenientes de plantas ornamentales a través de la utilizacion de
marcadores fenotipicos y moleculares. Con el marcador fenotipico tipo de compatibilidad, se
detectd un aislado estéril en P. drechsleri. Por otra parte, al realizar el analisis del marcador
resistencia al fungicida mefenoxam, se determin6 que 14 de los aislados de las dos especies
(nueve de P. capsici y cinco de P. drechsleri) son sensibles a éste y sélo uno de cada especie
presentd resistencia intermedia al fungicida. En cuanto a la virulencia para P. capsici se
encontré que el aislado de Epipremnum aureum (planta de teléfono) no fue virulento en
ninguno de los otros dos hospedantes inoculados y que es un aislado que presenta
caracteristicas entre Phytophthora capsici y Phytophthora tropicalis. El aislado de Solanum
ovigerum (planta de huevo) y todos los aislados obtenidos de Capsicum annuum (chile
ornamental) fueron virulentos en chile ornamental y en Capsicum annuum (chile serrano var.
Camino Real). En los aislados de Phytophthora drechsleri se observé que los obtenidos de
Arctotis sp. (margarita africana), Euphorbia pulcherrima (nochebuena), Gazania sp.
(gazania) y Gerbera sp. (gerbera) pueden ser virulentos en otras especies diferentes de las
que fueron aislados. En cuanto a la variabilidad genética a través de la reaccion en cadena de

la polimerasa, se realizo la amplificacion de los genes Cox I, Cox Il y 60S ribosomal
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(Proteina L10); con las secuencias obtenidas se realizo el Blast para encontrar porcentajes de
similitud utilizando las bases de datos Phytophthora Database y Barcode of Life Data
Systems. El gen Cox | no se amplifico para P. capsici. En la amplificacion del gen 60S para
P. capsici se encontrdé similitud desde un 99 a 100% en diez aislados de P. capsici a
diferencia de la amplificacion de Cox Il en donde se determind que nueve aislados coinciden
con P. capsici en porcentajes del 99 al 100% y uno en 100% con Phytophthora tropicalis. En
la amplificacion de los tres genes de los aislados de P. drechsleri, se encontrd que solo cuatro
de los seis identificados en un estudio previo como P. drechsleri tuvieron porcentajes de
similitud del 99 al 100% en las bases de datos con esta especie y que los dos restantes
coincidieron desde un 99 hasta el 100% con Phytophthora sp. “kelmania”. Por otra parte, se
encontraron polimorfismos en las secuencias de nucleétidos de la mayoria los aislados de las
dos especies investigadas, excepto en PV-34, PV-35, PV-36 y PV-46 obtenidos de Capsicum
annuum (chile ornamental). En este trabajo se encontrd que existe diversidad genética entre
los aislados de Phytophthora capsici y P. drechsleri provenientes de plantas ornamentales de
viveros en el estado de Michoacan, con el entendimiento de la biologia y genética de estos
patdgenos es posible generar recomendaciones a los productores de ornamentales con la
finalidad de apoyar en el desarrollo de los programas de manejo integrado de enfermedades

en estos cultivos.

Palabras clave: ornamentales, Phytophthora capsici, Phytophthora drechsleri, variabilidad,

virulencia
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VARIABILITY OF ISOLATES OF Phytophthora capsici AND

Phytophthora dreschsleri FROM ORNAMENTAL PLANTS

GENERAL ABSTRACT

The production of ornamentals in our country is estimated in around six million pesos, the
federal entities that lead the production are the State of Mexico, Puebla and Morelos,
concentrating the 89% of the international ornamental value, the 11% remaining is located in
seventeen entities in which the most prominent are Baja California, Distrito Federal and
Michoacan. Like any other productive activity, during the process of production, transferring,
storage and sell to the client, the potential risk of losses exists due to the presence of pests
and diseases. Several scientists point out that for an appropriate control of these, it is
necessary to know better the pest or the pathogen that is affecting the plant. In the state of
Michoacan, Mexico oomycetes were isolated from ornamental nurseries among them are two
species of the genus Phytophthora, from which few studies have been done, therefore, the
objective of this work was to analyze the genetic variability of isolates of Phytophtora
capsici and P. drechsleri from ornamental plants, through phenotypic and molecular markers.
With the phenotypic marker compatibility type a sterile isolate in P. drechsleri was detected.
On the other hand, with the analysis of the marker of resistance to the fungicide mefenoxam,
it was determined that 14 of the isolates of the two species (nine from P. capsici and five
from P. drechsleri) are sensible and that only one of each species was intermediately resistant
to the fungicide. Regarding the virulence of P. capsici it was found that the isolate of
Epipremnum aureum (pothos) was not virulent in neither of the other two inoculated hosts
and that it is an isolate that present characteristics in between Phytophthora capsici and
Phytophthora tropicalis. The isolate of Solanum ovigerum (eggplant) and all of the isolates
obtained from Capsicum annuum (ornamental pepper) were virulent on ornamental pepper
and on the Capsicum annuum (serrano pepper var. Camino Real). On the isolates of
Phytophthora drechsleri it was observed that the ones obtained from Arcotis sp. (african
daysi), Euphorbia pulcherrima (poinssetia), Gazania sp. (gazania) and Gerbera sp. (gerbera)

can be virulent in other species different from the ones they were isolated from. Regarding
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the genetic variability through the polymerase chain reaction, the amplification of the genes
Cox I and Il and 60S ribosomal (Protein L10); with the sequences obtained Blast analysis
was performed to get the percentages of similarity, using the databases Phytophthora
Database and Barcode of Life Data Systems. The gen Cox | was not amplified for P. capsici.
In the amplification of the gen 60S for P. capsici similarity from a 99% to a 100% was found
with ten isolates of P. capsici, unlike the amplification with Cox Il in which it was
determined that nine isolates match with P. capsici in percentages from 99% to 100% and
one in 100% with P. tropicalis. On the amplification of the three genes of the isolates of P.
dreschsleri, it was found that only four of the six identified on a previous study as P.
drechsleri had percentages of similarity from 99% to 100% on the database with this specie
and that the other two matched from 99% to the 100% with Phytophthora sp. “kelmania”. On
the other hand, polymorphisms were found on the nucleotide sequences of most of the
isolates of the two researched species, except in PV-34, PV-35, PV-36 and PV-46 obtained
from Capsicum annuum (ornamental pepper). In this study genetic diversity was found
among the isolates of Phytphthora capsici and P. drechsleri from ornamental plants nurseries
in the state of Michoacan, with the understanding of the biology and genetics of these
pathogens it may be possible to generate recommendations to the producers of ornamentals
with the purpose of the development of integrated management programs of diseases in these

crops.

Keywords: ornamentals, Phytophthora capsici, Phytopthora drechsleri, variability, virulence.
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INTRODUCCION GENERAL

México dedica 16 mil hectéreas al cultivo de plantas de ornato, el 80% de la produccion
nacional se destina al consumo interno. Aun cuando la superficie se ha multiplicado desde
1990, no ha alcanzado el nivel adecuado para posicionarse como uno de los paises con una
produccién relevante a nivel mundial (De la Madrid, 2009). En México los principales
estados productores son: Baja California, Colima, Chiapas, Distrito Federal, Estado de
México, Guerrero, Jalisco, Michoacan, Morelos, Puebla, Veracruz y Yucatdn. A nivel
nacional el cultivo de plantas de ornato se realiza en cielo abierto, viveros e invernaderos
para producir plantas en maceta y bolsa para produccion de flor y follaje de corte, arboles,

arbustos, enredaderas, setos, cubre suelos y exoticas, entre otras (Chalate et al., 2008).

El Estado de México genera el 84.5% del total de plantas y Michoacan el 1.8% (Villeda,
2006) ademés de comercializar plantas de otros estados. En nuestro pais se tienen
condiciones para desarrollar la horticultura ornamental, por la diversidad de climas, tratados
de libre comercio y la cercania con Canada y Estados Unidos para exportacién; sin embargo,
la calidad es baja por factores como material vegetativo no adecuado, nivel tecnoldgico
deficiente, desorganizacion en los eslabones de la cadena productiva, el pequefio volumen de
produccion, deficiente manejo nutrimental durante el desarrollo de las plantas, asi como

plagas y enfermedades (Chalate et al., 2008).

Existen patdgenos que causan enfermedades, como los oomicetes, dentro de los cuales el
género Phytophthora provoca grandes pérdidas a nivel mundial, éste ocasiona principalmente
pudricion de raiz y tallo, ahogamiento de plantulas, marchitamiento, tizon foliar y muerte
regresiva. En todos sus hospedantes mata a las raices pequefias y con frecuencia aparecen

lesiones pardas necroticas en raices mas grandes (Agrios, 2005).

En el estado de Michoacén, se colectaron plantas ornamentales en diferentes viveros y se
aislo a Phytophthora capsici de Capsicum annuum (chile ornamental), Cestrum nocturnum
(huele de noche), Epipremnum aureum (planta de teléfono) y Solanum ovigerum (planta de
huevo), asi como a P. drechsleri de Gerbera sp. (gerbera), Gazania rigens y G. sp. (gazania),
Euphorbia pulcherrima (nochebuena), Pentas lanceolata (pentas), Petunia x hybrida



(petunia) y Arctotis sp. (margarita africana) en donde se observé que causan marchitez,
pudricion de la corona, del tallo, de la raiz y muerte regresiva (Diaz-Celaya, 2011).

El realizar estudios de diversidad genética es importante porque al revelar la estructura de
una poblacién de fitopatdgenos, éstos permiten implementar estrategias de control adecuadas
(Valderrama et al., 2000). Se han llevado a cabo estudios de variabilidad en aislados de
Phytophthora drechsleri obtenidos de plantas de ornato, en los que se ha analizado
marcadores como tipo de compatibilidad y resistencia al fungicida mefenoxam (Olson y
Benson, 2011; Olson et al., 2013,). Sin embargo, para P. capsici la mayoria de los estudios se
han enfocado a investigar poblaciones provenientes de cultivos agricolas (Lamour y
Hausbeck, 2001; Lamour y Hausbeck, 2003; Pérez-Moreno et al., 2003; Hausbeck y Lamour,
2004; Sylvar et al., 2006; Keinath, 2007; Hu et al., 2008; Hurtado-Gonzélez et al., 2008;
Silva-Rojas et al., 2009; Foster y Hausbeck, 2010; Li et al., 2012; Yin et al., 2012).

Oomicetes que provocan enfermedades en ornamentales

Los oomicetes son organismos que poseen un micelio no septado. Producen zoosporas
biflageladas en zoosporangios, esporas sexuales de resistencia denominadas oosporas
producidas por la unién de dos gametangios llamados anteridio (masculino) y oogonio
(femenino). Los oomicetes fitopatdgenos mas importantes pertenecen a los Ordenes
Saprolegniales y Peronosporales, de los primeros solo el género Aphanomyces causa
pudricion de raiz en plantas anuales y del orden Peronosporales el género Phytophthora es
agente causal de un gran numero de enfermedades. La clasificacién taxonémica del género
Phytophthora es la siguiente: Reino Stramenipila, Phyllum Oomycota, Clase Oomycetes,
Orden Peronosporales, Familia Pythiaceae, Género Phytophthora (Agrios, 2005). EI género
Phytophthora fue identificado por primera vez por Anton De Bary en 1865 y significa
“destructor de plantas” (Erwin y Ribeiro, 1996), desde entonces y hasta el 2014, se han
descrito 117 especies, aunque algunas tienen nombres provisionales ya que ain no han sido
reconocidas por el Cadigo Internacional de Nomenclatura para algas, hongos y plantas (ICN
por sus siglas en inglés) (Martin et al., 2012). Las especies de este genero tienen un amplio

rango de hospedantes entre los que se encuentran las plantas ornamentales (Erwin y Ribeiro,



1996). Las condiciones ambientales y de manejo que se presentan en los viveros e
invernaderos en donde se siembran, crecen o se comercializan estas plantas, favorecen el
desarrollo de enfermedades ocasionadas por estos patdgenos (Daughtrey y Benson, 2005,
citados por Martin et al., 2012).

La identificacion de P. ramorum y su presencia en diversos paises Europeos entre los que
destacan Alemania, Eslovenia, Espafia, Francia, Holanda, Irlanda Italia, Noruega, Polonia, y
Reino Unido y asi como en Estados Unidos y Canada, ha creado una alerta mundial ya que es
un patégeno que afecta ornamentales en viveros, jardines y hasta en grandes superficies de
bosques (Alvaréz et al., 2005). En Estados Unidos se obtuvieron de plantas ornamentales
enfermas, aislados de patdgenos entre los que se identificé a P. cryptogea, P. nicotianae, y P.
palmivora (Hwang y Benson, 2005), ademas de P. ramorum, P. cactorum, P. cambivora, P.
citricola, P. citrophthora, P. cryptogea, P. foliorum, P. gonapodyides, P. hibernalis, P.
nemorosa, P. “Pgchlamydo”, P. syringae, P. pseudosyringae y P. tropicalis (Yakabe et al.,
2009). La diversidad de las especies del género Phytophthora que afectan ornamentales en
seis estados del sureste de Estados Unidos es alta sin embargo, las especies que tuvieron un
mayor porcentaje de incidencia de las 19 identificadas en plantas enfermas fueron P.
nicotianae (27% recuperado en los seis estados), P. cinnamomi (27% recuperado en cuatro)

P. ramorum ((23% en un estado), P. drechsleri (3% en tres estados) (Olson et al., 2013).

Phytopthora capsici y P. drechsleri son dos oomicetes que causan pudricion en raiz, corona
de la raiz y tallo, tizones, marchitamiento y muerte en diferentes plantas ornamentales (Erwin
y Ribeiro, 1996; Lamour et al., 2003; Cundom y Cabrera, 2004; Quesada-Ocampo et. al.,
2009; Olson y Benson, 2011; Hoover, 2012; Rahman et al., 2013; Olson y Benson, 2013), en

México se aislaron estos dos patdgenos en diferentes especies de plantas (Diaz-Celaya 2011).

Phytophthora capsici

P. capsici fue descrito por primera vez por Leonian en 1922, como el agente causal de la
marchitez del chile en Nuevo México, EUA. Este organismo se caracteriza por tener



esporangios subesféricos, ovoides, elipsoides, piriformes, papilados o semipapilados, con
pedicelo largo y caducos, son generalmente heterotdlicos con anteridio anfigino que al
cruzarse con el oogonio forma oosporas, ocasionalmente puede presentar hinchamientos
hifales (Erwin y Ribeiro, 1996). Diversos investigadores citados por Bowers; et al., 2006
sefialan que las clamidosporas son raras en aislados obtenidos de solanaceas y cucurbitaceas,
pero comunes en aislados de pimienta, cacao y macadamia. Este patdgeno penetra en la
planta a través de la raiz o del tallo y provoca la obstruccion de los haces vasculares (Latin y
Rane, 1999, citados por Li et al., 2012), los sintomas que ocasiona son tizones foliares,
muerte de plantulas, marchitamiento y pudricion de raiz, tallo y frutos (Hausbeck y Lamour,
2004). Se ha observado que presenta una produccion masiva de esporas asexuales llamadas
zoosporas. Con respecto a la reproduccion sexual, las oosporas permanecen en forma
invernante por afos, este tipo de reproduccion mantiene una alta variabilidad genética,
dificultandose la produccion de cultivos susceptibles en lugares infestados (Lamour et al.,
2012). Tiene un amplio rango de hospedantes e infecta principalmente especies de las
familias Solanaceae y Cucurbitaceae; sin embargo, también se ha detectado en plantas de la
familia Fabaceae, Cactaceae, Chenopodiaceae, Asteraceae, entre otras (Erwin y Ribeiro,
1996, Givens et al., 2008). En plantas ornamentales, se ha realizado el aislamiento de este
patdgeno de diferentes especies (Cuadro 1).

Cuadro 1. Hospedantes de especies ornamentales en los que se ha reportado Phytophthora capsici.

Hospededantes Familia Referencia
Abies fraseri (abeto o arbol de Pinaceae Quesada-Ocampo et al., 2009
navidad)
Anthurium andreanum (anturio) Araceae Erwin y Ribeiro, 1996
Browallia speciosa (arbusto violeta) Solanaceae Erwin y Ribeiro, 1996
Capsicum annuum (chile ornamental)  Solanaceae Erwin y Ribeiro, 1996, Diaz-Celaya,

2011

Cestrum nocturnum (huele de noche)  Solanaceae Diaz-Celaya, 2011
Cosmos sp. (cosmos) Asteraceae Erwin y Ribeiro, 1996
Dianthus barbatus (clavelina) Caryophyllaceae Erwin y Ribeiro, 1996
Enkianthus quinquefolius (flor china Ericaceae Erwin y Ribeiro, 1996

de afio nuevo)




Continuacion Cuadro 1. Hospedantes de especies ornamentales en los que se ha reportado

Phytophthora capsici.

Epipremnum aureum (planta de Araceae Orlikowski et al., 2006, Diaz-Celaya,
teléfono) 2011

Philodendron scandens (filodendro) Araceae Cundom y Cabrera, 2004

Solanum ovigerum (planta de huevo) Solanaceae Diaz, 2011

Phytophthora drechsleri

Este patdgeno fue aislado por primera vez de tubérculos de papa (Solanum tuberosum) en
1931 por Drechsler y descrita por Tucker en ese mismo afio. Es un oomicete heterotalico que
presenta los dos tipos de compatibilidad Al y A2 (Erwin y Ribeiro, 1996) y que al ser
compatibles producen para la fase sexual oosporas, la reproduccion asexual se realiza por la
fragmentacion de hifas, por esporangios que pueden germinar directamente o que liberan
zoosporas maviles en agua o por clamidosporas que se forman en algunos aislados (Lutz y
Mengue, 1991, citados por Lamour et al., 2003). Tiene un amplio espectro de hospedantes
principalmente de raiz, pero algunos aislados infectan frutos maduros de mel6n y pepino
(Erwin y Ribeiro, 1996). Se han reportado 110 hospedantes de 40 familias (Farr y Rosman,
2012, citados por Olson y Benson, 2013) y de éstas aproximadamente 25 son ornamentales
(Olson y Benson, 2013). A diferencia de Phytopthora capsici, P. drechsleri es una especie

que frecuentemente es patdgeno de plantas ornamentales (Cuadro 2).

Cuadro 2. Hospedantes de especies ornamentales en los que se ha reportado Phytophthora

drechsleri.

Hospedante Familia Referencia
Abies fraseri (abeto o arbol de navidad) Pinaceae Hoover, 2012
Antirrhinum majus (perritos) Plantaginaceae ~ Olson y Benson, 2013
Arctotis sp. (margarita africana) Asteraceae Diaz-Celaya, 2011
Azalea indica (azalea) Ericaeae Erwin y Ribeiro, 1996
Callistemon citrinus (escobetilla) Myrtaceae Erwin y Ribeiro, 1996
Celosia plumosa (amaranto ornamental) Amaranthaceae  Erwin y Ribeiro, 1996




Continuacion Cuadro 2. Hospedantes de especies ornamentales en los que se ha reportado

Phytophthora drechsleri.

Coleus sp. (coleo)
Cordyline australis (racena)
Crowea salignata (crowea)

Chamaelaucium uncinatus (flor de cera)

Chrysanthemum cinerariifolium
(crisantemo)

Dodonaea viscosa (dodonea)

Euphorbia pulcherrima (nochebuena)

Fuchsia x hybrida (fuchsia)

Gazania rigens (gazania)
Gerbera jamesonii (gerbera “daisy”)

Grevillea biternata (flor arafa)
Hebe speciosa (verdnica)
Hedera helix (hiedra comun)
Helianthus annus (girasol)
Melaleuca armillaris (brazalete)
Matthiola incana (alheli)
Osteospermum sp. (osteospermum)
Pelargonium zonale (geranio)
Pentas lanceolata (pentas)
Petunia x hybrida (petunia)
Polygala myrtifolia (poligala)
Senecio cineraria (cineraria gris)
Senecio cruentus (cineraria)
Verbena x hybrida (verbena)

Viburnum tinus (laurel salvaje)

Lamiaceae

Agavaceae

Rutaceae
Apocynaceae

Asteraceae

Sapindaceae

Euphorbiaceae

Onagraceae

Asteraceae
Asteraceae

Proteaceae
Scrophulariaceae
Avraliaceae
Asteraceae
Myrtaceae
Brassicaceae
Asteraceae
Geraniaceae
Rubiaceae
Solanaceae
Polygalaceae
Asteraceae
Asteraceae
Verbenaceae

Asteraceae

Erwin y Ribeiro, 1996
Erwin y Ribeiro, 1996
Erwin y Ribeiro, 1996
Erwin y Ribeiro, 1996
Erwin y Ribeiro, 1996

Erwin y Ribeiro, 1996

Erwin y Ribeiro, 1996, Lamour et
al., 2003; Daugthrey, 2009, Diaz-
Celaya, 2011

Olson y Benson, 2011, Olson y
Benson, 2013

Diaz-Celaya, 2011

Erwin y Ribeiro, 1996, Diaz-
Celaya, 2011, Olson y Benson,
2011, Olson y Benson, 2013
Erwin y Ribeiro, 1996

Erwin y Ribeiro, 1996

Rahman et al., 2013

Erwin y Ribeiro, 1996

Erwin y Ribeiro, 1996

Olson y Benson, 2013

Olson y Benson, 2013

Erwin y Ribeiro, 1996
Diaz-Celaya, 2011

Diaz-Celaya, 2011

Moralejo et al., 2009

Olson y Benson, 2013

Erwin y Ribeiro, 1996

Olson y Benson, 2013

Erwin y Ribeiro, 1996




HIPOTESIS

Existe variabilidad entre los aislados de Phytophthora capsici y Phytophthora drechsleri
obtenidos de plantas de ornato, ya que provienen de diferentes hospedantes y de diversas

regiones del pais.

Il OBJETIVOS

Objetivo general

Analizar la variabilidad de aislados de Phytophthora capsici y P. drechsleri provenientes de

plantas ornamentales.

Obijetivos especificos

1) Determinar el tipo de compatibilidad para del aislado de Phytophthora drechsleri
proveniente de gazania.

2) Evaluar la resistencia de los aislados a mefenoxam in vitro.

3) Evaluar la agresividad de los aislados en plantas ornamentales de importancia en el
estado de Michoacan.

4) Estimar el rango de hospedantes de los aislados en plantas ornamentales de
importancia en el estado de Michoacan.

5) Detectar si existe polimorfismo en los aislados usando genes nucleares y

mitocondriales.



CAPITULO 1. VARIABILIDAD GENETICA DE AISLADOS DE Phytophthora capsici
Y Phytophthora drechsleri PROVENIENTES DE PLANTAS ORNAMENTALES CON
EL USO DE MARCADORES FENOTIPICOS

RESUMEN
El conocimiento de la variabilidad dentro una poblacion es importante, ya que los
organismos pueden adaptarse constantemente a los cambios del medio ambiente que los
rodea y de las actividades del hombre. Dentro de las poblaciones pueden ocurrir cambios en
su genoma por la reproduccion sexual, la deriva genética y las mutaciones, ademas existe
presion de seleccion en las poblaciones cuando se realiza la aplicacion de fungicidas, la
rotacion de cultivos, el movimiento de material vegetativo, uso de variedades resistentes, etc.
En el presente estudio se utilizaron diversos marcadores que determinan la variabilidad en
una poblacion entre los cuales estuvieron la virulencia, tipo de compatibilidad y resistencia a
mefenoxam. El aislado de P. drechsleri PV-29 obtenido de Gazania rigens (gazania) se
determind como estéril ya que no formo oosporas en las cruzas. Por otra parte, al realizar el
analisis del marcador resistencia al fungicida mefenoxam, se determind que 14 de los
aislados de las dos especies (nueve de P. capsici y cinco de P. drechsleri) son sensibles a éste
y s6lo uno de cada especie presentd resistencia intermedia al fungicida. En las dos especies
estudiadas, se presentaron diferencias en virulencia dependiendo del hospedante de donde se
aislo y en el cual se inoculd, también en agresividad los aislados fueron distintos ya que al
inocularlos, los sintomas de marchitamiento, necrosis 0 muerte de la planta variaron en dias
post-inoculacion (dpi), en que se observaron. En cuanto a la virulencia para P. capsici se
encontrd que el aislado de Epipremnum aureum (planta de teléfono) no fue virulento en
ninguno de los otros dos hospedantes inoculados y que es un aislado que presenta
caracteristicas entre Phytophthora capsici y Phytophthora tropicalis. El aislado de Solanum
ovigerum (planta de huevo) y todos los aislados obtenidos de Capsicum annuum (chile
ornamental) fueron virulentos en chile ornamental y en Capsicum annuum (chile serrano var.
Camino Real). En los aislados de Phytophthora drechsleri se observé que los obtenidos de
Arctotis sp. (margarita africana), Euphorbia pulcherrima (nochebuena), Gazania sp.
(gazania) y Gerbera sp. (gerbera) pueden ser virulentos en otras especies diferentes de las

que fueron aislados.



CHAPTER 1. GENETIC VARIABILITY IN ISOLATES OF Phytophthora capsici AND
Phytophthora drechsleri FROM ORNAMENTAL PLANTS WITH THE USE OF
PHENOTYPIC MARKERS

ABSTRACT

The knowledge of variability among a population is important, since the organisms can adapt
constantly to environmental changes that surround them and to the human activities. Among
the population changes in their genome, these may occur through sexual reproduction,
genetic drift and mutations, also selection pressure exists in the populations with fungicide
application, crop rotation, movement of vegetative material, use of resistant varieties, etc. In
the present study various markers that determine the variability in a population were used,
among them were virulence, compatibility type and resistance to mefenoxam. The isolate P.
drechsleri PV-29 obtained from Gazania rigens (gazania) was determined as sterile since it
did not form oospores in the crosses. On the other hand, with the analysis of the marker of
resistance to the fungicide mefenoxam, it was determined that 14 of the isolates of the two
species (nine from P. capsici and five from P. drechsleri) are sensible and that only one of
each species was intermediately resistant to the fungicide. In the two species studied,
differences in virulence were observed depending on the host from which they were isolated
from and the one they were inoculated on, also the aggressiveness of the isolates was
different, because the time when the symptoms of wilt, necrosis and death of the plant were
observed varied in days post inoculation (dpi). Regarding the virulence of P. capsici it was
found that the isolate of Epipremnum aureum (pothos) was not virulent in neither of the other
two inoculated hosts and that it is an isolate that present characteristics in between
Phytophthora capsici and Phytophthora tropicalis. The isolate of Solanum ovigerum
(eggplant) and all of the isolates obtained from Capsicum annuum (ornamental pepper) were
virulent on ornamental pepper and on the Capsicum annuum (serrano pepper var. Camino
Real). On the isolates of Phytophthora drechsleri it was observed that the ones obtained from
Arcotis sp. (african daysi), Euphorbia pulcherrima (poinssetia), Gazania sp. (gazania) and
Gerbera sp. (gerbera) can be virulent in other species different from the ones they were

isolated from.



1.1 INTRODUCCION

Los organismos vivos adaptan la informacion contenida en su genoma de acuerdo con las
necesidades de sobrevivir en su entorno. El resultado de la interaccion adaptativa se traduce
en la acumulacién de la informacidn genética que a manera de variantes cada especie va
guardando entre los miembros de su poblacion y que se va transmitiendo en las subsiguientes
generaciones a traves del tiempo y aunque la poblacion de individuos en una especie
comparte caracteristicas comunes y se pueden cruzar entre ellos, existen variantes
individuales que se pueden manifestar en el fenotipo o dentro de su genoma. La suma de
todos los individuos con sus respectivas variantes es lo que se conoce como variabilidad
genética de una especie, la cual permite a ésta adaptarse a los cambios que se presentan en su
entorno (Franco e Hidalgo, 2003).

Dentro de los marcadores que se utilizan para determinar variabilidad genética, se considera
a la virulencia como el principal marcador fenotipico para el estudio de poblaciones. Este
marcador consiste en determinar el espectro de virulencia de algin patdgeno en un grupo de
variedades de plantas diferenciales y que generalmente es utilizado para la busqueda de
plantas resistentes o susceptibles al ataque de dicho patdgeno; sin embargo, el loci que
determina este patron es una pequefia parte del total de la variacion genética que se presenta
entre aislados y pueden estar sometidas a una fuerte presion de seleccion por el hospedante
(Leung et al., 1993, citados por Macias et al., 2006; Silvar et al., 2006). La virulencia y
patogenicidad de la progenie de Phytopthora capsici al haber recombinaciéon sexual en el
laboratorio, fue diferente a la de los padres al inocular en tomate y pepino, lo anterior fue
corroborado en observaciones en campo en donde se encontr6 que las caracteristicas
morfoldgicas de P. capsici varian ampliamente en las poblaciones naturales y en donde la
patogenicidad es diferente entre cultivos de solanaceas y cucurbitaceas (Ristaino, 1990). Las
pruebas de virulencia han sido utilizadas para estudios de diferenciacion genética, sin
embargo su desventaja es que consumen tiempo Y las variables pueden ser influenciadas por
las condiciones del medio ambiente y las técnicas de inoculacién del patdgeno (Silvar et al.,

2006). Cuando se hicieron estudios sobre la virulencia de varias especies de Phytophthora
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utilizando diferentes sustratos, método de inoculacién, hospedantes y partes de la planta, se
observaron diferencias en virulencia entre los aislados (Hong et al., 2008; Foster y Hausbeck,
2010). En Estados Unidos al caracterizar 49 aislados de P. capsici, considerando la
agresividad como fuente de variabilidad en seis genotipos de chile, se observaron diez
patotipos y no se observo correlacion entre ésta y el hospedante de origen o la region
geogréfica (Yin et al., 2012).

Otro de los marcadores para detectar variabilidad es la compatibilidad sexual que es usada
para delinear especies bioldgicas (también conocidas como poblaciones de apareamiento
compatibles) las cuales son indistinguibles a simple vista y puede ser determinada por el
apareamiento de individuos heterotalicos en un medio artificial o natural y observando las
pruebas de fertilidad sexual entre ellos, por ejemplo la produccion de oosporas,
basidiosporas, ascosporas, etc. (Gonzélez-Chavira y Simpson, 2008). Se ha observado que
cuando un organismo tiene reproduccion sexual, se genera variabilidad, lo que proporcionara
al patdgeno mayores posibilidades de adaptarse a los cambios que se generen alrededor de él
(Ristaino, 1990; Mc Donald y Linde, 2002). Se ha sefialado que aproximadamente el 60% de
las especies del género Phytophthora son homotélicas, el resto en donde se incluyen P.
capsici y P. drechsleri son heterotélicas y requieren de dos tipos de compatibilidad Al y A2
para completar el estado sexual y formar oosporas, el cual es la forma mas eficiente para
desarrollar diversidad genética (Erwin y Ribeiro, 1996; Lamour y Hausbeck, 2001). Las
investigaciones que se han generado con respecto a la variabilidad genética atendiendo el
parametro de tipo de compatibilidad reportan que aislados de P. capsici con el tipo de
compatibilidad Al fueron mas virulentos que los aislados con el tipo A2 (Cristinzio y
Noviello, 1980, citados por Fernandez-Pavia, et al., 2004). En México se han reportado los
grupos Al y A2 de P. capsici en chile, lo que sugiere que en la regién centro existe
apareamiento y en consecuencia variabilidad genética (Pérez-Moreno et al., 2003). Por otra
parte, al realizar el analisis de tipo de compatibilidad de aislados de Phytophthora spp.
obtenidos de plantas ornamentales en Estados Unidos, se observd que al presentarse el
mismo tipo de compatibilidad en diferentes aislados de la misma especie, se concluy6 que no
existia variabilidad y que las epidemias provenian de la misma fuente de in6culo (Hwang y
Benson, 2005) (Cuadro 3).
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Para determinar la diversidad de poblaciones, también se analiza la resistencia a fungicidas,
en donde las fenilamidas son uno de los 5 grupos de fungicidas que son utilizados para el
control de oomicetes, dentro de éstos el mefenoxam y el metalaxil son de los productos mas
usados (Jaramillo, 2003). La especificidad en el sitio de accion permitié que se presentara
resistencia en P. infestans en Europa a los dos afios de su introduccion y desde entonces se ha
reportado para otras especies de Phytophthora, también se ha sefialado que la resistencia a
fungicidas es el resultado de mutaciones estables y heredables (Gisi y Gohen, 1996; Moornan
y Kim, 2004; Hwang y Benson, 2005, Pérez y Forbes, 2008). El nivel de resistencia puede
medirse en el laboratorio exponiendo una poblacion obtenida en el campo, al fungicida en
cuestion, midiendo su respuesta a diferentes dosis del compuesto. Las respuestas a la
toxicidad se miden generalmente por la inhibicion del crecimiento del hongo, de la
germinacion de esporas y de la infeccién a la planta (Pérez y Forbes, 2008). En 95 aislados
de Phytophthora spp. obtenidos de plantas ornamentales, al probar 100 pg/mL de
mefenoxan, se encontré que 25 fueron altamente resistentes, 4 medianamente resistentes y 66
sensibles (Hu et al., 2008). Por otra parte, Olson y Benson (2011) reportaron que todos los
aislados encontrados de P. drechsleri en gerbera daisy y fuchsia fueron resistentes a la
aplicacion de mefenoxam a dosis de 1 y 100 pg/mL. Sin embargo, recientemente Olson et al.
(2013) al analizar diferentes especies del género Phytophthora que afectan ornamentales en
Estados Unidos, encontraron que el porcentaje de aislados insensibles a mefenoxam es
reducido, por lo que aun se puede considerar el uso de este fungicida para el manejo
integrado de este patdgeno. En Estados Unidos se ha reportado la presencia de aislados de P.
capsici resistentes (Lamour y Hausbeck, 2000). Por otra parte, otro estudio sefiala que de 120
aislados de P. capsici de calabaza y chile, al determinar la sensibilidad a mefenoxam
(100mgl/l), se encontré que 8 fueron tolerantes con crecimiento del oomicete mayor al 90%,
60 sensibles con crecimiento menor al 30% y 50 medianamente sensibles, estos ultimos

fueron aislados en sitios donde no se habia aplicado mefenoxam (Keinath, 2007) (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Tipo de compatibilidad y resistencia a mefenoxam de aislados de Phytopthora capsici y
Phytopthora drechsleri obtenidos de plantas ornamentales.

Especie/Tipo de Resistencia a mefenoxam

Hospedante compatibilidad 1 pgi.a/ml 100 pg i.a/ml Fuente

No reportado P. capsici Sensibilidad Olson et al,
Intermedia 2013

Euphorbia pulcherrima  P. drechsleri/Al Sensible Lamour et al.

(nochebuena) 2003

Euphorbia pulcherrima  P. drechsleri/Al Resistencia

(nochebuena) Intermedia

Gerbera daisy (gerbera) P. drechsleri/Al Resistente Resistente Olsony

Fuchsia (fuchsia) P. drechsleri/Al Resistente Resistente Benson, 2011

Gerbera daisy (gerbera) P. drechsleri/Al Resistente Resistente Olson et al,

Fuchsia (fuchsia) P. drechsleri/Al 2011

Senecio cineraria (senecio) P.

Gerbera sp. (gerbera) P.
Gazania rigens (gazania) P.
Euphorbia pulcherrima P.

(nochebuena)

Pentas lanceolata (pentas)  P.
Arctotis sp.

(margarita africana)
Gazania sp. (gazania)
Petunia x hybrida (petunia)
Gerbera sp. (gerbera)
Capsicum annuum

(chile ornamental)

Cestrum nocturnum P.
(huele de noche)

Epipremnum aureum P.
(planta de teléfono)

Solanum ovigerum P.

(planta de huevo)

drechsleri/Al

drechsleri /A2

drechsleri/ND*

drechsleri/A2

drechsleri/A2

P. drechsleri /Al

. drechsleri /A1
. drechsleri /A1
. drechsleri /A2
. capsici/Al

capsici/H**

capsici /A2

capsici /Al

Diaz-Celaya,
2011

*No determinado, **Homotalico
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1.2 MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron 16 aislados obtenidos de plantas ornamentales de la coleccion del Laboratorio
de Patologia Vegetal del Instituto de Investigaciones Agropecuarias y Forestales de la
UMSNH, Morelia, Michoacén, de los cuales diez corresponden a Phytopthora capsici y seis
a P. drechsleri (Cuadro 4).

Cuadro 4. Aislados de Phytophthora capsici y Phytopthora drechsleri obtenidos de plantas
ornamentales.

Aislado Especie Localidad de colecta
Phytophthora capsici
PV-15 Capsicum annuum (chile ornamental) Morelia, Mich.
PV-30 Capsicum annuum (chile ornamental) Tarimbaro, Mich.
PV-31 Cestrum nocturnum (Huele de noche) Tarimbaro, Mich.
PV-33 Capsicum annuum (chile ornamental) Edo. de Morelos
PV-34 Capsicum annuum (chile ornamental) Tarimbaro, Mich.
PV-35 Capsicum annuum (chile ornamental) Tarimbaro, Mich.
PV-36 Capsicum annuum (chile ornamental) Tarimbaro, Mich.
PV-41 Epipremnum aureum (planta de teléfono) Tarimbaro, Mich.
PV-44 Solanum ovigerum (planta de huevo) Morelia, Mich.
PV-46 Capsicum annuum (chile ornamental) Morelia, Mich.

Phytophthora drechsleri

PV-27 Gerbera sp. (gerbera) Morelia, Mich.
PV-29 Gazania rigens (gazania) Morelia, Mich.
PV-37 Euphorbia pulcherrima (nochebuena) Uruapan, Mich.
PV-39 Arctotis sp. (margarita africana) Uruapan, Mich.
PV-40 Gazania sp. (gazania) Uruapan, Mich.
PV-47 Gerbera sp. (gerbera) Edo. de Morelos
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En condiciones asépticas dentro de la campana de flujo laminar se reactivaron los aislados de

acuerdo al siguiente protocolo:

a)

b)

Se abrid el microtubo en la campana de flujo laminar y se tomaron con las pinzas dos
cubos de agar conteniendo micelio.

El cubo de agar se colocd en una caja Petri vacia para eliminar la mayor cantidad de
liquido que fuera posible, éstos se transfirieron a medio de cultivo Agar Harina de
Maiz (AHM, Anexo 1) para su crecimiento y se incubaron a 25°C en condiciones de
obscuridad.

Cuando los aislados crecieron, se realizd la prueba de Luria Bertoni (LB, Anexo I1),
para verificar que estuvieran libres de bacterias. Todos los aislados se mantuvieron en

medio de cultivo AHM para posteriores experimentos.

1.2.1 Tipo de compatibilidad del aislado PV-29

En un estudio realizado anteriormente por Diaz-Celaya, 2011 se determiné el tipo de

compatibilidad de los aislados. Sin embargo, debido a que no habia sido posible determinar

el tipo de compatibilidad del aislado PV-29 se repitié esta prueba con diferentes aislados de

tipo de compatibilidad conocida.

a)

b)

Se utilizaron como referencia para realizar las cruzas los aislados heterotalicos de P.
drechsleri PV-27 (A2), PV-37 (A2), PV-39 (Al), PV-40 (A1) y PV-47 (A2).

Se prepar6 medio Agar-V8 (AV8, Anexo 1) y se vacio en cajas Petri de 100 x 15mm,
se colocd un disco de micelio del aislamiento con tipo de compatibilidad Al ya
conocido y al lado de éste a una distancia de aproximadamente 2 cm, se coloco el
disco de micelio del aislado PV-29, se realizo el mismo procedimiento con el tipo de
compatibilidad A2.

Se incubaron a 25°C y se revisaron cada tercer dia bajo el microscopio éptico para

verificar si se observaban oosporas.
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1.2.2 Resistencia a mefenoxam

a) Se cortd un cubo de agar con micelio de cada aislado y se colocd en medio AHM,
éstos se incubaron a temperatura ambiente por 3 dias. Se preparé medio de cultivo
AV8 adicionado con 100 ppm de mefenoxam (Ridomil Gold 4E de Syngenta y no
menos de 46.2% i. a. en peso) y medio sin fungicida. Se vacié en cajas Petri,
utilizando tres repeticiones para cada aislado.

b) De los aislados con 3 dias de crecimiento se tomé con un sacabocados un circulo de 8
mm que se colocd en el centro de cada caja Petri con medio AV8 con y sin fungicida.
Las cajas se distribuyeron al azar y se incubaron a 25°C durante tres dias.
Posteriormente se midio el didmetro de la colonia en dos direcciones, a este dato se le
restaron los 8 mm del circulo de AHM colocado en el centro y se promediaron los
datos de las tres cajas Petri con y sin fungicida para cada aislado.

c) Para obtener el porcentaje de crecimiento, se dividié el resultado promediado con 100
ppm entre el resultado del testigo.

d) Para definir la resistencia de los aislados al mefenoxam se utilizo el rango propuesto
por Lamour et al. (2003) con respecto al porcentaje de crecimiento: Sensible a
mefenoxam (S) < 30%, Resistencia Intermedia (RI) > 30% y < 90% y Resistente a

mefenoxam (R) > 90%.

1.2.3 Virulencia de los aislados y rango de hospedantes

1.2.3.1 Aislados de Phytophthora capsici

Se inocularon los aislados de P. capsici PV-15, PV-30, PV-33-PV-36, PV-41, PV-44 y PV-
46 en chile ornamental, planta de teléfono y chile serrano variedad Camino Real para
determinar si en este chile comestible eran virulentos y si existia diferencia en la agresividad

de éstos. En planta de teléfono también se inoculé el aislado PV-31 (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Especies vegetales utilizadas para determinar virulencia, agresividad y rango de
hospedantes de aislados de Phytopthora capsici obtenidos de plantas ornamentales.

Especie Edad de la planta Zoosporas Sustrato
Chile ornamental 35 dias 10,000/mL SCE*
(C. annuum)
Chile serrano (C. annuum) 40 dias 10,000/mL SCE*
Var. Camino real 35 dias 10,000/mL
Teléfono (E. aureum) 45 dias 1,000/mL Agua destilada estéril
90 dias 10,000/mL

*SCE=Suelo comercial estéril Miracle Gro®

a) Inoculacién de plantas de chile ornamental y chile serrano var. Camino Real

e Se sembraron las plantulas en charolas para germinacién de seis compartimientos.

e Se agregd agua al sustrato hasta saturarlo y posteriormente se agregd 1 mL de la
suspension de 10,000 zoosporas de cada aislado, al testigo se le aplicé solamente 1 mL
de agua. Las plantas se mantuvieron en contenedores con agua para que permanecieran
hdmedas.

e En chile serrano fueron seis repeticiones y en chile ornamental 12, con sus respectivos
testigos, se distribuyeron al azar. La inoculacion de chile serrano fue durante el mes de
noviembre y de chile ornamental fue en el mes de abril, meses en que la temperatura
promedio fueron de 31y 32.8 °C, respectivamente.

e Serealizod el registro de los sintomas y del progreso de los mismos cada tercer dia.

b) Inoculacion de plantas de teléfono

e Se utilizaron plantas de teléfono de dos afios de edad a las que se realizaron cortes de la
guia de aproximadamente 10 cm cada una con 2-3 hojas, éstas se colocaron en frascos

con agua.
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e Cuando en las plantas se observaron raices, se lavaron con agua y jabon y se colocaron
en frascos esterilizados con 40 mL de agua destilada estéril. Se utilizaron tres plantas
por cada aislado y tres para el testigo.

o En el experimento 1 se inocul6 cada planta con 1,000 zoosporas/mL de cada aislado, en
el experimento 2 se inocularon 10,000 zoosporas/mL, al testigo se le agregd 1 mL de
agua. Las plantas de distribuyeron al azar en charolas. La temperatura durante los

experimentos fue de 25+2 °C. Se registraron los sintomas cada tercer dia.

1.2.3.2 Aislados de Phytophthora drechsleri

Los aislados de P. drechsleri PV-27, PV-29, PV-37, PV-40, PV-47 y PV-49 se inocularon en
el suelo cerca de la base del tallo en gazania, petunia y nochebuena variedades Valenciana y

Freedom Red y en las ramas de estas dos variedades de nochebuena (Cuadro 6).

Cuadro 6. Especies vegetales utilizadas para determinar virulencia, agresividad y rango de

hospedantes de aislados de Phytopthora drechsleri obtenidos de plantas ornamentales.

Especie Edad de la Zoosporas Sustrato

planta

Gazania sp. (gazania)* 3 meses 6,000/mL SCE**

Euphorbia pulcherrima 1 afio No aplica Suelo del

(nochebuena var. Valenciana) proveedor
1 afio 6,000/mL de la planta

Euphorbia pulcherrima 2 meses 6,000/mL SCE

(nochebuena var. Freedom Red) 2 meses No aplica

Petunia sp. (petunia)* 3 meses 6,000/mL SCE

*Plantas aportadas por la Dra. Martha Elena Pedraza Santos. **SCE=Suelo comercial estéril Miracle Gro®
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a) Inoculacion de plantas de gazania

e Se trasplantaron doce plantas de esta especie en charolas para germinacion con suelo
estéril. Estas se colocaron en contenedores que se mantuvieron continuamente con
agua y se inocularon con 1 mL de la suspension de zoosporas, al testigo se le adiciono
1mL de agua.

e Seregaron las plantas hasta saturacion y se distribuyeron al azar.

e Serealizo el registro de sintomas cada tercer dia.

b) Inoculacion de plantas de nochebuena

Variedad Valenciana y Freedom Red

v Experimento 1 (Inoculacion en ramas con medio de cultivo con micelio)

e Se utilizaron cinco plantas de la variedad Valenciana y tres de Freedom Red para
inocular con cada aislado asi como sus respectivos testigos, se colocaron en
contenedores de plastico para mantener el suelo con agua constantemente.

e Se rasp6 con una aguja de diseccién en el tallo de la planta en donde se observé el
tejido menos lefioso y se colocd un cuadro de medio de cultivo AV8 de 15 dias de
edad con micelio de cada aislado y éste se envolvidé con parafilm. Al testigo
Unicamente se le coloco un cuadro sin micelio, envuelto con el parafilm.

e Se agregd agua al suelo de las plantas y a las charolas, por Gltimo se colocaron bolsas
de pléstico sobre cada planta para proporcionar condiciones de alta humedad.

e A las 24 hr se levantaron las bolsas de pléastico solo en la base de la planta y a las 48
hr después de la inoculacion, se retird la bolsa de plastico.

e Se registro la aparicion de sintomas y el progreso de los mismos cada tercer dia.

v Experimento 2 (Suspension de 6,000 zoosporas/mL de agua en el sustrato)

e Este experimento se realizd con la variedad Freedom Red.
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e Se retiraron las plantas de la maceta en las que el proveedor las envio y se resembraron
en suelo estéril, cada maceta se coloco en una bolsa de plastico para mantener siempre
la humedad del sustrato. Se usaron doce plantas por cada aislado y doce para el testigo.
Las plantas se distribuyeron al azar.

e Se regaron las plantas hasta saturacion y posteriormente se inocularon con 1 mL de una
suspension de 6,000 zoosporas/mL, al testigo Unicamente se le agregd 1 mL de agua.

e El registro de los sintomas se realiz6 cada tercer dia

c) Inoculacion de plantas de petunia

e Se trasplantaron 8 plantas de esta especie en charolas para germinacion y se colocaron
en charolas de pléastico, por lo que quedaron 8 plantas/charola inoculadas con cada
aislado y 8 para el testigo. Las charolas se distribuyeron al azar.

e Se regaron las plantas hasta saturacion y se inoculdé una suspension de 6,000
zoosporas /mL de agua de cada aislado en cada planta, al testigo se le agregé 1mL de
agua.

e Se agregd agua a las charolas constantemente para mantener la humedad de las
plantas.

e Serealizo el registro de datos cada tercer dia.

Reaislamiento del patogeno.

Las plantas que presentaron sintomas de marchitez, necrosis o pudricién de tallo y/o corona
de la raiz, se usaron para realizar el aislamiento de tejido vegetal (Anexo 1ll) en medio de
cultivo selectivo con agar harina de maiz (NARPH, Anexo 1). Cuando se observé el
crecimiento caracteristico de Phytophthora, se transfiri6 un cubo de micelio de

aproximadamente 1 cm® en agar harina de maiz para inducir la formacion de esporangios.
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1.2.4 Anélisis de datos

Para registrar los datos y hacer comparacion entre los aislados, se elabor6 una tabla de indice
de Severidad de Sintomas (ISS), de la siguiente manera:

1: Plantas sanas.
2: Plantas ligeramente marchitas (algunas hojas y/o bracteas sin turgencia).
3: Marchitas (Todas las hojas y/o bracteas sin turgencia y/o necrosis en tallos).

4: Plantas muertas.

Para el andlisis de los datos, se empled la prueba no paramétrica de analisis de varianza por
rangos usando la mediana segin Kruskall-Wallis con Statgraphics. Adicionalmente, se
realizd6 un analisis post ANOVA comparando los tratamientos con la prueba de Dunn
(0=0.05) utilizando el software Statistix y se calcul6 el porcentaje de plantas muertas.

21



1.3. RESULTADOS

1.3.1. Reactivacién de aislados

Se realizd la reactivacion de 16 aislados de Phytophthora spp. obtenidos de plantas

ornamentales, diez de P. capsici y seis de P. drechsleri (Cuadro 7).

Cuadro 7. Aislados reactivados de Phytophthora capsici y P. drechsleri provenientes de plantas

ornamentales.

Phytophthora capsici
Aislado Hospedante de origen Reactivacién
PV-15 Capsicum annuum (chile ornamental) +
PV-30 Capsicum annuum (chile ornamental) +
PV-31* Cestrum nocturnum (huele de noche) +
PV-33 Capsicum annuum (chile ornamental) +
PV-34 Capsicum annuum (chile ornamental) +
PV-35 Capsicum annuum (chile ornamental) +
PV-36 Capsicum annuum (chile ornamental) +
PV-41 Epipremnum aureum (planta de teléfono) +
PV-44 Solanum ovigerum (planta de huevo) +
PV-46 Capsicum annuum (chile ornamental) +
Phytophthora drechsleri

PV-27 Gerbera sp. (gerbera) +
PV-29 Gazania rigens (gazania) +
PV-37 Euphorbia pulcherrima (nochebuena) +
PV-39 Arctotis sp. (margarita africana) +
PV-40 Gazania sp. (gazania) +
PV-47 Gerbera sp. (gerbera) +

" Este aislado creci6 hasta después de 1 mes
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1.3.2 Tipo de compatibilidad

El tipo de compatibilidad del aislado PV-29 no se pudo determinar ya que al realizar las
cruzas con los aislados de P. drechsleri PV-27, PV-37, PV-39, PV-40 y PV-47 no se

observaron oosporas, por lo que se consideré como estéril.

1.3.3 Resistencia a mefenoxam

Catorce aislados fueron sensibles (S) a la dosis de 100 ppm de mefenoxam. Los aislados que

presentaron porcentajes de crecimiento >30% con respecto al control, fueron el aislado PV-

15 obtenido de Capsicum annuum (chile ornamental) vy el aislado PV-37 obtenido de E.

pulcherrima (nochebuena), estos se determinaron con resistencia intermedia (RI) porque

presentaron un crecimiento de 31.0% con respecto al control (Cuadro 8).

Cuadro 8. Resistencia a mefenoxam de aislados de P. capsici y P. drechsleri obtenidos de plantas

ornamentales.

Localidad Hospedante Cddigo del  Crecimiento respecto Resistencia a
aislado al control (%) mefenoxam*
P. capsici
Morelia, Mich Capsicum annuum PV-15 31 RI
Tarimbaro, Mich Capsicum annuum PV-30 7 S
Morelia, Mich Capsicum annuum PV-31 22 S
Morelos Capsicum annuum PV-33 8 S
Tarimbaro, Mich Capsicum annuum PV-34 8 S
Tarimbaro, Mich Capsicum annuum PV-35 6 S
Tarimbaro, Mich Capsicum annuum PV-36 12 S
Tarimbaro, Mich Epipremnum aureum PV-41 0 S
Morelia, Mich Solanum ovigerum PV-44 13 S
Morelia, Mich Capsicum annuum PV-46 5 S
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Continuacion Cuadro 8. Resistencia a mefenoxam de aislados de P. capsici y P. drechsleri obtenidos

de plantas ornamentales.

P. drechsleri
Morelia, Mich Gerbera sp. PV-27 18 S
Morelia, Mich Gazania rigens PV-29 3 S
Uruapan, Mich Euphorbia pulcherrima PV-37 31 RI
Uruapan, Mich Arctotis sp. PV-39 2 S
Uruapan, Mich Gazania sp. PV-40 12 S
Morelos Gerbera sp. PV-47 7 S

*Sensible a mefenoxam (S) crecimiento <30%, Resistencia Intermedia (RI) crecimiento >30% pero <90%,
Resistente a mefenoxam (R) crecimiento >90%. La dosis aplicada de mefenoxam fue de 100ppm.

1.3.4 Virulencia y rango de hospedantes

1.3.4.1 Inoculacién de aislados de Phytophthora capsici

Los aislados de esta especie que fueron obtenidos de diferentes plantas (chile ornamental,
huele de noche, planta de huevo y planta de teléfono) presentaron diferencias tanto en la
virulencia como en el rango de hospedantes cuando se inocularon en Capsicum annuum
(chile ornamental), Capsicum annuum (chile serrano var. Camino Real) y Epipremnum

aureum (planta de teléfono).

a) Chile serrano var. Camino Real

Los primeros sintomas que se presentaron en esta especie con los aislados que se
determinaron como virulentos, fue pérdida de turgencia en las hojas y amarillamiento,
posteriormente la planta se marchité completamente y se presentd necrosis en la base del
tallo, la cual fue ascendiendo hasta provocar la muerte en la planta. Los aislados PV-35, PV-
36 y PV-46 obtenidos de chile ornamental causaron los primeros sintomas al quinto dia post-
inoculacion (dpi), PV-30, PV-33 y PV-34 a los 10 dpi y PV-15 a los 13 dpi, la totalidad de
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las plantas murieron. Los aislados PV-41 de teléfono y PV-44 planta de huevo no fueron

virulentos en esta especie (Fig. 1y 2).

Figura 1. Plantas de Capsicum annuum (chile serrano var. Camino Real) a los 14 dias post-inoculacién con
aislados de Phytopthora capsici provenientes de Capsicum annuum (chile ornamental): a) PV-30, b) PV-35, c)
PV-36, d) PV-46, e) PV-15, f) PV-30, g) PV-33 y d) Testigo.
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Figura 2. Plantas de Capsicum annuum (chile serrano var. Camino Real) sanas a los 14 dias post-inoculacion
con aislados de Phytopthora capsici provenientes de: a) PV-41 de Epipremnum aureum (planta de teléfono), b)
PV-44 Solanum ovigerum (planta de huevo) y c) Testigo.

Con respecto al indice de severidad, al finalizar el registro de datos, se determind que no
existieron diferencias significativas (p<0.05) entre los aislados de C. annuum (chile

ornamental) con respecto a los dpi pero si con respecto al testigo (Fig. 3).
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Aislados de P. capsici inoculados en chile serrano var. Camino Real

Figura 3. indice de severidad en plantas de Capsicum annuum (chile serrano var. Camino Real) en diferentes
dias post-inoculacién (dpi) con aislados de Phytophthora capsici obtenidos de plantas ornamentales: Capsicum
annuum (Cap), Cestrum nocturnum (Ces), Epipremnum aureum (Epi) y Solanum ovigerum (Sol). Los asteriscos
(*) indican diferencias significativas con respecto al testigo.
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b) Chile ornamental

En las plantas de esta especie que se inocularon con los aislados obtenidos de chile
ornamental, se observaron diferencias en la severidad y virulencia, ya que se presentaron
sintomas a los cinco dpi con los aislados PV-35, PV-36 y PV-46 y a los siete dpi con PV-15,
PV-30, PV-33 y PV-34, la mortalidad fue de 33 y 58% para PV-34 y PV-33 respectivamente,
92% con PV-15, PV-30 y PV-35 y hasta el 100% con PV-36 y PV-46. Con el aislado PV-44
de planta de huevo, los sintomas se presentaron a los cinco dpi y solo el 8% de las plantas de
chile ornamental murieron, el aislado PV-41 no causé sintomas en esta especie. Al principio
se observd marchitez en las hojas y paulatinamente en toda la planta, posteriormente los
tejidos del tallo presentaron necrosis y por Gltimo la muerte, después de 26 dpi ya no se

observaron cambios en la sintomatologia (Fig. 4).

Figura 4. Plantas de Capsicum annuum (chile ornamental) a los 20 dias post-inoculacion con aislados de
Phytopthora capsici provenientes de: a) y b) Capsicum annuum (chile ornamental) PV-35 y PV-46
respectivamente, ¢) Solanum ovigerum (planta de huevo) PV-44 y d) Epipremnum aureum (planta de teléfono)
PV-41,
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De acuerdo al andlisis estadistico, entre los aislados de chile ornamental PV-15, PV-30, PV-
33, PV-35, PV-36 y PV46 no se observan diferencias significativas (p<0.05) en cuanto a

los dpi, pero si con respecto al testigo. Con el resto de los aislados, si existen diferencias

significativas (Fig. 5).
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Figura 5. Indice de severidad en plantas de Capsicum annuum (chile ornamental) en diferentes dias post-
inoculacién (dpi) con aislados de Phytophthora capsici obtenidos de diferentes plantas ornamentales: Capsicum
annuum (Cap), Cestrum nocturnum (Ces), Epipremnum aureum (Epi) y Solanum ovigerum (Sol). Los asteriscos
(*) indican diferencias significativas con respecto al testigo.

c) Planta de teléfono

v Tratamiento 1 (1,000 zoosporas/mL)

En estas plantas sélo cuatro de los diez aislados obtenidos de plantas ornamentales fueron
virulentos éstos fueron: el PV-15, PV-30, PV-46 de chile ornamental y el PVV-41 de planta de
teléfono. La virulencia de los aislados se manifestd en el amarillamiento en las hojas,
marchitez, necrosis y muerte. Con los aislados PV-15 y PV-30 se comenzaron a observar
sintomas a los cinco dpi y al final del experimento, se encontr6 una mortalidad del 100 y
67% respectivamente, las plantas inoculadas con el aislado PV-46 presentaron so6lo
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marchitamiento de las hojas y hasta los 30 dpi muri6 el 67% de éstas. En las plantas
inoculadas con el aislado PV-41, los primeros sintomas de marchitamiento se observaron
después de cuatro dpi, a los diez dpi se presenté amarillamiento y marchitez total asi como
necrosis del tallo, posteriormente el 100% de las plantas murieron. Es importante resaltar que

solamente el aislado PV-41 provocé necrosis del tallo.

v Tratamiento 2 (10,000 zoosporas/mL)

Con esta concentracion de zoosporas, se observaron sintomas de marchitamiento a los siete
dpi en las plantas inoculadas con los aislados PV-15, PV-30, PV-34 y PV-46 de chile
ornamental con porcentajes de muerte al final del experimento de 67, 33, 67 y 33%
respectivamente. Las que se inocularon con PV-36 y PV-44 mostraron sintomas a 10s nueve
dpi, al final del experimento volvieron a formar hojas y se recuperaron totalmente sin que se
presentara muerte de ninguna planta. La totalidad de las plantas que se inocularon con PV-41
murieron a los siete dpi. Cuando se realizd una preparacion del micelio del aislamiento de
tejido vivo bajo el microscopio, se observo la presencia de esporangios de las plantas
inoculadas con PV-15, PV-30, PV-41 y PV-46; con PV-34, PV-36 y PV-44 no se logr6
observar la presencia de esporangios aun cuando el aislado PV-34 si provocé la muerte de las
plantas por lo que no se consideraron como avirulentos (Fig. 6). En esta especie no se realizé
el andlisis de la severidad ya que algunas plantas que presentaron marchitez después se

recuperaron hasta formar nuevos brotes.
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Figura 6. Plantas de Epipremnum aureum (planta de teléfono) inoculadas con aislados de P. capsici a)
Marchitez, amarillamiento y necrosis ocasionadas por el aislado PV-41 de planta de teléfono, b) Necrosis en el
tallo con PV-41, ¢) Marchitez y amarillamiento con el aislado PV-15 chile ornamental y d) Cultivos de P.
capsici obtenidos de tejido de plantas inoculadas con PV-15y PV-41.

d) Rango de hospedantes

El rango de hospedantes de los aislados de P. capsici fue variable. Las diferencias se

presentaron dependiendo del hospedante del que fue obtenido cada aislado (Tabla 7).

Todos los aislados de chile ornamental (PV-15, PV-30, PV-33, PV-34, PV-35, PV-36 y PV-
46) fueron virulentos en chile ornamental, sin embargo, los mas virulentos fueron el PV-36 y
PV-46 con el 100% de muerte. En chile serrano también todos fueron virulentos, generando
100% de muerte. En planta de teléfono los aislados PV-15, PV-30 y PV-46 inoculados con
1000 y 10,000 zoosporas se consideraron como virulentos. Asimismo, el aislado PV-44 de
planta de huevo ocasioné el 8% de plantas muertas sélo en chile ornamental. Por otra parte,
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el aislado de PV-41 de planta de teléfono no fue virulento ni en chile serrano ni en chile

ornamental. El resto de los aislados no fue virulento.

100 -~
90 - H PV-15Cap
80 - B PV-30Cap
& 70 - m PV-31Ces*
w
© -
£ 60 m PV-33Cap
=] u
g 50 W PV-34Cap
& 40 -
b m PV-35Cap
£ 30 -
o m PV-36Cap
20 - &
ogl & ~+Sl3 3 M PV-41Epi
10 I30% TEREE
g& F galaa PV-44Sol
0 .
Chile ornamental Chile serrano Planta de teléfono = PV-46Cap
Plantas inoculadas con aislados de P. capsici Testigo
provenientes de plantas ornamentales

Figura 7. Porcentaje de plantas muertas de tres hospedantes inoculados con aislados de Phytopththora capsici
obtenidos de plantas ornamentales: Capsicum annuum (Cap), Cestrum nocturnum (Ces), Epipremnum aureum
(Epi) y Solanum ovigerum (Sol). *Sélo se inoculé en planta de teléfono.

1.3.4.2 Inoculacién de aislados de P. drechsleri

Los aislados de esta especie obtenidos de gerbera, gazania, margarita africana y nochebuena,
presentaron variabilidad tanto en la virulencia como en el rango de hospedantes cuando se
inocularon en Gazania sp. (gazania), Euphorbia pulcherrima (nochebuena) y Petunia sp.
(petunia).

a) Gazania

En esta especie que se inocul6 con los aislados PV-27 y PV-47 de gerbera, PV-29 y PV-40
de gazania, PV-37 de nochebuena y PV-39 de margarita africana, se observaron ligeros

sintomas de marchitez en algunas plantas; sin embargo, con el paso de los dias éstas se
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recuperaron totalmente ya que formaron hojas nuevas y produjeron flores por lo que se
considero que los aislados fueron avirulentos. (Fig. 8).

Figura 8. Plantas de Gazania sp. (gazania) inoculadas con aislados de Phytophthora drechsleri sin sintomas de

marchitez y/o necrosis y con botones florales.

b) Nochebuena

e Variedad Valenciana

v Experimento 1 (Inoculacion en ramas con medio de cultivo con micelio)

Los aislados PV-27, PV-37 y PV-39 obtenidos de gerbera, nochebuena y margarita africana
respectivamente, fueron virulentos al inocularlos en las ramas, el primer sintoma se observo a
los cinco dpi como una mancha obscura en el sitio de infeccion y marchitez en las hojas
inferiores. En dos plantas inoculadas con el aislado PV-27 se observd marchitez completa de
la planta (brécteas verdes y hojas rojas) a los ocho dpi, asi como pudricion y muerte del tallo.
A los 12 dpi todas las plantas murieron por lo que este aislado fue el mas agresivo. En dos de
las plantas inoculadas con el aislado PV-39, a los 17 dpi se observo marchitamiento completo
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y otras tres presentaron defoliacion, muriendo solo dos plantas. En el testigo no se
observaron sintomas (Fig. 9). Las plantas inoculadas con PV-29 y PV-40 de gazania 'y PV-47
de gerbera, se recuperaron de la marchitez que presentaron al inicio del experimento, por lo

que al final del mismo estaban sanas.

Figura 9. Plantas de nochebuena var. Valenciana inoculadas con aislados de P. drechsleri : a) Inoculacion en
ramas con micelio en cubos de agar, b) Necrosis en el tallo ocasionado por el aislado PV-27 obtenido de
Gerbera sp. (gerbera) a los ocho dias post-inoculacion, c) Aislado PV-27 y testigo a los 12 dpi y d) Plantas con
aislado PV-29 de Gazania rigens (gazania) y Testigo sin sintomas.

El anélisis de varianza (p<0.05) detect6 diferencias significativas en el indice de severidad de
sintomas a partir del dia cinco dpi con los aislados PV-27 y PV-37 en el resto de los aislados
no se observaron diferencias significativas (Fig. 10).
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Figura 10. indice de severidad en plantas de nochebuena var. Valenciana en diferentes dias post-inoculacion
(dpi) en ramas con aislados de Phytophthora drechsleri provenientes de plantas ornamentales: Arctotis sp.
(Arc), Euphorbia pulcherrima (Eup), Gazania sp. (Gaz) y Gerbera sp. (Ger) Los asteriscos (*) indican
diferencias significativas con respecto al testigo.

e Variedad Freedom Red

v Experimento 1 (Inoculacién en ramas con medio de cultivo con micelio).

Todos los aislados inoculados ocasionaron sintomas de marchitez, PV-27de gerbera, PV-37 de
nochebuena y PV-39 de margarita africana a los tres dpi y PV-29 y PV-40 de gazania y PV-47 de
gerbera a los seis dpi. Se observo necrosis en el tallo conforme transcurrieron los dias. Los aislados
PV-37 y PV-39, fueron los de mayor virulencia ya que causaron el 100% de muerte. Asimismo el
mas agresivo fue el PV-39 ya que a los cinco dpi ya habia provocado el marchitamiento completo del
67% de las plantas inoculadas y a los diez dpi su muerte. El aislado PV-40 s6lo ocasiond la muerte de

una planta (Fig. 11).
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Figura 11. Plantas de nochebuena var. Freedom Red inoculadas con aislados de P. drechsleri en ramas: a) y b)
Marchitez a los cinco dpi con aislado PV-37 de Euphorbia pulcherrima (nochebuena) y con aislado PV-39 de
Arctotis sp. (margarita africana) respectivamente, c) Plantas sanas a los 13 dpi con aislado PV-40 de Gazania
sp. (gazania) en donde sdlo murié una planta y d) Plantas sanas de testigo a los 13 dpi.

En el andlisis de varianza (p<0.05) al final del experimento no se detectaron diferencias
significativas entre los aislados por efecto de los dpi. Se observan cambios en el indice de
severidad con los aislados PV-27, PV-29, PV-37, PV-39 y PV-47 con respecto al testigo ya
que se presentd desde el 67 al 100% de muerte, en el aislado PV-40 no hubo diferencias

significativas con respecto al testigo, pero si con el resto de los aislados (Fig. 12).
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Figura 12. indice de severidad en plantas de nochebuena var. Freedom Red, en diferentes dias post-inoculacion
(dpi) en ramas con aislados de Phytophthora drechsleri obtenidos de plantas ornamentales: Arctotis sp. (Arc),
Euphorbia pulcherrima (Eup), Gazania sp. (Gaz) y Gerbera sp (Ger). Los asteriscos (*) indican diferencias
significativas con respecto al testigo.

v Tratamiento 2 (Suspensién de 6,000 zoosporas/mL de agua en el sustrato)

Cuatro de los seis aislados inoculados fueron virulentos, ya que ocasionaron sintomas de
marchitamiento con diferente agresividad. Los primeros sintomas se observaron a los tres dpi
con el aislado PV-27 de gerbera, a los cuatro dpi con los aislados PV-37 de nochebuena, PV-
39 de margarita africana, PV-40 de gazania y PV-47 de gerbera y a los 20 dpi con PV-29 de
gazania. Posteriormente, se observé necrosis en las ramas y por dltimo la muerte de la
plantas, cabe sefialar que las plantas inoculadas con PV-29 y PV-40 presentaron 17 y 42% de
muerte de plantas respectivamente; sin embargo, no fue posible reaislar al patdgeno del tejido
dafado (Fig. 13).
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Figura 13. Plantas de nochebuena var. Freedom Red inoculadas con aislados de P. drechsleri en suelo a 20 dpi
a) y b) Muerte de plantas con el aislado PV-37 de Euphorbia pulcherrima (nochebuena) y PV-47 de Gerbera
sp. (gerbera).

En el andlisis estadistico a partir del dia seis y hasta el dia 33 dpi, se distinguen diferencias
altamente significativas (p<0.05), es decir, hay cambios en el indice de severidad con los
aislados PV-27, PV-37 y PV-39 con respecto a dpi, en el resto no hay diferencias
significativas (Fig. 14).
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Figura 14. indice de severidad en plantas de nochebuena var. Freedom Red en diferentes dias post-inoculacion
(dpi) en suelo con aislados de Phytophthora drechsleri obtenidos de plantas ornamentales: Arctotis sp. (Arc),
Euphorbia pulcherrima (Eup), Gazania sp. (Gaz) y Gerbera sp (Ger). Los asteriscos (*) indican diferencias
significativas con respecto al testigo.
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c) Petunia

La mayoria de las plantas que se inocularon con los aislados PV-27 gerbera, PV-37 nochebuena y
PV-39 margarita africana, comenzaron a marchitarse a los dos dpi, las que se inocularon con los
aislados restantes variaron en el tiempo en que se presentd este sintoma, con los aislados PV-29 y PV-
40 de gazania y PV-47 gerbera a los cuatro, siete y 16 dpi respectivamente. A los 30 dpi todas las
plantas se habian marchitado y solamente con los aislados PV-29 y PV-47 se registraron plantas
muertas (Fig. 15). Al realizar el reaislamiento del patégeno del tejido de plantas con sintomas, se
recuperd Unicamente de las plantas inoculadas con PV-29 y PV-47. No se realizé el analisis del

indice de severidad ya que las plantas también fueron afectadas por la mosca negra de los

invernaderos, de la cual no se determind el género.

Figura 15. Plantas de Petunia sp. (petunia) 22 dias post-inoculacién con aislados de P. drechsleri: a) Plantas
con marchitez ocasionada con el aislado PV-40 de Gazania sp. (gazania) y b) Plantas inoculadas con PV-29 de
Gazania sp. (gazania), en donde se observan plantas muertas.

d) Rango de hospedantes
Cuando se compard el rango de hospedantes de los aislados de P. drechsleri, se observo que en las

plantas de gazania ninguno de los aislados fue virulento, en las de petunia sélo los aislados PV-29 y

PV-47 ocasionaron el 25% de muerte.
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En plantas de nochebuena variedad Valenciana con los aislados PV-27, PV-37 y PV-39 se alcanzo el
100, 60 y 40% de muerte, respectivamente. En la variedad Freedom Red, se observo disimilitud en la
virulencia dependiendo del sitio de inoculacion. En ramas, todos fueron virulentos aunque con
diferente porcentaje de mortalidad. En suelo todos los aislados ocasionaron la muerte de plantas; sin
embargo, no se obtuvo el reaislamiento del patdgeno en las plantas con los aislados PV-29 y PV-40
por lo que no se consideraron virulentos. (Fig. 16).
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Figura 16. Porcentaje de plantas muertas inoculadas en cinco hospedantes con aislados de P. drechsleri
obtenidos de plantas ornamentales: Arctotis sp. (Arc), Euphorbia pulcherrima (Eup), Gazania sp. (Gaz) y
Gerbera sp (Ger).
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1.4 DISCUSION

Los aislados de P. capsici y P. drechsleri utilizados en este trabajo, obtenidos de plantas
ornamentales, fueron caracterizados utilizando marcadores como virulencia, tipo de
compatibilidad y resistencia a mefenoxam. Se detectd variabilidad en la agresividad y
virulencia en los aislados de P. capsici esto coincide con otros estudios (Ristaino, 1990;
Lamour et al., 2003; Ferndndez-Pavia et al., 2004; Sylvar et al., 2006; Hong et al., 2008;
Foster y Hausbeck, 2010; Yin et al., 2012; Olson y Benson, 2013).

Los resultados obtenidos son similares a lo reportado por Fernandez-Pavia et al. (2004),
quienes indican que la virulencia de aislados obtenidos de chile varié al inocularlos en
diferentes hospedantes. En otro estudio realizado con aislados obtenidos de calabaza y
pepino, inoculados en plantas de chile (Capsicum annuum), se observé que solo algunos
fueron virulentos (Ristaino, 1990). Yin et al. (2012) sefialan que la variacién en la virulencia
podria relacionarse con el hospedante de donde el aislado fue obtenido ya que con cepas de
P. capsici que provenian de diferentes hortalizas al inocularlas en chile observaron
diferencias en la agresividad por lo que agruparon a los aislados en 10 patotipos.

En el presente estudio, el aislado PV-44 obtenido de Solanum ovigerum (planta de huevo)
presentd una clara diferencia en la virulencia con respecto al aislado PV-46 de Capsicum
annuum (chile ornamental) cuando se inocularon en Capsicum annuum (chile serrano var.
Camino Real), al obtener 8 y 100% de plantas muertas, respectivamente. El aislado PV-41
de Epipremnum aureum (planta de teléfono) mostré especificidad ya que solo fue virulento
en plantas de teléfono. Una caracterizacion genética preliminar de este aislado indica que
podria ser una cepa intermedia entre Phytopthtora capsici y Phytotphthora tropicalis. P.
tropicalis fue aislada en Polonia por Orlikowski et al. (2006) de este mismo hospedante con
sintomas similares a los observados en este estudio. Sin embargo, Orlikowski et al. (2006)
reportan que fue capaz de infectar plantulas de jitomate mientras que el aislado PV-41 no
infect6 chile. Los aislados de P. capsici obtenidos de planta de huevo y de chile ornamental
si fueron virulentos en plantas de chile serrano, esto concuerda con lo observado por Hong et
al. (2008) que reportan que diferentes especies del genero Phytophthora que actualmente se

conocen por ser patogénicos solo en ornamentales también pueden ser virulentos en otros
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cultivos, como el complejo de tres cepas de P. drechsleri que se aislaron de agua de
irrigacion de ornamentales y que al inocularlos en pepino, berenjena y tomate fueron
virulentos. Bowers et al. (2007) sefialan que el hospedante puede actuar como seleccionador
de variabilidad genética ya que selecciona y separa poblaciones. Gil et al. (1992), proponen
la existencia de dos patotipos (PO y PI) de P. capsici dependiendo de la virulencia, en donde
PO son aislados que pueden infectar a dos genotipos con resistencia y P1 solamente a uno.

Los aislados de P. drechsleri analizados en este trabajo también mostraron variabilidad. Los
aislados PV-29 y PV-40 de P. drechsleri obtenidos de Gazania rigens y Gazania sp.
(gazania) respectivamente, no fueron virulentos al inocularlos en este hospedante, esto podria
deberse a que posiblemente no eran iguales los cultivares de donde se aislaron y donde se
inocularon, ya que no se cuenta con esta informacion, debido a que los viveristas no la
poseen. Esto fue detectado también por Olson y Benson (2013) ya que no observaron
sintomas en Gerbera jamesonii (gerbera) al inocular un aislado de P. drechsleri, el cual fue
obtenido del mismo hospedante y mencionan que esto podria deberse a la diferencia en la
susceptibilidad del cultivar dentro del hospedante ya que el aislado no se inocul6 en el mismo
cultivar de donde fue obtenido, asimismo esto ha sido reportado también en interacciones
cultivar-aislado en girasol resistentes a P. drechsleri por Zimmer e Urie (1967), citados por
Olson y Benson (2013).

Con respecto a diferencias entre variedades, los resultados de las pruebas de virulencia en
Euphorbia pulcherrima (nochebuena) variedades Freedom Red y Valenciana, mostraron que
ésta Ultima es resistente a pudricion de raiz, ya que al inocular zoosporas en el suelo (datos
no mostrados) no se observaron sintomas. Sin embargo, cuando se realizaron inoculaciones
en ramas si se observd virulencia de algunos aislados en la variedad Valenciana. Esto
coincide con lo observado por Oelke et al. (2013) en Capsicum annuum (chile) ya que se ha
visto que la genetica de la resistencia a tizon foliar y pudricion de raiz ocasionados por P.
capsici estan dadas por diferentes genes. Asimismo se puede considerar que la variedad
Valenciana se puede usar como un portainjerto para evitar pudricién de raiz en variedades de
nochebuena susceptibles. En la variedad Freedom Red se observo variabilidad entre los
aislados inoculados ya que no todos fueron virulentos en raiz, pero si en ramas. Esto coincide

con lo reportado por Hong et al. (2008) en donde refieren que la presencia de sintomas
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depende del método de inoculacién, asimismo Foster y Hausbeck (2010) observaron
diferencias en la agresividad dependiendo de la parte de la planta que fue inoculada con P.

capsici, siendo mas susceptible el fruto que la coronay el tallo.

Por otra parte, la determinacion del rango de hospedantes de los aislados es indicativo del
potencial que tienen de infectar otros géneros de plantas ornamentales dentro de un vivero,
por lo que es indispensable que los productores realicen un buen manejo de las plantas
enfermas. Una préctica comun en algunos viveros es la reutilizacion de suelo, por lo que se
sugiere que este se descarte si proviene de plantas enfermas porque es muy probable que se
vuelvan a infectar, asimismo se sugiere separar las plantas que presenten marchitamiento, ya

que por medio del riego se pueden contaminar plantas sanas.

La presencia de los tipos de compatibilidad A1y A2 en estos aislados como lo reporta Diaz-
Celaya (2011) puede jugar un papel importante en la variabilidad de los aislados ya que se
puede presentar recombinacion sexual entre éstos como lo sefiala Goodwin (1997), que
indica que tanto aislados de P. capsici como de P. infestans y P. nicotianae varian en rango
de hospedantes, patogenicidad y virulencia. Al realizar las cruzas del aislado PV-29 con
aislados de la misma especie con tipo Al y A2 conocidos, no fue posible observar la
formacion de oosporas por lo que se determind que fue estéril, lo que concuerda con lo
sefialado por Martin et al. (2012) en donde mencionan que pocas especies no papiladas como
P. litoralis y P. pinifolia, P. machrochlamydospora, P. quininea, P. gallica, y P. gemini, son
estériles. Esto representa una ventaja para el productor ya que no se cruzara con otros

aislados y no sera una fuente de variabilidad.

La mayoria de los aislados fueron sensibles al mefenoxam, es posible que esto suceda porque
este fungicida se utiliza ocasionalmente porque no representa una opcion costeable para la
mayoria de los productores. Diferentes reportes sefialan que la mayoria de los aislados son
sensibles a este fungicida. Olson et al. (2013) encontraron que de 1483 aislados de 27
especies de Phytophthora solo el 6% de aislados obtenidos de plantas enfermas y 9% de los
recuperados del agua de riego de ornamentales, fueron sensibles a este fungicida. Silvar et al.
(2006) determinaron que el 87.5% de los aislados de P. capsici estudiados en Espafia fueron
sensibles, Dunn et al. (2010), refieren que en la poblacion del mismo patdgeno la mayoria

fueron sensibles por lo que este producto podria ser usado en rotacion con otros fungicidas
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con diferente modo de accion para evitar la resistencia. En México Silva-Rojas et al. (2009)
sefialan que aislados de P. capsici que se obtuvieron en Chihuahua, fueron sensibles a este
fungicida. Esto contrasta con los resultados de Hwang y Benson (2005) y Olson y Benson
(2011) que determinaron que todos los aislados de P. drechsleri obtenidos de plantas

ornamentales, fueron resistentes a este producto.

En el presente estudio, los aislados PV-15 de P. capsici obtenido de chile ornamental y el
PV-37 de P. drechsleri de nochebuena, fueron medianamente sensibles, lo que concuerda con
los resultados de Olson et al. (2013) que determinaron un aislado de P. capsici obtenido de
plantas ornamentales enfermas como sensible. En particular concuerda con el reporte de
Lamour et al. (2003) que encontraron un aislado con resistencia intermedia que provenia de
nochebuena. Este fungicida sigue siendo una opcion efectiva en plantas ornamentales en las

gue Ssu uso sea costeable.
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1.5 CONCLUSIONES

El 87% de los aislados de P. capsici y P. drechsleri fueron sensibles a mefenoxam por lo que

este fungicida representa una opcion en el control de estos patdgenos en plantas ornamentales

Se observaron diferencias en el rango de hospedantes asi como en la severidad de sintomas
de los aislados de P. capsici en chile ornamental, chile serrano y planta de teléfono y en los
aislados de P. drechsleri en gazania, nochebuena variedades Freedom Red y Valenciana, y

petunia.
Se reporta por primera vez la presencia de un aislado estéril en P. drechsleri.

El andlisis de marcadores como virulencia y resistencia a mefenoxam muestran que existe
variabilidad entre los aislados de P. capsici y P. drechsleri provenientes de plantas

ornamentales.
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CAPITULO 2. VARIABILIDAD GENETICA DE Phytophthora capsici Y Phytophthora
drechsleri PROVENIENTES DE PLANTAS ORNAMENTALES CON EL USO DE
MARCADORES MOLECULARES

RESUMEN
La variabilidad genética se debe a cambios heredables que ocurren en cada organismo, entre
los individuos de una poblacién y entre las poblaciones de una especie, el conocimiento de
estas variaciones puede ayudar a generar estrategias de control adecuadas de los patdgenos.
En la identificacion de fitopatdgenos, el uso de los marcadores moleculares, ha logrado
disminuir el tiempo para la identificacion cuando ésta se realiza a través de caracteristicas
morfoldgicas. En este trabajo se realizd la amplificacion y secuenciacion de los genes
citocromo oxidasa (Cox I y 1) y 60S (proteina LS10) a través de PCR para poder determinar
si existe variabilidad genética entre los aislados de Phytophthora capsici y P. drechsleri
obtenidos de plantas ornamentales. En la amplificacion del gen 60S para P. capsici se
encontrd similitud desde un 99 a 100% en diez aislados de P. capsici a diferencia de la
amplificacion de Cox Il en donde se determind que nueve aislados coinciden con P. capsici
en porcentajes del 99 al 100% y uno en 100% con Phytophthora tropicalis. En la
amplificacion de los tres genes de los aislados de P. drechsleri, se encontré que solo cuatro
de los seis identificados en un estudio previo como P. drechsleri tuvieron porcentajes de
similitud del 99 al 100% en las bases de datos con esta especie y que los dos restantes
coincidieron desde un 99 hasta el 100% con Phytophthora sp. “kelmania”. Por otra parte, se
encontraron polimorfismos en las secuencias de nucleétidos de la mayoria los aislados de las
dos especies investigadas, excepto en PV-34, PV-35, PV-36 y PV-46 obtenidos de Capsicum

annuum (chile ornamental).
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CHAPTER 2. GENETIC VARIABILITY OF Phytophthora capsici AND Phytophthora
drechsleri FROM ORNAMENTAL PLANTS WITH THE USE OF MOLECULAR
MARKERS.

ABSTRACT

Genetic variability is due to inheritable changes that occur in every organism, between the
individuals of a population and between the populations of specie, the knowledge of this
variations can help to generate the right strategies of pathogen control. In the identification of
phytopathogens, the use of the molecular markers, has decreased the time when this is
achieved compared from the one made through morphologic characteristics. In this work the
amplification and sequencing of the genes cytochrome oxidase (Cox | and Il) and 60S
(protein LS10) through PCR were used to determine if genetic variability exists among the
isolates of Phytophthora capsici and P. drechsleri obtained from ornamental plants. The gen
Cox | was not amplified for P. capsici. In the amplification of the gen 60S for P. capsici
similarity from a 99% to a 100% was found with ten isolates of P. capsici, unlike the
amplification with Cox Il in which it was determined that nine isolates match with P. capsici
in percentages from 99% to 100% and one in 100% with P. tropicalis. On the amplification
of the three genes of the isolates of P. dreschsleri, it was found that only four of the six
identified on a previous study as P. drechsleri had percentages of similarity from 99% to
100% on the database with this specie and that the other two matched from 99% to the 100%
with Phytophthora sp. “kelmania”. On the other hand, polymorphisms were found on the
nucleotide sequences of most of the isolates of the two researched species, except in PV-34,
PV-35, PV-36 and PV-46 obtained from Capsicum annuum (ornamental pepper).
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2.1 INTRODUCCION

Aproximadamente el 99.9% de la secuencia del &cido desoxirribonucleico (ADN) de dos
individuos diferentes es la misma, el 0.1% de la variacion se conoce como polimorfismo
genético, lo que representa diferentes formas en las secuencias de ADN (Checa, 2007).
Algunas de las variaciones en la secuencia hacen referencia a cambios en la posicion de uno
de los cuatro nucleétidos que pueden alterar la composicion de aminoacidos de las proteinas.
Cuando un cambio en un nucledtido es muy raro y no esta presente en varios individuos se
Ilama mutacion, ésta es una fuerza evolutiva capaz de proporcionar variabilidad. Existen dos
tipos de mutaciones: por cambio de base o por formacion de indels (mutaciones de insercion
y/o delecién), contrario a las mutaciones, los polimorfismos genéticos son considerados
variaciones normales de la poblacion y pueden dar lugar o no a variaciones en el fenotipo
(Martinez y Gonzélez, s.f.). El polimorfismo en la longitud del ADN vy la variacion en la
secuencia de las bases se han utilizado para agrupar organismos de acuerdo con su origen y
relacion evolutiva. La identificacion de secuencias de ADN desconocidas puede realizarse
comparandolas con bases de datos de secuencias de nucledtidos de taxones conocidos
(Pfenning y Magalhaes, sf). Una de las finalidades de los estudios en donde se realiza la
amplificacion de una parte o del total de un gen, es para realizar un alineamiento de
secuencias homologas de nucle6tidos o aminoacidos y verificar en donde existen deleciones,
inserciones o cambios puntuales de los nucleotidos, que se hayan producido en el proceso de
divergencia del ancestro comun y que son de utilidad para los andlisis filogenéticos. Por otra
parte las no coincidencias pueden interpretarse como mutaciones puntuales (sustituciones) y
los huecos como indels, introducidas en los linajes en el tiempo que transcurrié desde que

divergieron (Martinez y Gonzalez, sf).

Los principales mecanismos para la generacion de variabilidad en los organismos
fitopatdgenos son las mutaciones del cromosoma, que se generan por insercion o delecion de
fragmentos de ADN o transposones y en oomicetes es el principal factor de variabilidad
(Goodwin, 1997 citado por Silvar et al,. 2006). La variabilidad también se presenta por el
flujo de genes en las poblaciones de manera local o a grandes distancias y la recombinacion
sexual o asexual. Por ejemplo, se reporta que las posibles fuentes de variacién génica de P.

infestans son: la reproduccién sexual, las mutaciones, la recombinacion mitética, la
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parasexualidad, la migracién y la seleccién natural (Araya, 2003). Cuando no se tiene un
conocimiento claro de la diversidad genética de un patdgeno, no se puede explicar
claramente porqué algunos métodos de control integrado como la rotacion de cultivos y la
aplicacion de fungicidas no son efectivos para controlar a estos organismos, como sucedi6 en
Michigan, E.U. en donde las pérdidas en los cultivos susceptibles a P. capsici continuaban y
no se explicaban la causa, ya que no tenian ain conocimiento de lo extenso que era la
recombinacion sexual y por lo tanto de la variabilidad genética en el patdgeno (Hausbeck y
Lamour, 2004).

El uso de los marcadores moleculares basados en el ADN son una excelente herramienta para
estudios de taxonomia, estimacion de relaciones evolutivas y variabilidad genética e
identificacion de diferentes especies, apoyados con la técnica de Reaccidn en Cadena de la
Polimerasa o PCR, utilizada por su alta especificidad y sensibilidad (Rodriguez et al., 2004).
Se utiliza el ADN mitocondrial (ADNm) y nuclear (ADNn). EIl ADNm contiene genes que
codifican para enzimas involucradas en la transportacion de electrones de la cadena
respiratoria, entre las que se encuentran Citocromo Oxidasa | y Il, (Cox | y Cox II), Nadl,
Nad9, rps10, secY. El gen Cox | estd aprobado para ser utilizado en la secuencia del codigo
de barras en la huella genética por el Consorcio del Cddigo de Barras para la vida (CBOL),
diversos investigadores han utilizado este gen que tiene una longitud aproximada de 640
pares de bases (pb) para estudios filogenéticos de oomicetes como Phytophthora spp.
(Fernandez, 2005; Robideau et al., 2011; Tarqui, 2012). Por otra parte, en el ADNn, las
regiones mas utilizadas para la identificacion de hongos a nivel de especie son la subunidad
pequefia del ribosoma (SSU), la subunidad grande (LSU), R-tubulina, enolasa, proteinas de
choque térmico (HSP 90), factor de elongacion la, y la region del espacio intergénico
transcrito (ITS) (Tarqui, 2012), esta Gltima fue la region mas frecuentemente secuenciada en
hongos y es utilizada para estudios de sistematica, filogenia e identificacion de cepas a nivel
de especie (Begerow et al., 2010 citados por Tarqui, 2012).

La amplificacion de estas regiones se ha realizado a través de PCR, el objetivo es amplificar
in vitro fragmentos especificos de ADN, para detectar una secuencia o gen de interés en el
genoma de un organismo y que consiste en una serie de ciclos con cambios de temperatura.

Cuando la temperatura se eleva, se separan las cadenas de ADN, el ciclo de temperatura fria
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permite que se unan las sondas y la enzima Taq ADN polimerasa reproduce una copia exacta
del material de interés. La especificidad dependera de la temperatura empleada para separar
las cadenas de ADN vy de los iones divalentes adicionados a la reaccion, ademas de las sondas
que estan formadas por oligonucleo6tidos formados por 13-27 nucleotidos. Los productos de
la reaccion son analizados e identificados por la electroforesis del gel (Torres et al., 2006;
Rodriguez y Barrera, 2004). El proceso se lleva a cabo en tres pasos:

a) Desnaturalizacion. Separacion de las cadenas de ADN al aumentar la temperatura a 94°C.

b) Hibridacion. Union de los oligonucle6tidos por complementariedad a la cadena molde de
ADN, sucede al reducir la temperatura de 35-60°C.

c) Elongacion o extension. La enzima polimerasa incorpora nucleotidos a la cadena 3’ libre
de la regién en que han hibridado los oligonucleétidos. La temperatura depende de la enzima,

si se usa Tag-polimerasa, la temperatura suele ser de 72°C.

Diversos investigadores han utilizado la técnica de PCR para la identificacion de especies del
género Phytophthora, asi como para estudios filogenéticos. A través de la amplificacion de
las secuencias ITS del ADN ribosomal (ADNr) y con la finalidad de identificar las relaciones
filogenéticas entre 50 especies de este género con otros oomicetes. Cooke et al. (2000)
utilizaron oligonucledtidos de los ITS, y encontraron 8 clados donde se reclasificaron a las
especies del género Phytophthora. Lamour et al. (2003) asi como Olson y Benson (2011),
identificaron especies de Phytophthora con el uso de los oligonucleétidos ITS6 e ITS4, entre
ellas a P. drechsleri que infectan plantas de nochebuena. Por otra parte Hwang y Benson
(2005) y Diaz-Celaya (2011) utilizaron los oligonucleotidos ITS5 e 1TS4 para amplificar los
genes 18S ADNr y 28S ADNr para la identificacion de diversas especies de patdgenos de
plantas ornamentales, en donde identificaron entre otros patdgenos, a diferentes especies del
género Phytophthora entre ellos a P. capsici y P. drechsleri. Yakabe et al. (2009) utilizaron
también PCR e identificaron 13 especies de Phytophthora de aislados obtenidos de plantas
ornamentales con los oligonucle6tidos ITS1 e ITS4. Sin embargo, con la amplificacién de la
region ITS no se ha podido identificar adecuadamente la relacion filogenética entre algunos
aislados de patdgenos importantes (Schena y Cooke, 2006), por ejemplo P. nemorosa, P.

ilicis, P. psychrophila y P. pseudosyringae que tienen similar secuencia en la region ITS
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(Martin y Tooley, 2003), por lo que este loci no es el mas adecuado para la diferenciacion
entre especies del mismo genero como por ejemplo P. fragarie y P. rubi, por lo que se han
utilizado otros genes como 60S ribosomal, enolasa, Tig A, B-tubulina, factor de elongacion,
Cox Iy Cox Il, Nad9, Nad I, entre otros (Martin et al., 2012).

La utilizacién de PCR y de los genes antes sefialados han ayudado, ademas de separar
especies muy parecidas entre si, a encontrar las relaciones filogenéticas entre las especies del
género Phythophthora. En el estudio realizado con los genes Cox I, NADH, factor de
elongacion y R-tubulina se encontré que los grupos taxonomicos clasicos descritos por
Waterhause en 1963 que se basan en caracteristicas fenotipicas, no reflejan necesariamente
una evolucion relacionada (Kroon et al., 2004). Asimismo el uso de otros genes como 28S
ribosomal, 60S ribosomal, enolasa, Tig A, R-tubulina, factor de elongacién, y HSP90 ha dado
como resultado que las especies en el género Phytophthora, se agrupen en 10 clados en lugar
de 6 cuando solamente se consideraban las caracteristicas morfologicas (Blair et al., 2008).
Robideau et al. (2011) utilizaron las secuencias generadas con Cox | e ITS para identificar
especies del género Pythium y Phytopththora, encontraron que en algunos casos Cox | fue
mas discriminativo que ITS a nivel de especie. Con la amplificacion de la region en el ADNn
que codifica para la enzima enolasa, que estd ampliamente conservada en células eucariotas,
se observaron polimorfismos en aislados de P. capsici en Estados Unidos, lo que contribuyo
junto con la amplificacién de otros cinco genes a la determinacion de cuatro clusters y de la
distribucion espacio temporal de este patdgeno (Quesada-Ocampo et al., 2011). Este gen
también fue amplificado junto con otros para determinar las relaciones filogenéticas de

diversos aislados del género Phytophthora (Blair et al., 2008).

Las técnicas de identificacion de patdgenos a través de métodos moleculares, tienen ventajas
con respecto a la caracterizacion morfologica, como lo sefialan las investigaciones de
Rahman et al. (2013), ya que reidentificaron patdégenos de Phythotphtora spp. con la
amplificacion de los genes LSU, ITS y Cox I. La mayor parte de las investigaciones se han
realizado con organismos patdgenos de cultivos agricolas, sin embargo, en Estados Unidos
de América, en donde los cultivos ornamentales alcanzan ventas de hasta $17,000 millones
de dolares (Jerardo, 2007, citado por Olson et al., 2013), se han realizado diversos estudios

para caracterizar a diferentes especies de Phythotphtora spp. En nuestro pais, la horticultura
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ornamental, se encuentra sustituyendo a cultivos agricolas (Herndndez et al. 2012), por lo
que es importante determinar los patdgenos que los pueden dafar. Sin embargo, existen
pocos reportes como el de Diaz-Celaya (2011) en donde identifico a diversos patdgenos de

plantas ornamentales a traves de caracteristicas morfoldgicas y moleculares.
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2.2 MATERIALES Y METODOS

2.2.1 Aislados y extraccion de ADN

La extraccion de ADN de los aislados de Phytopthora drechsleri provenientes de plantas
ornamentales PV-27 y PV-47 de Gerbera sp. (gerbera), PV-29 y PV-40 de Gazania rigens y
Gazania sp. (gazania), PV-37 de Euphorbia pulcherrima (nochebuena) y PV-39 de Arctotis
sp. (margarita africana). Asi como de los aislados de P. capsici PV-15, PV-30, PV-33, PV-
34, PV-35, PV-36 y PV46 de Capsicum annuum (chile ornamental), PV-31 de Cestrum
nocturnum (huele de noche), PV-41 de Epipremnum aureum (planta de teléfono) y PV-44 de
Solanum oviegerum (planta de huevo), fue realizada anteriormente por Diaz-Celaya (2011) y
se encuentra almacenado en microtubos refrigerados a -20°C en el laboratorio de Patologia
Vegetal del Instituto de Investigaciones Agropecuarias y Forestales (11AF) de la Universidad

Michoacana de San Nicolas de Hidalgo.

Para verificar que la calidad del ADN de los aislados se encontrara en condiciones adecuadas
para su uso, se realizo PCR, utilizando los oligonucle6tidos ITS5
(GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG) e ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC) con las
siguientes condiciones: 4 minutos a 95 °C, 34 ciclosde 1 mina 95 °C, 1 mina 55 °C, 2 min a
72 °C y un paso final de extension a 72 °C durante 10 min. Posteriormente, los fragmentos de
ADNr gue se amplificaron, se analizaron por electroforesis en geles de agarosa al 1.5 %y se
visualizaron con luz ultravioleta. Al observarse que la amplificacion correspondié con la

realizada por Diaz-Celaya (2011), se procedi6 a utilizar este ADN en los demas analisis.
2.2.2 Amplificacion de ADN
Para determinar si existe polimorfismo en los aislados de las dos especies de Phytophthora,

se realizo la técnica de PCR para amplificar la region 60S ribosomal (Proteina L10) y los

genes mitocondriales Cox | y Cox Il (Cuadro 9).
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Cuadro 9. Oligonuclettidos para la amplificacion del ADN de los aislados de P. capsici y P.
drechsleri mediante PCR.

Secuencia de

Oligonu- .
2 Nombre Referencia

cleotidos oligonucledtidos
60SL10F GCTAAGTGTTACCGTTTCCAG irloote'”a ribosomal  Blair et al., 2008
60SL10R ACTTCTTGGAGCCCAGCAC irl%telna ribosomal Blair et al., 2008
CoxF4N GTATTTCTTCTTTATTAGGTGC Citocromo oxidasa |  Kroon et al., 2004
CoxR4N CGTGAACTAATGTTACATATAC Citocromo oxidasal  Kroon et al., 2004
CoxFM35 CAGAACCTTGGCAATTAGG Citocromo oxidasa Il ~ Martin, 2000

CoxFMPhy- GCAAAAGCACTAAAAATTAAA  Citocromo oxidasa Il Martin  et. al.,
10b TATAA 2004

En el Anexo IV se indican los reactivos, cantidades y condiciones utilizadas para la
realizacion de PCR para cada uno de los genes utilizados, es importante sefialar que se

realizaron modificaciones en las condiciones de PCR para la amplificacion de los genes.

Al terminar la reaccién de PCR se retiraron los microtubos del termociclador y se realizé
electroforesis en geles de agarosa con los amplicones al 1.5 % en TAE (Tris 40 mM, acido
acetico 20 mM, EDTA 1 mM) y bromuro de etidio. Se visualizaron las bandas con luz
ultravioleta para posteriormente realizar la purificacion del ADN de cada uno de los
amplicones con el kit Wizard® SV Gel y PCR Clean-Up System de Promega y los
microtubos conteniendo el ADN purificado, se enviaron a la compafiia Macrogen en Sedl,
Corea del Sur, para obtener las secuencias. Con estas se generaron las secuencias consenso

con los programas PreGap 4 y Gap 4.
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2.2.3 Andlisis de la secuencia de nucleétidos

La secuencia consenso de cada uno de los aislados, se compard con las secuencias que se
encuentran en las bases de datos de Phytophthora Database

(http://www.phytophthoradb.org/) y/o en Barcode of Life Data Systems

(http://www.boldsystems.org/) para determinar el porcentaje de identidad con secuencias de

nucleotidos de especies conocidas.

2.2.4 Polimorfismos en la secuencia de nucledtidos.

Con la finalidad de determinar en qué posicion del amplicon se observaban diferencias en la
secuencia de los nucle6tidos, se utiliz6 el programa MEGA 6. realizando una alineacion de
los nucleotidos de los aislados con el programa Clustal W. Se adicion6 para cada alineacién
de cada especie por gen amplificado, la secuencia de un aislado de la base de datos del
GenBank con el que los aislados tuvieron mayor porcentaje de similitud para alinear y

comparar los codones a través del programa Bioedit 7.1.
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2.3 RESULTADOS

2.3.1. Amplificacion por PCR
2.3.1.1 Gen 60S ribosomal
Con este gen se obtuvo una amplificacion adecuada, el resultado de la electroforesis de las

amplificaciones del ADN obtenidas mediante PCR del gen 60S, se observa claramente (Fig.
17).

PV-31 PV-30 PV-44 PV-37 PV-15 PV-40
P.c. P.c. P.c. Pd. P.c P.c.

PV-35 PV-41  PV-33 PV-34 PV-27 PV-29 PV-46 PV-36 PV-47 PV-39
P.c. P.c. P.c. P.c. P.d. P.d. P.c. P.c. P.d. P.d.

Figura 17. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% del ADN de aislados de Phytophthora capsici (P.c.) y
Phytophthoa. drechsleri (P.d.) amplificados con el gen 60S ribosomal por PCR.

2.3.1.2 Gen Citocromo oxidasa (Cox 1)

Cuando se realizé la amplificacion de este gen con las condiciones de PCR sefialadas por
Kroon et al. (2004), no se logr6 obtener bandas definidas por lo que fue necesario realizar
correcciones en la temperatura y en la concentracion de los iones de la reaccion, con lo cual
se obtuvo una adecuada amplificacion pero solo para los aislados de P. drechsleri, ya que los

aislados de P. capsici continuaron generando bandas indefinidas (Fig 18).
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PV-27 PV-39 PV-40 PV-47 PV-37
P.d. P.d. P.d P.d.  P.d

Figura 18. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% del ADN de aislados de Phytophthora drechsleri (P.d.)
amplificado con el gen Cox | por PCR.

2.3.1.3 Gen Citocromo oxidasa (Cox I1)

No fue posible la correcta amplificacion de este gen con las condiciones sefialadas por Martin
(2000) y Martin et al. (2004), sin embargo, al realizar modificaciones en la temperatura y la
aplicacién de 3mM de cloruro de magnesio (MgCl,), asi como una PCR anidada, se lograron
obtener bandas definidas para las dos especies con un peso molecular de 1018pb (Fig.19 y
20).

PV-15 PV-27 PV-29 PV-30 PV-31 PV-33 PV-34 PV-35 PV-36 PV-37 PV-38 PV-39 PV-40 PV-41 PV-42 PV-44 PV-46 PV-47
. Pc. Pd. Pd Pc Pc Pc. Pc. Pc. Pc. Pd Pd Pd Pd  Pc. Pd Pc. Pc  Pd

Figura 19. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% del ADN de aislados de Phytophthora capsici (P.c.) y
Phytophthora drechsleri (P.d.) amplificados con el gen Cox Il por PCR.
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PV-40 PV-41 PV-42 PV-44
P.d. P.d. P.d. Pc.

Figura 20. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% del ADN de aislados de Phytophthora capsici (P.c.) y
Phytophthora drechsleri (P.d.) amplificados con el gen Cox Il por PCR.

2.3.2 Secuencia consenso

2.3.2.1 Gen 60S ribosomal

Se compararon las secuencias obtenidas del gen 60S ribosomal de los aislados con secuencias
depositadas en la base de datos de Phytophthora Database. Diez aislados presentaron
identidad con Phytophthora capsici, tres de éstos con identidad de 99 (PV-15, PV-30, PV-31)
mientras que siete mostraron porcentaje de identidad de 100 (PV-33, PV-34, PV-35, PV-36,
PV-41, PV-44 y PV-46) con esta especie (Cuadro 10). Estos aislados también mantienen
identidad con otras especies entre las que se encuentran P. mexicana, P. glovera, P. sp.
“brasiliensis”, P. tropicalis, P. cryptogea, P. citricola y P. botryosa. Se formaron dos grupos
de aislados en donde coincide el porcentaje de identidad con otras especies, un grupo
formado por lo aislados PV-34, PV-35, PV-36 y PV-46 y el otro grupo por los aislados PV-
41y PV-44.

64



Cuadro 10. Porcentaje de identidad de los aislados de Phytopthora analizados utilizando secuencias

del gen 60S ribosomal P. capsici.

Aislado Hospedante Identidad (%0) Especie
PV-15 Capsicum annuum (chile ornamental) 99 P. capsici
PV-30 Capsicum annuum (chile ornamental) 99 P. capsici
PV-31 Cestrum nocturnum (huele de noche) 99 P. capsici
PV-33,PV-34,PV- Capsicum annuum (chile ornamental) 100 P. capsici
35,PV-36, PV-46

PV-41 Epipremnum aureum (planta de teléfono) 100 P. capsici
PV-44 Solanum ovigerum (planta de huevo) 100 P. capsici

Un segundo grupo de cuatro aislados analizados presenté identidad del 99 al 100% con P.
drechsleri (PV-27, PV-37, PV-39 y PV-40), en cambio los aislados PV-29 y PV-47

mostraron identidad desde el 99 al 100% con P. sp. “kelmania”, P. richardie, P. drechsleri,

P. sansomea y P. erythroseptica (Cuadro 11).

Cuadro 11. Porcentaje de identidad de los aislados de Phytopthora analizados utilizando secuencias

del gen 60S ribosomal P. drechsleri.

Aislado Hospedante Identidad (%0) Especie
PV-27 Gerbera sp. (gerbera) 99 P. drechsleri
PV-29 Gazania rigens (gazania) 99 P.sp. “kelmania”
PV-37 Euphorbia pulcherrima (nochebuena) 99 P. drechsleri
PV-39 Arctotis sp. (margarita africana) 99 P. drechsleri
PV-40 Gazania sp. (gazania) 99 P. drechsleri
PV-47 Gerbera sp. (gerbera) 100 P.sp. “kelmania”
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2.3.2.2 Gen Citocromo oxidasa (Cox 1)

Se compararon las secuencias del gen Cox | de los aislados con secuencias depositadas en la
base de datos Barcode of Life Data Systems. Las amplificaciones por PCR utilizando ADN
genomico de los aislados identificados como P. capsici resultaron negativas. Por otra parte,
se encontrd similitud con los resultados para el gen 60S ribosomal, con los mismos cuatro
aislados identificados como P. drechsleri y dos aislados identificados como Phytopthora sp.
“kelmania” (Cuadro 12).

Cuadro 12. Porcentaje de identidad de los aislados de Phytopthora analizados utilizando secuencias
del gen Cox | P. drechsleri.

Aislado Hospedante Identidad (%0) Especie
PV-27 Gerbera sp. (gerbera) 100 P. drechsleri
PV-29 Gazania rigens (gazania) 99 P.sp. “kelmania”
PV-37 Euphorbia pulcherrima (nochebuena) 100 P. drechsleri
PV-39 Arctotis sp. (margarita africana) 99 P. drechsleri
PV-40 Gazania sp. (gazania) 99 P. drechsleri
PV-47 Gerbera sp. (gerbera) 100 P.sp. “kelmania”

2.3.2.3 Gen Citocromo oxidasa (Cox I1)

Se compararon las secuencias obtenidas del gen Cox Il de los aislados con secuencias
depositadas en la base de datos de Phytophthora Database. Nueve aislados presentaron
porcentajes de identidad desde 99 hasta 100% con Phytophthora capsici, PV-41 tuvo un
porcentaje de 99 con P. capsici y de 100% con P. tropicalis (Cuadro 13).
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Cuadrol3. Porcentaje de identidad de los aislados de Phytopthora analizados utilizando secuencias
del gen Cox Il P. capsici.

Aislado Hospedante Identidad (%0) Especie
PV-15, PV-33, Capsicum annuum (chile ornamental) 100 P. capsici
PV-30, PV-34,

PV-35

PV-36 y PV-46 Capsicum annuum (chile ornamental) 99 P. capsici
PV-31 Cestrum nocturnum (huele de noche) 99 P. capsici
PV-41 Epipremnum aureum (planta de teléfono) 100 P. tropicalis
PV-44 Solanum ovigerum (planta de huevo) 100 P. capsici

En los aislados identificados como P. drechsleri se observaron porcentajes de identidad de
99, mientras que los aislados identificados como Phytophthora sp. “kelmania” presentaron
porcentajes de identidad del 99 (Cuadro 14).

Cuadro 14. Porcentaje de identidad de los aislados de Phytopthora analizados utilizando secuencias
del gen Cox Il P. drechsleri.

Aislado Hospedante Identidad (%0) Especie
PV-27 Gerbera sp. (gerbera) 99 P. drechsleri
PV-29 Gazania rigens (gazania) 99 P.sp. “kelmania”
PV-37 Euphorbia pulcherrima (nochebuena) 99 P. drechsleri
PV-39 Arctotis sp. (margarita africana) 99 P. drechsleri
PV-40 Gazania sp. (gazania) 99 P. drechsleri
PV-47 Gerbera sp. (gerbera) 99 P.sp. “kelmania”
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2.3.3 Polimorfismo en la secuencia de nucleétidos

2.3.3.1 Gen 60S ribosomal

Para los aislados de P. capsici, se observé que existe polimorfismo en seis sitios. EI mayor
nimero de cambios se presentd en la posicion 112. Las secuencias de los aislados que
contienen el nucledtido adenina (A), corresponden a los obtenidos de chile ornamental y los
que presentan el nucleétido guanina (G) pertenecen a los hospedantes huele de noche, planta
de huevo vy teléfono. El aislado PV-31 corresponde a huele de noche y tiene el nucleétido
timina (T) en la posicion 337, a diferencia del resto de los aislados presentan el nucleo6tido
citosina (C). El aislado PV-15 muestra un nucleé6tido T en la posicion 389, mientras que el

resto de los aislados tienen el nucleétido C (Cuadro 15).

Cuadro 15. Polimorfismos en la secuencias amplificadas del gen 60S de aislados de Phytophthora
capsici obtenidos de plantas ornamentales.

Aislado® Numero de posicion en las secuencias
1 12 82 112 337 388

PV-15 TTC CGC TCA CAC CCT
PV-30 CGT TCA CAC CCC
PV-31 T TAC CGC TCG CAT CCC
PV-33 T TAC CGC TCA CAC CCC
PV-34 CGC TCA CAC CCC
PV-35 CGC TCA CAC CCC
PV-36 CGC TCA CAC CCC
PV-41 CGC TCG CAC CCC
PV-44 T TAC CGC TCG CAC CCC
PV-46 CGC TCA CAC CCC
EU079618" GGC TAC CGC TCA CAC CCC

a Origen de los aislados: PV-15, PV-30, PV-31, PV-33, PV-34, PV-35, PV-36 y PV-46 de Capsicum annuum (chile
ornamental), PV-31 de Cestrum nocturnum (huele de noche), PV-41de Epipremnum aureum (planta de teléfono), PV-44 de
Solanum ovigerum (planta de huevo). ® Nimero de accesién GenBank del aislado con el que se realizé la alineacion de las
secuencias.
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Los aislados de P. drechsleri presentaron ambigiiedad en seis posiciones, ya que no se
determind con precision si el nucleétido era C 6 T. En general, las secuencias del gen 60S de

estos aislados son muy similares (Cuadro 16).

Cuadro 16. Polimorfismos en la secuencias amplificadas del gen 60S de aislados de Phytophthora
drechsleri obtenidos de plantas ornamentales.

Aislado® NUmero de posicion en las secuencias

54 60 72 221 309 378
PV-27 TGC GGT CCG TTC GCC ATC
PV-37 TGY ¢ GGY CCC TTC GCY ATC
PV-39 TGY GGT CCC TTC GCC ATC
PV-40 TGC GGT CCG TTC GCT ATC
EU080862° TGC GGT ccc TWC! GCT ATT

# Origen de los aislados: PV-27 de Gerbera sp. (gerbera), PV-37 de Euphorbia pulcherrima (nochebuena), PV-
39 de Arctotis sp. (margarita africana), PV-40 de Gazania sp. (gazania). ® N(mero de accesién GenBank del
aislado con el que se realizé la alineacion de las secuencias.. *Y=T 6 C. “W=A 0 T.

9

Los aislados de P. sp. “kelmania” mostraron ambigiiedad en una posicion, ya que no se
determind con precision si el nucle6tido era C 6 T. Al igual que con P. drechsleri, estas

secuencias son muy similares (Cuadro 17).

Cuadro 17. Polimorfismos en la secuencias amplificadas del gen 60S de aislados de Phytophthora sp.

“kelmania” obtenidos de plantas ornamentales.

Aislado® NUmero de posicion en las secuencias
264
PV-29 CcCC
PV-47 ccy*®
EU079605° ccc

*Origen de los aislados: PV-29 de Gazania rigens (gazania), PV-47 de Gerbera sp. (gerbera). ® Ntimero de
accesion GenBank del aislado con el que se realizo la alineacion de las secuencias. ¢ Y=T 6 C.
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2.3.3.2 Gen Citocromo Oxidasa (Cox 1)

No se logro obtener la amplificacion del gen Cox | de los aislados de P. capsici. Los aislados

de P. drechsleri presentaron seis polimorfismos (Cuadro 18).

Cuadro 18. Polimorfismos en la secuencias amplificadas del gen Cox | de aislados de Phytophthora
drechsleri obtenidos de plantas ornamentales.

Aislado® Numero de posicién en las secuencias

23 385 397 742 826 847
PV-27 - TAT ATA CTG CAG CTG
PV-37 T TAT ATA CTG CAG CTG
PV-39 T TAT ATA CTG CAG CTG
PV-40 T TTT ACA CCG CCG CCG
AY659597.1° - TAT ATA CTG CAG CTG

# Origen de los aislados: PV-27 de Gerbera sp. (gerbera), PV-37 de Euphorbia pulcherrima (nochebuena), PV-
39 de Arctotis sp. (margarita africana), PV-40 de Gazania sp. (gazania). ® Nimero de accesién GenBank del
aislado con el que se realizo la alineacién de las secuencias.  Y=T 6 C. “W=A 4 T.

Los aislados de Phytophthora sp. “ke/mania” mostraron siete posiciones con diferentes

nucleotidos (Cuadro 19).

Cuadro 19. Polimorfismos en la secuencias amplificadas del gen Cox | de aislados de Phytophthora

sp. “kelmania” obtenidos de plantas ornamentales.

Aislado® Numero de posicién en las secuencias
15 128 146 233 503 578 692
PV-29 T T AGG ATT GTG ACC GGA
PV-47 A - CGG GTT GCG ACT GGT

HQ455745.1 "

*Origen de los aislados: PV-29 de Gazania rigens (gazania), PV-47 de Gerbera sp. (gerbera). ® N(imero de
accesion GenBank del aislado con el que se realiz6 la alineacién de las secuencias.
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2.3.3.3 Gen Citocromo Oxidasa (Cox II)

Los aislados de P. capsici presentaron seis sitios polimdrficos. El aislado PV-41 presentd el mayor
namero de polimorfismos (Cuadro 20).

Cuadro 20. Polimorfismos en la secuencias amplificadas del gen Cox Il de aislados de Phytophthora

capsici obtenidos de plantas ornamentales.

Aislado® NuUmero de posicion en las secuencias
32 173 266 353 545 547

PV-15 TGT TGG CGA AGA AGG TCG
PV-30 TGT TGG CGA AGA TGG CCG
PV-31 TGT TGG CGA GGA TGG CCG
PV-33 TGT TGG CGA AGA AGG TCG
PV-34 TGT TGG CGA AGA TGG CCG
PV-35 TGT TGG CGA AGA TGG CCG
PV-36 TGT TGG CGA AGA TGG CCG
PV-41 AGT CGG TGA AGA AGG TCG
PV-44 TGT TGG CGA AGA AGG TCG
PV-46 TGT TGG CGA AGA TGG CCG
EU079618" TGT TGG CGA AGA TGG CCG

% Origen de los aislados: PV-15, PV-30, PV-31, PV-33, PV-34, PV-35, PV-36 y PV-46 de Capsicum annuum
(chile ornamental), PVV-31 de Cestrum nocturnum (huele de noche), PV-41de Epipremnum aureum (planta de
teléfono), PV-44 de Solanum ovigerum (planta de huevo). ° Ndmero de accesion GenBank del aislado con el
que se realiz6 la alineacion de las secuencias.

El aislado PV-40 de gazania de P. drechsleri fue el Gnico en el que se detectaron polimorfismos, T

por C en dos posiciones y G en lugar de T en una posicion (Cuadro 21).
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Cuadro 21. Polimorfismos en la secuencias amplificadas del gen Cox Il de aislados de Phytophthora

drechsleri obtenidos de plantas ornamentales.

Aislado® NuUmero de posicion en las secuencias

58 150 335
PV27 CcCC TGC CTA
PV37 CCC TGC CTA
PV39 CCC TGC CTA
PV40 TCC TGT CGA
HQ455745.1° TCC TAT CTA

& Origen de los aislados: PV-27 de Gerbera sp. (gerbera), PV-37 de Euphorbia pulcherrima (nochebuena), PV-
39 de Arctotis sp. (margarita africana), PV-40 de Gazania sp.(gazania). ® Nimero de accesién GenBank del

aislado proveniente de gerbera.

Los aislados de Phytophthora sp. “kelmania” presentaron siete sitios polimérficos. En la posicion

589 no se determind si la base era A 6 C (Cuadro 21).

Cuadro 22. Polimorfismos en la secuencias amplificadas del gen Cox Il de aislados de Phytophthora

sp. “kelmania’ obtenidos de plantas ornamentales.

Aislado® Numero de posicion en las secuencias
66 151 174 243 342 552 5809.
PV29 CAC AAA GTC GTT TCA CCA AAA
PV47 CAT AAA GTA GTA TCC CCT RAA®
GU222052° CAT GAA GTA GTA TCC CCT GAA

*Origen de los aislados: PV-29 de Gazania rigens (gazania), PV-47 de Gerbera sp. (gerbera). ® NGimero de
accesion GenBank del aislado con el que se realizd la alineacion de las secuencias.  R=T ¢ C.
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2.4 DISCUSION

En este trabajo se determind la variabilidad entre los aislados de Phytophthora capsici y
Phytophthora drechsleri obtenidos de plantas ornamentales. Para realizar lo anterior se
obtuvieron las secuencias de los genes 60S ribosomal, asi como de dos genes mitocondriales
Cox |y Cox Il. Este estudio permitio complementar los resultados de variabilidad obtenidos
a través de los analisis de virulencia, rango de hospedantes, tipo de compatibilidad y

resistencia a mefenoxam (Capitulo I).

Phytophthora capsici

Las secuencias obtenidas con el gen 60S presentaron similitudes de 99 al 100% con P.
capsici, lo que coincide con lo reportado por Diaz-Celaya (2011) quien utilizé la region ITS
para identificar a los mismos aislados. Blair et al. (2008) sefialan que este gen fue
amplificado de forma consistente, pero que provee poca resolucion filogenética entre

especies.

En los aislados utilizados en este trabajo no se logro obtener la amplificacion de la secuencia
del gen Cox | con los oligonucledtidos FAN y R4N. Martin y Tooley (2003) tampoco
lograron amplificar este gen utilizando el oligonucledtido Fm77, pero si cuando usaron los
oligonucledtidos Fm83 y Fm85. Existen diferentes razones por las que la amplificacion de
este gen se dificulta. Schena y Cooke (2006) indican que al utilizar cuatro regiones
intergénicas mitocondriales (mt-IGS) para la caracterizacion de especies de Phytophthora,
algunas se amplifican adecuadamente y otras no, por lo que requirieron modificar las
condiciones de PCR como la concentracién de MgCl, y la temperatura. Por otra parte,
Martin et al. (2012) sefialan la falta de amplificacion de algunos genes puede ser debido al
alto nimero de mutaciones alrededor de los sitios en que se une el oligonucledtido, asi como

por la heterocigosidad de los aislados.

Para amplificar adecuadamente Cox I, fue necesario realizar cambios en las condiciones de

PCR vy la concentracion de MgCl,, asi como realizar una PCR anidada. Kroon et al. (2012)
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sefialan que los intrones tienen un alto nivel de polimorfismo comparado con los exones; sin
embargo, en algunos genes que se utilizan para caracterizar a especies del género
Phytophthora, faltan intrones y por lo tanto, es necesario tener largos tramos de exones para
tener una buena resolucion. Lo antes sefialado coincide con lo reportado por Schena y Cooke
(2006) quienes mencionan que los intrones y porciones intergénicas de los genes nucleares y
mitocondriales pueden dar mayor variabilidad y por lo tanto ser una opcion para la
identificacion de especie. El analisis del Blast de las secuencias mostré similitud de 99 al
100% de nueve aislados con P. capsici. Los aislados PV-15 de Capsicum annuum (chile
ornamental), PV-31 de Cestrum nocturnum (huele de noche) y PV-44 de Solanum ovigerum
(planta de huevo) presentaron polimorfismos que generan diferentes aminoacidos (datos no

mostrados).

Por otra parte con el gen Cox Il el aislado PV-41 obtenido de planta de teléfono
(Epipremnum aureum) mostr6 un 100% de identidad con P. tropicalis. Estos resultados
coinciden con las investigaciones realizadas por Orliwoski, et al. (2006) quienes aislaron a
esta especie del mismo hospedante. Agaraki y Uchida, (2001), citados por Bowers et al.,
(2007) analizaron 100 aislados de P. capsici. Algunos de estos aislados presentaban
clamidosporas y eran poco o0 no patogénicos en chile, por lo cual los designaron como P.
tropicalis. Las caracteristicas de este aislado como son presencia de clamidosporas, no
patogenicidad en chile y alta similitud de la secuencia Cox Il indican que esta especie es P.
tropicalis. Sin embargo, el analisis Blast de 60S e ITS (Diaz-Celaya, 2011) mostraron alta
similitud con secuencias de aislados de P. capsici. Por lo anteriormente sefialado,
consideramos a este aislado intermedio entre P. tropicalis y P. capsici, esto coincide con lo
reportado por Quesada-Ocampo et. al., (2011) que mencionan la existencia de genotipos

intermedios entre estas dos especies.

Por otra parte, este aislado presentd durante la alineacion de nucleétidos, codones que

codificaron para aminodacidos diferentes a los del resto de los aislados (datos no mostrados).
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Phytophthora drechsleri

En la amplificaciéon con Cox I, Cox Il y 60S, se encontré que los aislados PV-27 de gerbera
(Gerbera sp.), PV-37 de nochebuena (Euphorbia pulcherrima), PVV-39 de margarita africana
(Arctotis sp.) y PV-40 de gazania (Gazania sp.), tuvieron porcentajes de identidad desde el
99 al 100% con P. drechsleri. Estos datos coinciden con los resultados de Diaz-Celaya
(2011) quien identifico a éstos aislados como P. drechsleri con la region ITS. Sin embargo,
los aislados PV-29 de gazania y PV-47 de gerbera, mostraron 99 y 100% de similitud
respectivamente con Phytophthora sp. “kelmania”, a diferencia de lo determinado por Diaz-
Celaya (2011) para la region ITS, quien los identificoé como P. drechsleri. Estos resultados
coinciden con los obtenidos por Rahman et al. (2013) quienes identificaron en Japén aislados
como P. drechsleri a través de caracteristicas morfoldgicas; sin embargo, al amplificar los

genes LSU, Cox | e ITS se observo 100% de identidad con P. niederhauserii.

En la actualidad es comun encontrar que con caracteristicas morfologicas y técnicas
moleculares se reconozcan nuevas especies que antes se consideraban como complejos de
especies. Hong et al. (2008) detectaron un complejo de tres especies en aislados de P.
drechsleri (I, Il y IlI), obtenidos en el agua de riego de ornamentales. Los autores
denominaron provisionalmente a la especie | como P. irrigata y la especie 1l como P.

hydrophatica.

Los resultados obtenidos con 60S difieren con los de Robideau et al. (2011). Estos autores
indican que la amplificacion con LSU carece de suficiente exactitud para separar oomicetes a
nivel de especie y que es mejor situarlo para género y familia. Un estudio realizado por
Rahman et al. (2013) también muestran diferencias con nuestros resultados, ya que sefialan
que al amplificar LSU no se separaron dos aislados de P. drechsleri de Phytophthora spp., lo

que si lograron con secuencias del gen Cox |.

En los alineamientos de las secuencias de los aislados de P. drechsleri se observaron seis,
seis y tres cambios de posicion de nucleétidos con 60S, Cox |y Cox Il respectivamente. Los
polimorfismos observados en el gen 60S y Cox Il no resultan en cambios en la codificacion
de aminoacidos en ningun aislado (datos no mostrados). Mientras que los polimorfismos

observados con Cox | si presentaron cambios (datos no mostrados).
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Phytophthora sp. “kelmania”

En los aislados de esta especie se observaron polimorfismos con los tres genes amplificados;
sin embargo, no se encontraron cambios en la codificacion de aminodcidos (datos no
mostrados). Este polimorfismo se detecta por primera vez ya que no existe informacion de

esta especie gque esta en proceso de descripcion.
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2.5 CONCLUSIONES

Anadlisis Blast de las secuencias de los genes 60S, Cox I, Cox Il, identificé a los aislados PV-
29 (gazania) y PV-47 (gerbera), como Phythopthora sp “kelmania”. Los cuales anteriormente
habian sido reportados como Phytohthora drechsleri.

El aislado PV-41 present0 caracteristicas genéticas y morfoldgicas intemedias entre
Phytophthora capsici y Phytophthora tropicalis.

La presencia de polimorfismos en los aislados de Phythopthora capsici y P. drechsleri
corroboran que existe variabilidad genética dentro de la especie.
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DISCUSION GENERAL

La horticultura ornamental es un sector productivo de gran importancia en nuestro pais, los
principales estados productores son el Distrito Federal, Estado de Meéxico, Morelos,
Michoacan y Puebla (Tecpan, 2011). En el estado de Michoac&n dentro de los principales
cultivos se encuentra la nochebuena con una produccién en toneladas de 3,111,900 plantas
(SIAP, 2013). La produccion de ornamentales comprende siete lineas: planta de flor, césped,
palmas, nochebuenas, arboles, orquideas y las flores de corte (Tecpan, 2011). Los sistemas
de produccion se realizan en campo, en viveros y en invernaderos (Benitez et al., 2002). La
produccién debe estar orientada a producir plantas de calidad, es decir, sanas y vigorosas
(Nicolas y Roche-Hamon, 1988, citados por Benitez et al., 2002); sin embargo, existen

diferentes aspectos que demeritan la calidad, entre los que destacan las enfermedades.

Diaz-Celaya (2011) reportd la presencia de patdgenos como Phytophthora capsici y P.
drechsleri, en diferentes especies de ornamentales de viveros en México. Sin embargo, se
desconoce si existe variabilidad en estos aislados, como la que se ha reportado en Estados
Unidos de América para estas especies de Phytophthora (Lamour et al., 2003; Hong et al.,
2008; Olson et al., 2011; Olson y Benson 2013; Olson et al., 2013). Por lo anterior, se
planted el presente estudio para determinar la diversidad de aislados de Phytophthora capsici
y P. drechsleri utilizando marcadores como el tipo de compatibilidad, sensibilidad a
mefenoxam in vitro, virulencia y agresividad. Asimismo se determind el rango de
hospedantes de los aislados y si existia polimorfismo en genes nucleares y mitocondriales
mediante PCR.

El mefenoxam es uno de los fungicidas mas utilizados en el manejo de enfermedades
ocasionadas por Phytophthora spp. en ornamentales en Estados Unidos de Ameérica, entre las
que se encuentran las ocasionadas por Phytophthora capsici y P. drechsleri (Hu et al., 2008).
Estudios sobre resistencia a fungicidas son indispensables para determinar si se pueden
utilizar en programas de manejo integrado de estos patdgenos. Se ha reportado que algunos
aislados de Phytophthora capsici y P. drechsleri provenientes de ornamentales, presentan

resistencia a este producto (Lamour et al. 2003; Olson y Benson 2011; Olson et al. 2011).
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Los aislados analizados en este trabajo presentaron sensibilidad a mefenoxam, por lo cual
este fungicida puede ser utilizado como parte del manejo integrado de estos patdgenos.

En este estudio se detectd variabilidad en el rango de hospedantes entre los aislados
analizados de Phytophthora capsici y P. drechsleri. Algunos de los aislados presentaron la
capacidad de infectar otras especies ornamentales asi como a cultivos agricolas, lo cual
coincide con otros estudios (Hong et al., 2008; Orlikowski et al., 2006). La importancia de
conocer el rango de hospedantes radica en que se puede recomendar a los productores, el
evitar tener plantas susceptibles en la misma area. Otra estrategia de control recomendable es
la utilizacion de plantas como portainjertos, como las plantas de nochebuena variedad
Valenciana que no mostraron sintomas durante la inoculacién de P. drechsleri a la raiz.
Galindo-Garcia et al. (2012) sefialan que no se ha detectado a especies de Phytophthora

infectando a esta planta en el estado de Morelos.

La utilizacion del analisis Blast con secuencias de varios genes, fue atil para confirmar la
identidad de algunos aislados y reubicar dentro de otra especie a otros aislados, los cuales
habian sido identificados utilizando secuencias de la region ITS (Diaz-Celaya, 2000). Asi, se
determind que los aislados PV-29 de gazania y PV-47 de gerbera, presentaron mayor
porcentaje de similitud con Phytophthora sp. “kelmania” que con Phytophthora drechsleri.
Asimismo, el aislado PV-41 de planta de teléfono se determiné como una especie intermedia
entre Phytophthora capsici y Phytophthora tropicalis. Lo anterior confirma que para una
correcta identificacion es necesario utilizar méas de un gen (Kupczok et al. 2010; Martin et al.
2012).

Los analisis de tipo de compatibilidad, resistencia a mefenoxam, severidad de sintomas y
rango de hospedantes, asi como la deteccidn de polimorfismos en las secuencias de los genes
60S, Cox | y Cox Il, permiti6 determinar la variabilidad que existe en aislados de
Phytophthora capsici y P. drechsleri obtenidos de plantas ornamentales con sintomas de
marchitez. Los resultados de esta investigacion ayudaran a sugerir mejores estrategias en el

control de estos patdgenos en cultivos de plantas ornamentales.
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PERSPECTIVAS Y RECOMENDACIONES

La horticultura ornamental esta teniendo cada vez mas auge en el campo agricola mexicano,
pero aun tiene mucho potencial de desarrollo. Un ejemplo en donde este sector productivo se
esta desarrollando es el estado de Veracruz, en donde ha crecido en tal magnitud que ya se
considera una actividad agricola mas importante que el cultivo de cafia de azucar y la
ganaderia y en donde la produccion de ornamentales se ha convertido en una actividad tan
rentable que ha desplazado al cultivo de café. Existen viveros ornamentales en donde antes se
cultivaba café que ocupan hasta el 63% de la superficie anteriormente destinada a este

cultivo.

Siendo Michoacan un estado de gran importancia agricola, el tener conocimiento del rango
de hospedantes de un patdgeno tan destructivo como Phytophthora es imprescindible ya que
pueden infectarse diversos hospedantes de un vivero. Asimismo, debido a que se detect6 que
P. capsici proveniente de plantas ornamentales fue capaz de infectar a chile serrano, esto es
indicativo de que se puede transmitir de plantas ornamentales a plantas cultivadas, lo que

representa un gran riesgo para otros cultivos que pudieran ser susceptibles.

Por otra parte, se considera que la variedad Valenciana de nochebuena, presenta
caracteristicas adecuadas para ser utilizada como portainjerto para variedades susceptibles a
P. drechsleri, lo que podria ser una parte del manejo integrado de enfermedades causadas por
Phytophthora en esta ornamental. Se sugiere que se realicen estudios para confirmar esta
resistencia y realizar injertos con otras variedades de nochebuena en las que se ha detectado
Phytophthora.

En este estudio se determind que al ser los aislados susceptibles al fungicida mefenoxam, es
adecuado utilizar este producto como parte del manejo integrado de estos patdgenos siempre
y cuando la rentabilidad del cultivo de las plantas ornamentales asi lo permita.

Con los resultados obtenidos en esta investigacion se demuestra que deben usarse

herramientas moleculares asi como estudios de virulencia, rango de hospedantes, tipo de
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compatibilidad y resistencia a mefenoxam, ya que se complementan y serviran para sugerir al

agricultor como llevar a cabo un manejo adecuado.
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ANEXO | Medios de cultivo

Cantidades para preparar 1 litro de medio de cultivo

e Agar harina de maiz (AHM)
17 g de agar harina de maiz
1000 mL de agua destilada

Mezclar y esterilizar 20 minutos a 121 °C

e Agar-V8 (AV8)
20 g de agar
3 g de carbonato de calcio CaCos
160 mL de jugo de verduras V8 (Campbell’s)
840 mL de agua destilada
Mezclar y esterilizar 20 minutos a 121 °C

e Agar-harina de maiz selectivo (NARPH)
1 L de medio de agar harina de maiz estéril
2.5 mL de cada uno de los siguientes fungicidas y antibiéticos:
Natamicina (0.02 g L™ [(Delvocid Instant- 50 % natamicina, 50 % lactosa)]
Ampicilina (0.27 g L™)
Rifampicina (0.01 g L)
Pentacloronitrobenceno o PCNB (0.10 g L™)
Himexazol (0.075 g L™)

Al finalizar y vaciar en cajas Petri, se envuelve el medio en papel aluminio para evitar la

degradacion de la rifampicina que es sensible a la luz.

89



ANEXO Il  Prueba Luria-Bertoni

e Preparacion de medio.

20 g de agar

1 L de agua destilada.

Agregar 2 mL a un tubo de ensaye.
Esterilizar a 121°C por 20 minutos.

Enfriar y almacenar en refrigeracion hasta su utilizacion.

e Elaboracion de la prueba

Cortar tres cubos del medio de cultivo con micelio de aproximadamente 0.5 cm.

Agregar al tubo de ensaye conteniendo el medio Luria-Bertoni, mantener a temperatura
ambiente.

Revisar después de 24-48 hrs.

Si se observa turbio el medio es positivo, es decir esta contaminado con bacterias.
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ANEXO Il Aislamiento de tejido vegetal

Realizar con un bisturi estéril cortes pequefios (5 x 5 mm) del area del tejido con sintomas,

considerar que el corte debe tener parte de tejido enfermo y parte de tejido sano.

Lavar con agua de la llave y enjuagar con agua destilada estéril.

Introducir los cortes en hipoclorito de sodio al 10% (Clorox®) durante 30 segundos. Este

paso se puede obviar ya que algunas especies de Phytophthora son sensibles al cloro.

Enjuagar con agua destilada estéril y secar con papel estéril.

Colocar los cortes en medio selectivo de agar harina de maiz (NARPH) e incubar a
temperatura ambiente durante 72 horas.
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ANEXO IV Condiciones de PCR

Loci:

Gen 60S (Proteina ribosomal L10)

Mezcla (Reaccion final de 25ul):
60SL10F 0.125ul
60SL10R 0.125ul
Master Mix Promega
Go Tag® Hot Start 12,5 pl
Agua 7.25 pl

ADN 5.0 ul

Oligonucleotidos (Blair et al., 2008):

60SL10F CTAAGTGTTACCGTTTCCAG

60SL10R ACTTCTTGGAGCCCAGCAC

Programa del Termociclador:

(condiciones diferentes a las de la referencia)
2 min 95°C

34 ciclos

1 min 95°C

1 min 55°C

2 min 72°C

Extension final 10 min 72°C
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Loci:

Gen Cox I (Citocromo oxidasa I)

Mezcla (Reaccion final de 25pl):
CoxF4N 0.125ul
CoxR4N 0.125ul
Master Mix Promega
Go Tag® Hot Start 12,5 pl
Agua 7.25 pl

ADN 50 ul

Oligonucleotidos (Kroon et al., 2004):

CoxFAN TATTTCTTCTTTATTAGGTGC

CoxR4N CGTGAACTAATGTTACATATAC

Programa del Termociclador:

(condiciones diferentes a las de la referencia)
2min 94°C

30 ciclos

30s 94°C

30s 52°C

60s 72°C

Extension final 5 min 72°C
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Loci: Oligonucleotidos (Martin, 2000 y Martin et al.,
2004):

Gen Cox Il (Citocromo oxidasa Il)
CoxFM35 CAGAACCTTGGCAATTAGG

CoxFMPhy-10b CTTCTTGGAGCCCAGCAC

Con las condiciones de la mezcla que se venia elaborando y las temperaturas de la
referencia, se formaron bandas inespecificas para todos los aislados por lo que se cambiaron

condiciones de la mezcla y de temperatura en el Termociclador.

Mezcla (Reaccion final de 25ul): Programa del Termociclador:
CoxFM35 0.125ul 2 min 95°C
CoxFMPhy-10b 0.125ul 30 ciclos
Master Mix Promega 1 min 94°C
Go Tag® Hot Start 12,5 ul 1 min 55°C
Glicerol 2% 1.0 pl 1.5 min 72°C
MgCI2 3mM 0.75 ul Extension final 5 min 72°C
Agua 55 ul
ADN 5.0 pl

No se logro la adecuada amplificacion de PV-37, PV-40, PV-41, PV-44 y PV46 por lo que se

realiz6 PCR anidada.

Oligonucleotidos (Cox I):

CoxFM35F CAGAACCTTGGCAATTAGG
CoxFM78R ACTTCTTGGAGCCCAGCAC
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Mezcla (Reaccion final de 25ul):

Oligonucledtidos:
FM35F

FM78R

Master Mix Promega
Go Tag® Hot Start
Glicerol 2%

MgCl, 3mM

Agua

ADN

0.125p

0.125pl

125 pl
1.0 ul
0.75 ul
55 ul

50 ul

Programa del Termociclador:

2 min 95°C
30 ciclos
1min 94°C
1min 55°C
30 seg 72°C

Extension final 5 min 72°C
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ANEXO V Secuencia del amplicon obtenido con el gen 60S

Aislados* de Phytophthora capsici

PV-46.
PV-44.
PV-41.
PV-36.
PV-35.
PV-34.
PV-33.
PV-31.
PV-30.
PV-15.

PV-46.
PV-44.
PV-41.
PV-36.
PV-35.
PV-34.
PV-33.
PV-31.
PV-30.
PV-15.

PV-46.
PV-44.
PV-41.
PV-36.
PV-35.
PV-34.
PV-33.
PV-31.
PV-30.
PV-15.

60s
60s
60s
60s
60s
60s
60s
60s
60s
60s

60s
60s
60s
60s
60s
60s
60s
60s
60S-
60s

60s
60s
60s
60s
60s
60s
60s
60s
60S-
60s

SCT AAG TGT|TAC
CT AAG TGT|TAC

GTG TCC GAC
GTG TCC GAC
GTG TCC GAC
GTG TCC GAC
GTG TCC GAC
GTG TCC GAC
GTG TCC GAC
GTG TCC GAC
GTG TCC GAC
GTG TCC GAC

GAG
GAG
GAG
GAG
GAG
GAG
GAG
GAG
GAG
GAG

CGT T
CGT T
CGT T

AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG

GAG
GAG
GAG
GAG
GAG
GAG
GAG
GAG
GAG
GAG

CAG
CAG
CAG
CAG
CAG
CAG
CAG
CAG
CAG
CAG

CTG
CTG
CTG
CTG
CTG
CTG
CTG
CTG
CTG
CTG

TCC
TCC
TCC
TCC
TCC
TCC
TCC
TCC
TCC
TCC

TCG
TCG
TCG
TCG
TCG
TCG
TCG
TCG
TCG
TCG

GAG
GAG
GAG
GAG
GAG
GAG
GAG
GAG
GAG
GAG

TC ATT
TC ATT
TC ATT
TC ATT
TC ATT
TC ATT
TC ATT
TC ATT

TC ATT

GCT
GCT
GCT
GCT
GCT
GCT
GCT
GCT
GCT
GCT

GCT
GCT
GCT
GCT
GCT
GCT
GCT
GCT
GCT
GCT

AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG

AAG

TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC

Al GT
G| GT
G| GT
Al GT
Al GT
Al GT
Al GT
G| GT
Al GT
Al GT

CTT
CTT
CTT
CTT
CTT
CTT
CTT
CTT
CTT
CTT

GAG
GAG
GAG
GAG
GAG
GAG
GAG
GAG
GAG
GAG

TCG
TCG
TCG
TCG
TCG
TCG
TCG
TCG

TCG

CGC
CGC
CGC
CGC
CGC
CGC
CGC
CGC
CGC
CGC

G GAC GC
G GAC GC
G GAC GC
G GAC GC
G GAC GC
G GAC GC
G GAC GC
G GAC GC
G GAC GC
G GAC GC

GCT
GCT
GCT
GCT
GCT
GCT
GCT
GCT
GCT
GCT

GCC
GCC
GCC
GCC
GCC
GCC
GCC
GCC
GCC
GCC

TTC
TTC
TTC
TTC
TTC
TTC
TTC
TTC
TTC
TTC

C TT
C TT
C TT
C TT
C TT
C TT
C TT
C TT
C TT
C TT

CGT
CGT
CGT
CGT
CGT
CGT
CGT
CGT
CGT
CGT

TGC
TGC
TGC
TGC
TGC
TGC
TGC
TGC
TGC
TGC

C CC
C CC
C CC
C CC
C CC
C CC
C CC
C CC
C CC
C CC

ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT

CGT
CGT
CGT
CGT
CGT
CGT
CGT
CGT
CGT
CGT

C TT
C TT
C TT
C TT
C TT
C TT
C TT
C TT
C TT
C TT

GCT
GCT
GCT
GCT
GCT
GCT
GCT
GCT
GCT
GCT

GGT
GGT
GGT
GGT
GGT
GGT
GGT
GGT
GGT
GGT

C GT
C GT
C GT
C GT
C GT
C GT
C GT
C GT
C GT
C GT

GCT
GCT
GCT
GCT
GCT
GCT
GCT
GCT
GCT
GCT

GTG
GTG
GTG
GTG
GTG
GTG
GTG
GTG
GTG
GTG

T GC
T GC
T GC
T GC
T GC
T GC
T GC
T GC
T GC
T GC

AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC

CCcC
CCcC
CCccC
CCC
CCcC
CCccC
CCccC
CCccC
CCcC
CCcC

T CAC
T CAC
T CAC
T CAC
T CAC
T CAC
T CAC
T CAC
T CAC
T CAC

CGT
CGT
CGT
CGT
CGT
CGT
CGT
CGT
CGT
CGT

GAC
GAC
GAC
GAC
GAC
GAC
GAC
GAC
GAC
GAC

HMHEHaaaaaa34

TA
TA
TA
TA
TA
TA
TA
TA
TA
TA
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PV-46.
PV-44.
PV-41.
PV-36.
PV-35.
PV-34.
PV-33.
PV-31.
PV-30.
PV-15.

PV-46.
PV-44.
PV-41.
PV-36.
PV-35.
PV-34.
PV-33.
PV-31.
PV-30.
PV-15.

PV-46.
PV-44.
PV-41.
PV-36.
PV-35.
PV-34.
PV-33.
PV-31.
PV-30.
PV-15.

PV-46.
.60s
PV-41.
PV-36.
PV-35.
PV-34.

PV-44

60s
60s
60s
60s
60s
60s
60s
60s
60S-
60s

60s
60s
60s
60s
60s
60s
60s
60s
60S-
60s

60s
60s
60s
60s
60s
60s
60s
60s
60S-
60s

60s

60s
60s
60s
60s

OHONONONONONONONONG!

AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT

CTG
CTG
CTG
CTG
CTG
CTG
CTG
CTG
CTG
CTG

T AAC
T AAC
T AAC
T AAC
T AAC
T AAC
T AAC
T AAC
T AAC
T AAC

GCC
GCC
GCC
GCC
GCC
GCC
GCC
GCC
GCC
GCC

CCT
CCT
CCT
CCT
CCT
CCT

ACC
ACC
ACC
ACC
ACC
ACC
ACC
ACC
ACC
ACC

GGT
GGT
GGT
GGT
GGT
GGT
GGT
GGT
GGT
GGT

TCG
TCG
TCG
TCG
TCG
TCG

AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG

AAG AT
AAG AT
AAG AT
AAG AT
AAG AT
AAG AT
AAG AT
AAG AT
AAG AT
AAG AT

GTG
GTG
GTG
GTG
GTG
GTG
GTG
GTG
GTG
GTG

GTC
CGT
GTC
GTC
GTC
GTC

TTC
TTC
TTC
TTC
TTC
TTC
TTC
TTC
TTC
TTC

G CT
G CT
G CT
G CT
G CT
G CT
G CT
G CT
G CT
G CT

GCT
GCT
GCT
GCT
GCT
GCT
GCT
GCT
GCT
GCT

GTG
GTG
GTG
GTG
GTG
GTG

TGC
TGC
TGC
TGC
TGC
TGC
TGC
TGC
TGC
TGC

T TC
T TC
T TC
T TC
T TC
T TC
T TC
T TC
T TC
T TC

GCC
GCC
GCC
GCC
GCC
GCC
GCC
GCC
GCC
GCC

GAG
GAG
GAG
GAG
GAG
GAG

GGC
GGC
GGC
GGC
GGC
GGC
GGC
GGC
GGC
GGC

G TG
G TG
G TG
G TG
G TG
G TG
G TG
G TG
G TG
G TG

CGT
CGT
CGT
CGT
CGT
CGT
CGT
CGT
CGT
CGT

GCT
GCT
GCT
GCT
GCT
GCT

AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG

C GC
Cc GC
Cc GC
Cc GC
C GC
C GC
C GC
C GC
C GC
C GC

GTG
GTG
GTG
GTG
GTG
GTG
GTG
GTG
GTG
GTG

CTG
CTG
CTG
CTG
CTG
CTG

GAC
GAC
GAC
GAC
GAC
GAC
GAC
GAC
GAC
GAC

C GG
C GG
C GG
C GG
C GG
C GG
C GG
C GG
C GG
C GG

GCC
GCC
GCC
GCC
GCC
GCC
GCC
GCC
GCC
GCC

CGT
CGT
CGT
CGT
CGT
CGT

AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC

T GC
T GC
T GC
T GC
T GC
T GC
T GC
T GC
T GC
T GC

ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT

CGT
CGT
CGT
CGT
CGT
CGT

TTC
TTC
TTC
TTC
TTC
TTC
TTC
TTC
TTC
TTC

CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC

C GAT AG
C GAT AG
C GAT AG
C GAT AG
C GAT AG
C GAT AG
C GAT AG
C GAT AG
C GAT AG
C GAT AG

GGC
GGC
GGC
GGC
GGC
GGC
GGC
GGC
GGC
GGC

GCC
GCC
GCC
GCC
GCC
GCC

CAG
CAG
CAG
CAG
CAG
CAG
CAG
CAG
CAG
CAG

AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG

ATG
ATG
ATG
ATG
ATG
ATG
ATG
ATG
ATG
ATG

A CT
A CT
A CT
A CT
A CT
A CT
A CT
A CT
A CT
A CT

CGC
CGC
CGC
CGC
CGC
CGC
CGC
CGC
CGC
CGC

ATC
ATC
ATC
ATC
ATC
ATC
ATC
ATC
ATC
ATC

G CAG AC
G CAG AC
G CAG AC
G CAG AC
G CAG AC
G CAG AC
G CAG AC
G CAG AC
G CAG AC
G CAG AC

CcCcC
CcCcC
CcCcC
CCcC
CCcC
CccC
CccC
CCcC
CCC
CCT

ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT

TTC
TTC
TTC
TTC
TTC
TTC

AAA
AAA
AAA
AAA
AAA
AAA

ATC
ATC
ATC
ATC
ATC
ATC
ATC
ATC
ATC
ATC

TTC
TTC
TTC
TTC
TTC
TTC

CGT
CGT
CGT
CGT
CGT
CGT
CGT
CGT
CGT
CGT

C GG
C GG
C GG
C GG
C GG
C GG
C GG
C GG
C GG
C GG

TCG
TCG
TCG
TCG
TCG
TCG
TCG
TCG
TCG
TCG

CCT
CCT
CCT
CCT
CCT
CCT

TGC
TGC
TGC
TGC
TGC
TGC
TGC
TGC
TGC
TGC

T AT
T AT
T AT
T AT
T AT
T AT
T AT
T AT
T AT
T AT

GTG
GTG
GTG
GTG
GTG
GTG
GTG
GTG
GTG
GTG

GGT
GGT
GGT
GGT
GGT
GGT

CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC

G CG
G CG
G CG
G CG
G CG
G CG
G CG
G CG
G CG
G CG

CGT
CGT
CGT
CGT
CGT
CGT
CGT
CGT
CGT
CGT

CGC
CGC
CGC
CGC
CGC
CGC

CCG
CCG
CCG
CCG
CCG
CCG
CCG
CCG
CCG
CCG

TTC
TTC
TTC
TTC
TTC
TTC
TTC
TTC
TTC
TTC

T) CAC) GC
T| CAC) GC
T| CAC) GC
T| CAC) GC
T) CAC) GC
T) CAC) GC
T| CAC) GC
T| CAT) GC
T| CAC) GC
T) CAC) GC

TCC
TCC
TCC
TCC
TCC
TCC
TCC
TCC
TCC
TCC

CAG
CAG
CAG
CAG
CAG
CAG

AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG

AAA
AAA

AAA
AAA

CAG
CAG
CAG
CAG
CAG
CAG
CAG
CAG
CAG
CAG

GTC
GTC
GTC
GTC
GTC
GTC
GTC
GTC
GTC
GTC

T TAC GG
T TAC GG
T TAC GG
T TAC GG
T TAC GG
T TAC GG
T TAC GG
T TAC GG
T TAC GG
T TAC GG

GAC
GAC
GAC
GAC
GAC
GAC
GAC
GAC
GAC
GAC

GTG
GTG
GTG
GTG
GTG
GTG

CTG CGT
CTG CGT
CTG CGT
CTG CGT
CTG CGT
CTG CGT
CTG CGT
CTG CGT
CTG CGT
CTG CGT

T AAG
T AAG
T AAG
T AAG
T AAG
T AAG
T AAG
T AAG
T AAG
T AAG

OHONONONONONONONONSe!

CTG GGC TC -
G ______

CTG
CTG
CTG

GG ----
G _____
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PV-33.
PV-31.
PV-30.
PV-15.

*Estos aislados fueron alineados con el aislado que se encuentra en la accesion EU079618 del GenBank

60s
60s
60s
60s

C CCT
C CCT
C CCT
C CCT

Aislados** de Phytophthora drechsleri

PV-27

PV-37.
PV-39.
PV-40.

PV-27.
PV-37.
PV-39.
PV-40.

PV-27.
PV-37.
PV-39.
PV-40.

PV-27.
PV-37.
PV-39.
PV-40.

.60s
60sS.

60s
60s

60s

60S.

60s
60s

60sS
60s
60s
60s

60s

60sS.

60s
60s

CCG
CCC
CCC
CCG

G GTG TCG GAC GAG AAG GAG CAG CTG TCG TCG GAG GCG CTC GAG GCC GCC CGT ATC GCT
G GTG TCG GAC GAG AAG GAG CAG CTG TCG TCG GAG GCG CTC GAG GCC GCC CGT ATC GCT
G GTG TCG GAC GAG AAG GAG CAG CTG TCG TCG GAG GCG CTC GAG GCC GCC CGT ATC GCT
G GTG TCG GAC GAG AAG GAG CAG CTG TCG TCG GAG GCG CTC GAG GCC GCC CGT ATC GCT

AAG
AAG
AAG
AAG

TGT TAC

ATC CGC
ATC CGC
ATC CGC
ATC CGC

CTG ACC AAG|TTC
CTG ACC AAG|TTC
CTG ACC AAG|TTC
CTG ACC AAG|TTC

CGT
CGT
CGT
CGT

ATC
ATC
ATC
ATC

TCG GTC GTG GAG GCT
TCG GTC GTG GAG GCT
TCG GTC GTG GAG GCT
TCG GTC GTG GAG GCT

TTC
TTC
TTC
TTC

TAC
TAC
TAC
TAC

CAG
CAG
CAG
CAG

GAT
GAT
GAT
GAT

CTG CGT
CTG CGT
CTG CGT
CTG CGT

AAC
AAC
AAC
AAC

GTG
GTG
GTG
GTG

AAG
AAG
AAG
AAG

GGC
GGC
GGC
GGC

TGC GGC AAG GAC AAC
TGC GGC AAG GAC AAC
TGC GGC AAG GAC AAC
TGC GGC AAG GAC AAC

CGT
CGT
CGT
CGT

AAG
AAG
AAG
AAG

AAC
AAC
AAC
AAC

CCG
CCG
CCG
CCG

AAG
AAG
AAG
AAG

TTC
TTC
TTC
TTC

AAG
AAG
AAG
AAG

ATT
ATT
ATT
ATT

GCT
GCT
GCT
GCT

AAG
AAG
AAG
AAG

TCC
TCC
TCC
TCC

GCC AAG TTC AAA TTC CCT
GCC AAG TTC AAA TTC CCT
GCC AAG TTC AAA TTC CCT
GCC AAG TTC AAA TTC CCT

TCG
TCG
TCG
TCG

GTG
GTG
GTG
GTG

TTC CAC ATG CGC ATC CGT
TTC CAC ATG CGC ATC CGT
TTC CAC ATG CGC ATC CGT
TTC CAC ATG CGC ATC CGT

CGC
CGC
CGC
CGC

GAC
GAC
GAC
GAC

GGT
GGT
GGT
GGT

TTC
TTC
TTC
TTC

GCC
GCC
GCC
GCC

TGC
TGY
TGY
TGC

CGT
CGT
CGT
CGT

GGT
GGY
GGT
GGT

TTC
TTC
TTC
TTC

CCC
CccC
CccC
CccC

TTC
TTC
TTC
TTC

GTG
GTG
GTG
GTG

GTG
GTG
GTG
GTG

CCcC
CCcC
CCccC
CCC

GCC
GCC
GCC
GCC

GCT AAC CGT
GCT AAC CGT
GCT AAC CGT
GCT AAC CGT

GAC
GAC
GAC
GAC

CAC
CAC
CAC
CAC

CGC CAG AAA GTG CTG GGC TC -
CGC CAG AAA GTG CTG G
CGC CAG AAA GTG CTG GGC TC -
CGC CAG AAA GTG CTG G

TT
TT
TT
TT

TAC
TAC
TAC
TAC

TGC CAC CCG TTC CAG GTC CTG CGT A
TGC CAC CCG TTC CAG GTC CTG CGT A
TGC CAC CCG TTC CAG GTC CTG CGT A
TGC CAC CCG TTC CAG GTC CTG CGT A
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PV-27.
PV-37.
PV-39.
PV-40.

PV-27.
PV-37.
PV-39.
PV-40.

PV-27.
PV-37.
PV-39.
PV-40.

60s

60S.

60s
60s

60s

60S.

60s
60s

60s

60S.

60s
60s

TC AAC AAG ATG CTT
TC AAC AAG ATG CTT
TC AAC AAG ATG CTT
TC AAC AAG ATG CTT

TCG TGC GCT
TCG TGC GCT
TCG TGC GCT
TCG TGC GCT

C GCC GGT GTG GCC GCC CGT GTG G
C GCC GGT GTG GCC GCC CGT GTG G
C GCC GGT GTG GCC GCC CGT GTG G
C GCC GGT GTG GCC GCC CGT GTG G

CCT TCG GTC GTG GAG GCT CTG CGT
CCT TCG GTC GTG GAG GCT CTG CGT
CCT TCG GTC GTG GAG GCT CTG CGT
CCT TCG GTC GTG GAG GCT CTG CGT

GGT |GCC
GGT |GCY
GGT |GCC
GGT |GCT

GAT AGA CTG CAG ACG GGT ATG CGT
GAT AGA CTG CAG ACG GGT ATG CGT
GAT AGA CTG CAG ACG GGT ATG CGT
GAT AGA CTG CAG ACG GGT ATG CGT

CCJATC
CCJATC
CCJATC
CCJATC

CGT GC
CGT GC
CGT GC
CGT GC

GGC CAG CCC ATT ATC TCG GTG CGT T
GGC CAG CCC ATT ATC TCG GTG CGT T
GGC CAG CCC ATT ATC TCG GTG CGT T
GGC CAG CCC ATT ATC TCG GTG CGT T

C AAG TTC AAA TTC CCT GGT CGC CAG
C AAG TTC AAA TTC CCT GGT CGC CAG
C AAG TTC AAA TTC CCT GGT CGC CAG
C AAG TTC AAA TTC CCT GGT CGC CAG

CAC GCT TAC GGT AAG CC
CAC GCT TAC GGT AAG CC
CAC GCT TAC GGT AAG CC
CAC GCT TAC GGT AAG CC

CC AAG GAC AAC TTC GGC
CC AAG GAC AAC TTC GGC
CC AAG GAC AAC TTC GGC
CC AAG GAC AAC TTC GGC

AAA GTG CTG GGC TCC A
AAA GTG CTG GGC TCC A
AAA GTG CTG GGC TCC A
AAA GTG CTG GGC TCC A

**Estos aislados fueron alineados con el aislado que se encuentra en la accesion EU080862 del GenBank

Aislados*** de Phytophthora sp. “kelmania”

PV-47

PV-47.
PV-29.

PV-47.
PV-29.

PV-47.
PV-29.

.60S
PV-29.

60s

60s
60s

60s
60s

60s
60s

TTC CAG AAC AAG AAG CCG TTC ATT AAG TCG CGC TTC TGC CGT GGT GTG CCC GAC C
————————— TAC CGT TTC CAG AAC AAG AAG CCG TTC ATT AAG TCG CGC TTC TGC CGT GGT GTG CCC GAC C

CC AAG ATC CGC ATC TAC GAT GTG GGC AAC AAG AAG GCC TCC GTG GAC GCC TTC CCC TTC GTG GCC CAC TT
CC AAG ATC CGC ATC TAC GAT GTG GGC AAC AAG AAG GCC TCC GTG GAC GCC TTC CCC TTC GTG GCC CAC TT

G GTG TCG GAC GAG AAG GAG CAG CTG TCG TCG GAG GCG CTC GAG GCC GCC CGT ATC GCT GCT AAC CGT TAC
G GTG TCG GAC GAG AAG GAG CAG CTG TCG TCG GAG GCG CTC GAG GCC GCC CGT ATC GCT GCT AAC CGT TAC

CTG ACC AAG TAC TGC GGC AAG GAC AAC TTC CAC ATG CGC ATC CGT TGC CAC |jCccC
CTG ACC AAG TAC TGC GGC AAG GAC AAC TTC CAC ATG CGC ATC CGT TGC CAC |CCY

TTC CAG GTC CTG CGT A
TTC CAG GTC CTG CGT A
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PV-47

PV-47.
PV-29.

PV-47.
PV-29.

.60s
PV-29.

60s

60s
60s

60s
60s

TC AAC AAG ATG CTT TCG TGC GCT GGC GCC GAT AGA CTG CAG ACG GGT ATG CGT CAC GCT TAC GGT AAG CC
TC AAC AAG ATG CTT TCG TGC GCT GGC GCC GAT AGA CTG CAG ACG GGT ATG CGT CAC GCT TAC GGT AAG CC

C GCC GGT GTG GCC GCC CGT GTG GCC ATC GGC CAG CCC ATT ATC TCG GTG CGC TCC AAG GAC AAC TTC GGC
C GCC GGT GTG GCC GCC CGT GTG GCC ATC GGC CAG CCC ATT ATC TCG GTG CGC TCC AAG GAC AAC TTC GGC

CCC TCG GTC GTG GAG GCT CTG CGT CGT GCC AAG TTC AAA TTC CCT GGT CGC CAG AAA GTG CTG GGC TCC A
CCC TCG GTC GTG GAG GCT CTG CGT CGT GCC AAG TTC AAA TTC CCT GGT CGC CAG AAA GTG CTG GGC TCC A

***Estos aislados fueron alineados con el aislado que se encuentra en la accesion EU079605 del GenBank
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Anexo VI Secuencia del amplicon obtenido con el gen Cox |

Aislados* de Phytophthora drechsleri

PV-27.
PV-37.
PV-39.
PV-40.

PV-27.
PV-37.
PV-39.
PV-40.

PV-27.
PV-37.
PV-39.
PV-40.

PV-27.

PV-37

PV-27

PV-27.
PV-37.
PV-39.
PV-40.

CoxI
CoxI
COXI
CoxI

CoxI
CoxI
COXI
CoxI

CoxI
CoxI
COXI
CoxI

CoxI

.CoxI
PV-39.
PV-40.

COXI
CoxI

.CoxI
PV-37.
PV-39.
PV-40.

CoxI
COXI
CoxI

CoxI
CoxI
COXI
CoxI

——————————————— TTTTA |TT-CAACTA
————— GTGCA ATTAATTTTA | TTTEAACTA
CTATAGTGCA ATTAATTTTA |[TTTEAACTA
————— GTGCA ATTAATTTTA |TTTEAACTA
C CTT TAT TTG TTT GGT CTG TAT
C CTT TAT TTG TTT GGT CTG TAT
C CTT TAT TTG TTT GGT CTG TAT
C CTT TAT TTG TTT GGT CTG TAT
CAA TTA CTA TGT TAT TAA CTG ATA GAA ATT
CAA TTA CTA TGT TAT TAA CTG ATA GAA ATT
CAA TTA CTA TGT TAT TAA CTG ATA GAA ATT
CAA TTA CTA TGT TAT TAA CTG ATA GAA ATT

TAA TTA CAG CTT
TAA TTA CAG CTT
TAA TTA CAG CTT
TAA TTA CAG CTT

TTT ATA ATA TGA GAG CAC CTG GTT
TTT ATA ATA TGA GAG CAC CTG GTT
TTT ATA ATA TGA GAG CAC CTG GTT
TTT ATA ATA TGA GAG CAC CTG GTT

TAA ATA CTT
TAA ATA CTT
TAA ATA CTT
TAA ATA CTT

TTC TTT TAT
TTC TTT TAT
TTC TTT TAT
TTC TTT TAT

CTT
CTT
CTT
CTT

TAT
TAT
TAT
TAT

TAA CCT
TAA CCT
TAA CCT
TAA CCT

TTT ATG ATC CAT
TTT ATG ATC CAT
TTT ATG ATC CAT
TTT ATG ATC CAT

TAA GTT
TAA GTT
TAA GTT
TAA GTT

TAC CTG TAT
TAC CTG TAT
TAC CTG TAT
TAC CTG TAT

TTC ATA GAT
TTC ATA GAT
TTC ATA GAT
TTC ATA GAT

TA
TA
TA
TA

TAG CTG GAG
TAG CTG GAG
TAG CTG GAG
TAG CTG GAG

CAG GTG GGG GTG ATC C
CAG GTG GGG GTG ATC C
CAG GTG GGG GTG ATC C
CAG GTG GGG GTG ATC C

AG TAT
AG TAT
AG TAT
AG TAT

TAT ATC AAC ATT
TAT ATC AAC ATT
TAT ATC AAC ATT
TAT ATC AAC ATT

TAT
TAT
TAT
TAT

G GTA TTA TTA GTC AAG TTT
G GTA TTA TTA GTC AAG TTT
G GTA TTA TTA GTC AAG TTT
G GTA TTA TTA GTC AAG TTT

CCA TGT
CCA TGT
CCA TGT
CCA TGT

TAT
TAT
TAT
TAT

CTA TAG GTT
CTA TAG GTT
CTA TAG GTT
CTA TAG GTT

TAT
TAT
TAT
TAT

TTT
TTT
TTT
TTT

GGT
GGT
GGT
GGT

TTT
TTT
TTT
TTT

CTG CGG CAT
CTG CGG CAT
CTG CGG CAT
CTG CGG CAT

TAG GTT
TAG GTT
TAG GTT
TAG GTT

CTA TTG
CTA TTG
CTA TTG
CTA TTG

TCG GTC ATC CGG AAG TTT ATA TTT
TCG GTC ATC CGG AAG TTT ATA TTT
TCG GTC ATC CGG AAG TTT ATA TTT
TCG GTC ATC CGG AAG TTT ATA TTT

TTG CAA AAA AAA ATG TAT
TTG CAA AAA AAA ATG TAT
TTG CAA AAA AAA ATG TAT
TTG CAA AAA AAA ATG TAT

TTG GTT ATT
TTG GTT ATT
TTG GTT ATT
TTG GTT ATT

TAT
TAT
TAT
TTT

GGG CAC ATC
GGG CAC ATC
GGG CAC ATC
GGG CAC ATC

ATA
ATA
ATA
ACA]

TGT
TGT
TGT
TGT

TAA TTT
TAA TTT
TAA TTT
TAA TTT

TTA CTG
TTA CTG
TTA CTG
TTA CTG

TAC CAG CTT
TAC CAG CTT
TAC CAG CTT
TAC CAG CTT

TT
TT
TT
TT

TAG GTA TGG TTT ATG
TAG GTA TGG TTT ATG
TAG GTA TGG TTT ATG
TAG GTA TGG TTT ATG

TTG GTT
TTG GTT
TTG GTT
TTG GTT

TAG ATG T
TAG ATG T
TAG ATG T
TAG ATG T
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PV-27.CoxI CG ATA CTC GAG CTT ATT TCT CAG CAG CTA CTA TGA TTA TTG CTG TAC CAA CTG GTA TTA AAA TTT TTA GT
PV-37.CoxI CG ATA CTC GAG CTT ATT TCT CAG CAG CTA CTA TGA TTA TTG CTG TAC CAA CTG GTA TTA AAA TTT TTA GT
PV-39.COXI CG ATA CTC GAG CTT ATT TCT CAG CAG CTA CTA TGA TTA TTG CTG TAC CAA CTG GTA TTA AAA TTT TTA GT
PV-40.CoxI CG ATA CTC GAG CTT ATT TCT CAG CAG CTA CTA TGA TTA TTG CTG TAC CAA CTG GTA TTA AAA TTT TTA GT
PV-27.CoxI T GGT TAG CTA CTT TAT GGG GCG GTT CTT TAA AAT TTG AAA CAC CTT TAT TAT TTA CTT TAG GTT TTA TTT
PV-37.CoxI T GGT TAG CTA CTT TAT GGG GCG GTT CTT TAA AAT TTG AAA CAC CTT TAT TAT TTA CTT TAG GTT TTA TTT
PV-39.COXI T GGT TAG CTA CTT TAT GGG GCG GTT CTT TAA AAT TTG AAA CAC CTT TAT TAT TTA CTT TAG GTT TTA TTT
PV-40.CoxI T GGT TAG CTA CTT TAT GGG GCG GTT CTT TAA AAT TTG AAA CAC CTT TAT TAT TTA CTT TAG GTT TTA TTT
PV-27.CoxI TAT TAT TTG TAA TGG GTG GTG TAA CTG GTG TTG CTA TGT CTA ATT CAG GCC TAG ATA TCG CTT TAC ATG A
PV-37.CoxI TAT TAT TTG TAA TGG GTG GTG TAA CTG GTG TTG CTA TGT CTA ATT CAG GCC TAG ATA TCG CTT TAC ATG A
PV-39.COXI TAT TAT TTG TAA TGG GTG GTG TAA CTG GTG TTG CTA TGT CTA ATT CAG GCC TAG ATA TCG CTT TAC ATG A
PV-40.CoxI TAT TAT TTG TAA TGG GTG GTG TAA CTG GTG TTG CTA TGT CTA ATT CAG GCC TAG ATA TCG CTT TAC ATG A
PV-27.CoxI TA CTT ATT ATA TTG TAG GAC ATT TTC ATT ATG TAT TAT CTA TGG GTG CTG TTT TTG GTA TTT TTA CTG GA
PV-37.CoxI TA CTT ATT ATA TTG TAG GAC ATT TTC ATT ATG TAT TAT CTA TGG GTG CTG TTT TTG GTA TTT TTA CTG GA
PV-39.COXI TA CTT ATT ATA TTG TAG GAC ATT TTC ATT ATG TAT TAT CTA TGG GTG CTG TTT TTG GTA TTT TTA CTG GA
PV-40.CoxI TA CTT ATT ATA TTG TAG GAC ATT TTC ATT ATG TAT TAT CTA TGG GTG CTG TTT TTG GTA TTT TTA CTG GA
PV-27.CoxI T TTT ATT TTT GGA TTG GAA AAA TAT CAG GTC GTA GAT ATC |[CTGJAAG TTT TAG GTC AAA TTC ATT TTT GGT
PV-37.CoxI T TTT ATT TTT GGA TTG GAA AAA TAT CAG GTC GTA GAT ATC |[CTGJAAG TTT TAG GTC AAA TTC ATT TTT GGT
PV-39.COXI T TTT ATT TTT GGA TTG GAA AAA TAT CAG GTC GTA GAT ATC |[CTG|AAG TTT TAG GTC AAA TTC ATT TTT GGT
PV-40.CoxI T TTT ATT TTT GGA TTG GAA AAA TAT CAG GTC GTA GAT ATC |[CCGJAAG TTT TAG GTC AAA TTC ATT TTT GGT
PV-27.CoxI TAT TCT TTA TTG GTG TAA ATG TAA CCT TTT TTC CAA TGC ATT TCT TAG GTT TAG |JCAG|GTA TGC CTA GAA G
PV-37.CoxI TAT TCT TTA TTG GTG TAA ATG TAA CCT TTT TTC CAA TGC ATT TCT TAG GTT TAG |JCAG|GTA TGC CTA GAA G
PV-39.COXI TAT TCT TTA TTG GTG TAA ATG TAA CCT TTT TTC CAA TGC ATT TCT TAG GTT TAG |CAG|GTA TGC CTA GAA G
PV-40.CoxI TAT TCT TTA TTG GTG TAA ATG TAA CCT TTT TTC CAA TGC ATT TCT TAG GTT TAG |CCG|GTA TGC CTA GAA G
PV-27.CoxI AA TAC|CTG| ATT TTC CTG ATG CTA TGA GTG GTT GGA ATG CTG TGA GTA GTT TCG --- —-=-= —== —== —-—— —-—
PV-37.CoxI AA TAC|CTG| ATT TTC CTG ATG CTA TGA GTG GTT GGA ATG CTG TGA GTA GTT TCG GTT CAT ATA TTT CAT TT
PV-39.COXTI AA TAC|CTG| ATT TTC CTG ATG CTA TGA GTG GTT GGA ATG CTG TGA GTA GT- --— -——— —-—=—= —== —== ——— —-—
PV-40.CoxI AA TAC|CCG| ATT TTC CTG ATG CTA TGA GTG GTT GGA ATG CTG TGA GTA GTT TCG GTT CAT ATA TTT CAT TT
PV-27.CoxI - == === === ===

PV-37.CoxI T TTT CAG CTC TGT

PV-39.COXI - = == == ==

PV-40.CoxI T TTT CAG CTC TGT
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*Estos aislados fueron alineados con el aislado que se encuentra en la accesion AY6595 del GenBank

Aislados** de Phytophthora sp. “kelmania”

PV-29.
PV-47.

PV-29.
PV-47.

PV-29.
PV-47.

PV-29.
.CoxI

PV-47

PV-29.
PV-47.

PV-29.
PV-47.

PV-29

PV-29.
PV-47.

PV-29.
.CoxI

PV-47

PV-29.
PV-47.

CoxI
CoxI

CoxI
CoxI

CoxI
CoxI

CoxI

CoxI

CoxI

CoxI
CoxI

.CoxI
PV-47.

CoxI

CoxI
CoxI

CoxI

CoxI
CoxI

C

AATIFCAACTTTATTT
AATAACTTTATT -

AAC TAT TTA TAA CAT GAG AGC TCC AGG TTT AAG TTT TCA TCG ATT ACC TTT ATT
AAC TAT TTA TAA CAT GAG AGC TCC AGG TTT AAG TTT TCA TCG ATT ACC TTT ATT

TGT TTG GTC TGT ATT AAT TAC AGC TTT TCT TTT ATT ATT AAC ATT ACC TGT ATT AGC |AGG JAGC AAT TAC T
TGT TTG GTC TGT ATT AAT TAC AGC TTT TCT TTT ATT ATT AAC ATT ACC TGT ATT AGC |CGG JAGC AAT TAC T

AT GTT
AT GTT

ATT
GTT

AAC TGA TAG AAA TTT AAA TAC TTC TTT TTA TGA TCC ATC TGG TGG AGG TGA TCC AGT ATT AT
AAC TGA TAG AAA TTT AAA TAC TTC TTT TTA TGA TCC ATC TGG TGG AGG TGA TCC AGT ATT AT

A TCA ACA TTT ATT TTG GTT TTT CGG TCA TCC TGA AGT TTA TAT TTT AAT TTT ACC AGC TTT TGG TAT TAT
A TCA ACA TTT ATT TTG GTT TTT CGG TCA TCC TGA AGT TTA TAT TTT AAT TTT ACC AGC TTT TGG TAT TAT

TAG TCA AGT TTC TGC AGC ATT TGC TAA AAA AAA TGT ATT TGG TTA TTT AGG TAT GGT TTA TGC AAT GTT A
TAG TCA AGT TTC TGC AGC ATT TGC TAA AAA AAA TGT ATT TGG TTA TTT AGG TAT GGT TTA TGC AAT GTT A

TC TAT TGG TTT ATT AGG TTC TAT TGT TTG GGC ACA TCA TAT GTT TAC TGT TGG TTT AGA TGT AGA TAC TC
TC TAT TGG TTT ATT AGG TTC TAT TGT TTG GGC ACA TCA TAT GTT TAC TGT TGG TTT AGA TGT AGA TAC TC

G GGC TTA TTT TTC AGC AGC TAC TAT GAT TAT TGC TGT ACC TAC TGG TAT TAA AAT TTT TAG TTG GTT -AG
G GGC TTA TTT TTC AGC AGC TAC TAT GAT TAT TGC TGT ACC TAC TGG TAT TAA AAT TTT TAG TTG GTT -AG

CTA CTT TAT GGG |GTG
CTA CTT TAT GGG JGCG

GTT CTT TAA AAT TTG AAA CAC CTT TAT TAT TTA CTT TAG GTT TTA TTT TA- TTA T
GTT CTT TAA AAT TTG AAA CAC CTT TAT TAT TTA CTT TAG GTT TTA TTT TA- TTA T

TT GTA ATG GGT GGT GTA JACC
TT GTA ATG GGT GGT GTA JACT

GGT GTT GCT ATG TCT AAT TCA GGA TTA GAT ATT GCT TTA CAT GAT ACT TA
GGT GTT GCT ATG TCT AAT TCA GGA TTA GAT ATT GCT TTA CAT GAT ACT TA

T TAT ATT GTA GGA CAT TTC CAT TAT GTA TTA TCT ATG GGT GCT GTT TTC GGT ATT TTT ACT |GGA
T TAT ATT GTA GGA CAT TTC CAT TAT GTA TTA TCT ATG GGT GCT GTT TTC GGT ATT TTT ACT |GGT

TTT TAT
TTT TAT
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PV-29.
PV-47.

PV-29.
PV-47.

PV-29.
PV-47.

PV-29.
.CoxI

PV-47

CoxI
CoxI

CoxI
CoxI

CoxI
CoxI

CoxI

TTT TGG ATT GGA A-- -AA ATA TCT GGT CGT AGA TAT CCA GAA ATT TTA GGT CAA ATT CAT TTC TG- GTT A
TTT TGG ATT GGA A-- -AA ATA TCT GGT CGT AGA TAT CCA GAA ATT TTA GGT CAA ATT CAT TTC TG- GTT A

TT CTT TAT TGG AGT AAA TGT AAC TTT TTT TCC AAT GCA TTT TTT AGG TTT AGC CGG TAT GCC TAG AAG AA
TT CTT TAT TGG AGT AAA TGT AAC TTT TTT TCC AAT GCA TTT TTT AGG TTT AGC CGG TAT GCC TAG AAG AA

T ACC TGA TTT TCC TGA TGC TAT GAG TGG TTG GAA TGC TGT AAG TAG TTT CGG TTC ATA TAT TTC ATT TTT
T ACC TGA TTT TCC TGA TGC TAT GAG TGG TTG GAA TGC TGT AAG TAG TTT CGG TTC ATA TAT TTC ATT TTT

TTC AGC TAT TTC T-- --
TTC AGC TAT TTC TCC CT

**Estos aislados no fueron alineados con ningun aislado del GenBank
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ANEXO VII Secuencia del amplicon obtenido con el gen Cox 11

Aislados* de Phytophthora capsici

PV-15.
PV-30.
PV-31.
PV-33.
PV-34.
PV-35.
PV-36.
PV-41.
PV-44.
PV-46.

PV-15.
PV-30.
PV-31.
.CoxII
PV-34.
PV-35.
PV-36.
PV-41.
PV-44.
PV-46.

PV-33

PV-15.
PV-30.
PV-31.
PV-33.
PV-34.
PV-35.
PV-36.
.CoxITI
PV-44.
PV-46.

PV-41

CoxII
CoxII
CoxII
CoxII
CoxII
CoxII
CoxII
CoxII
CoxII
CoxII

CoxII
CoxII
CoxII

CoxII
CoxII
CoxII
CoxII
CoxII
CoxII

CoxII
CoxII
CoxII
CoxII
CoxII
CoxII
CoxII

CoxII
CoxII

GTT
GTT
GTT
GTT
GTT
GTT
GTT
GTT
GTT
GTT

AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA

GGCAATTAGG T
—————— TAGG T
—————— TAGG T
-—--AATTAGG T
—————— TAGG T
-—--AATTAGG T
——————— AGG T
——————— AGG T
——————— AGG T
——————— AGG T
TTT TTT AAT
TTT TTT AAT
TTT TTT AAT
TTT TTT AAT
TTT TTT AAT
TTT TTT AAT
TTT TTT AAT
TTT TTT AAT
TTT TTT AAT
TTT TTT AAT
AAA AAA TAA
AAA AAA TAA
AAA AAA TAA
AAA AAA TAA
AAA AAA TAA
AAA AAA TAA
AAA AAA TAA
AAA AAA TAA
AAA AAA TAA
AAA AAA TAA

TT T
TT T
TT T
TT T
TT T
TT T
TT T
TT T
TT T
TT T

TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT

AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT

CA AGA T
CA AGA T
CA AGA T
CA AGA T
CA AGA T
CA AGA T
CA AGA T
CA AGA T
CA AGA T
CA AGA T

GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT

TCC
TCC
TCC
TCC
TCC
TCC
TCC
TCC
TCC
TCC

TGT
TGT
TGT
TGT
TGT
TGT
TGT
TGT
TGT
TGT

AGC
AGC
AGC
AGC
AGC
AGC
AGC
AGC
AGC
AGC

ccC
ccC
ccC
ccC
ccC
ccC
cC
cC
cC
ccC

TG
TG
TG
TG
TG
TG
TG
TG
TG
TG

AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC

AGC AAC T
AGC AAC T
AGC AAC T
AGC AAC T
AGC AAC T
AGC AAC T
AGC AAC T
AGC AAC T
AGC AAC T
AGC AAC T

T ATT
T ATT
T ATT
T ATT
T ATT
T ATT
T ATT
T ATT
T ATT
T ATT

TGT
TGT
TGT
TGT
TGT
TGT
TGT
TGT
TGT
TGT

TGT
TGT
TGT
TGT
TGT
TGT
TGT
TGT
TGT
TGT

TGT
TGT
TGT
TGT
TGT
TGT
TGT
TGT
TGT
TGT

CC|T
CC|T
CC|T
CC|T
CC|T
CC|T
CC|T
CCl A
CC|T
CC|T

GT|AAT G
GTJAAT G
GTJAAT G
GTJAAT G
GT|AAT G
GT|AAT G
GTJAAT G
GTJAAT G
GTJAAT G
GT|AAT G

ATG
ATG
ATG
ATG
ATG
ATG
ATG
ATG
ATG
ATG

TTG
TTG
TTG
TTG
TTG
TTG
TTG
TTG
TTG
TTG

ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA

TGG
TGG
TGG
TGG
TGG
TGG
TGG
CGG
TGG
TGG

GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT
GAT

TGC
TGC
TGC
TGC
TGC
TGC
TGC
TGC
TGC
TGC

GA AGG
GA AGG
GA AGG
GA AGG
GA AGG
GA AGG
GA AGG
GA AGG
GA AGG
GA AGG

GTT
GTT
GTT
GTT
GTT
GTT
GTT
GTT
GTT
GTT

AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC

ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT

TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT

TAT T
TAT T
TAT T
TAT T
TAT T
TAT T
TAT T
TAT T
TAT T
TAT T

TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG

TGA
TGA
TGA
TGA
TGA
TGA
TGA
TGA
TGA
TGA

AT AAA T
AT AAA T
AT AAA T
AT AAA T
AT AAA T
AT AAA T
AT AAA T
AT AAA T
AT AAA T
AT AAA T

AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT

AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT

TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT

TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT

TT T
TT T
TT T
TT T
TT T
TT T
TT T
TT T
TT T
TT T

TAC
TAC
TAC
TAC
TAC
TAC
TAC
TAC
TAC
TAC

TTG
TTG
TTG
TTG
TTG
TTG
TTG
TTG
TTG
TTG

CA T
CA T
CA T
CA T
CA T
CA T
CA T
CA T
CA T
CA T

TCT
TCT
TCT
TCT
TCT
TCT
TCT
TCT
TCT
TCT

GAC
GAC
GAC
GAC
GAC
GAC
GAC
GAC
GAC
GAC

CA T
CA T
CA T
CA T
CA T
CA T
CA T
CA T
CA T
CA T

TTT
TTT
TTT
TTT
TTT
TTT
TTT
TTT
TTT
TTT

TTC
TTC
TTC
TTC
TTC
TTC
TTC
TTC
TTC
TTC

GA T
GA T
GA T
GA T
GA T
GA T
GA T
GA T
GA T
GA T

TGA
TGA
TGA
TGA
TGA
TGA
TGA
TGA
TGA
TGA

TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT

TT A
TT A
TT A
TT A
TT A
TT A

AT
AT
AT
AT
AT
AT

TT AAT

TT A
TT A
TT A

TGA
TGA
TGA
TGA
TGA
TGA
TGA
TGA
TGA
TGA

TCC
TCC
TCC
TCC
TCC
TCC
TCC
TCC
TCC
TCC

AT
AT
AT

h i A

AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
AG
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PV-15.
PV-30.
PV-31.
PV-33.
PV-34.
PV-35.
PV-36.
PV-41.
PV-44.
PV-46.

PV-15.
PV-30.
PV-31.
PV-33.
PV-34.
PV-35.
PV-36.
.CoxII
PV-44.
PV-46.

PV-41

PV-15

PV-34

PV-41

CoxII
CoxII
CoxII
CoxII
CoxII
CoxII
CoxII
CoxII
CoxII
CoxII

CoxII
CoxII
CoxII
CoxII
CoxII
CoxII
CoxII

CoxII
CoxII

.CoxII
PV-30.
PV-31.
PV-33.
.CoxII
PV-35.
PV-36.
.CoxII
PV-44.
PV-46.

CoxII
CoxII
CoxII

CoxII
CoxII

CoxII
CoxII

T
T
T
T
T
T
T
T
T
T

OHONONONONONONONONS!

TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT

TT AAT T
TT AAT T
TT AAT T
TT AAT T
TT AAT T
TT AAT T
TT AAT T
TT AAT T
TT AAT T
TT AAT T

TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT

TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC
TC

AGA
AGA
GGA
AGA
AGA
AGA
AGA
AGA
AGA
AGA

TAC
TAC
TAC
TAC
TAC
TAC
TAC
TAC
TAC
TAC

TGA
TGA
TGA
TGA
TGA
TGA
TGA
TGA
TGA
TGA

TT ATT A
TT ATT A
TT ATT A
TT ATT A
TT ATT A
TT ATT A
TT ATT A
TT ATT A
TT ATT A
TT ATT A

TTT
TTT
TTT
TTT
TTT
TTT
TTT
TTT
TTT
TTT

ACC
ACC
ACC
ACC
ACC
ACC
ACC
ACC
ACC
ACC

AAA
AAA
AAA
AAA
AAA
AAA
AAA
AAA
AAA
AAA

TTT
TTT
TTT
TTT
TTT
TTT
TTT
TTT
TTT
TTT

AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC

AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT

AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT

AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT

AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT

TTT
TTT
TTT
TTT
TTT
TTT
TTT
TTT
TTT
TTT

AGC T
AGC T
AGC T
AGC T
AGC T
AGC T
AGC T
AGC T
AGC T
AGC T

AGG
AGG
AGG
AGG
AGG
AGG
AGG
AGG
AGG
AGG

TGA
TGA
TGA
TGA
TGA
TGA
TGA
TGA
TGA
TGA

GT T
GT T
GT T
GT T
GT T
GT T
GT T
GT T
GT T
GT T

TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG

TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG

CC A
CC A
CC A
CC A
CC A
CC A
CC A
CC A
CC A
CC A

TCA
TCA
TCA
TCA
TCA
TCA
TCA
TCA
TCA
TCA

TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA

TC T
TC T
TC T
TC T
TC T
TC T
TC T
TC T
TC T
TC T

ATG
ATG
ATG
ATG
ATG
ATG
ATG
ATG
ATG
ATG

TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT

TT T
TT T
TT T
TT T
TT T
TT T
TT T
TT T
TT T
TT T

GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA
GTA

GGT
GGT
GGT
GGT
GGT
GGT
GGT
GGT
GGT
GGT

GC A
GC A
GC A
GC A
GC A
GC A
GC A
GC A
GC A
GC A

TTG
TTG
TTG
TTG
TTG
TTG
TTG
TTG
TTG
TTG

ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA

TT A
TT A
TT A
TT A
TT A
TT A
TT A
TT A
TT A
TT A

GAG
GAG
GAG
GAG
GAG
GAG
GAG
GAG
GAG
GAG

AGA
AGA
AGA
AGA
AGA
AGA
AGA
AGA
AGA
AGA

TT A
TT A
TT A
TT A
TT A
TT A
TT A
TT A
TT A
TT A

TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA
TTA

AGA
AGA
AGA
AGA
AGA
AGA
AGA
AGA
AGA
AGA

TA T
TA T
TA T
TA T
TA T
TA T
TA T
TA T
TA T
TA T

TGA
TGA
TGA
TGA
TGA
TGA
TGA
TGA
TGA
TGA

TGA
TGA
TGA
TGA
TGA
TGA
TGA
TGA
TGA
TGA

TC A
TC A
TC A
TC A
TC A
TC A
TC A
TC A
TC A
TC A

ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA
ATA

TTT
TTT
TTT
TTT
TTT
TTT
TTT
TTT
TTT
TTT

AT G
AT G
AT G
AT G
AT G
AT G
AT G
AT G
AT G
AT G

TTC
TTC
TTC
TTC
TTC
TTC
TTC
TTC
TTC
TTC

AGC
AGC
AGC
AGC
AGC
AGC
AGC
AGC
AGC
AGC

GA |C
GA |C
GA |C
GA |C
GA |C
GA |C
GA |C
GA |T
GA |C
GA |C

GA A
GA A
GA A
GA A
GA A
GA A
GA A
GA A
GA A
GA JA

AGA
AGA
AGA
AGA
AGA
AGA
AGA
AGA
AGA
AGA

AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT

TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA

AGG
AGG
AGG
AGG
AGG
AGG
AGG
AGG
AGG
AGG

GT AAT A
GT AAT A
GT AAT A
GT AAT A
GT AAT A
GT AAT A
GT AAT A
GT AAT A
GT AAT A
GT AAT A

TTT
TTT
TTT
TTT
TTT
TTT
TTT
TTT
TTT
TTT

TCA
TCA
TCA
TCA
TCA
TCA
TCA
TCA
TCA
TCA

AGA
AGA
AGA
AGA
AGA
AGA
AGA
AGA
AGA
AGA

ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT

GA T
GA T
GA T
GA T
GA T
GA T
GA T
GA T
GA T
GA T

ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT

TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG

cC
cC
cC
cC
cC
cC
ccC
ccC
cC
cC

HHEHEaEEEa4a9

AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
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PV-15.
PV-30.
PV-31.
PV-33.
PV-34.
PV-35.
PV-36.
PV-41.
PV-44.
PV-46.

PV-15.
PV-30.
PV-31.
PV-33.
PV-34.
PV-35.
PV-36.
PV-41.
.CoxII
PV-46.

PV-44

PV-15.

PV-30

PV-35

PV-44

CoxII
CoxII
CoxII
CoxII
CoxII
CoxII
CoxII
CoxII
CoxII
CoxII

CoxII
CoxII
CoxII
CoxII
CoxII
CoxII
CoxII
CoxII

CoxII

CoxII

.CoxII
PV-31.
PV-33.
PV-34.
.CoxII
PV-36.
PV-41.

CoxII
CoxII
CoxII

CoxII
CoxII

.CoxII
PV-46.

CoxII

T
T
T
T
T
T
T
T
T
T

HHEHEaaaEaa4

TGT
TGT
TGT
TGT
TGT
TGT
TGT
TGT
TGT
TGT

AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC

TT AGA A
TT AGA A
TT AGA A
TT AGA A
TT AGA A
TT AGA A
TT AGA A
TT AGA A
TT AGA A
TT AGA A

TTT
TTT
TTT
TTT
TTT
TTT
TTT
TTT
TTT
TTT

TTC
TTC
TTC
TTC
TTC
TTC
TTC
TTC
TTC
TTC

ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA

AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT

GT AGA
GT AGA
GT AGA
GT AGA
GT AGA
GT AGA
GT AGA
GT AGA
GT AGA
GT AGA

TTC
TTC
TTC
TTC
TTC
TTC
TTC
TTC
TTC
TTC

GTT
GTT
GTT
GTT
GTT
GTT
GTT
GTT
GTT
GTT

TTG
TTG
TTG
TTG
TTG
TTG
TTG
TTG
TTG
TTG

TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT

TAA T
TAA T
TAA T
TAA T
TAA T
TAA T
TAA T
TAA T
TAA T
TAA T

GGC
GGC
GGC
GGC
GGC
GGC
GGC
GGC
GGC
GGC

TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA
TAA

CG T
CG T
CG T
CG T
CG T
CG T
CG T
CG T
CG T
CG T

TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT

AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG
AAG

GT AGT
GT AGT
GT AGT
GT AGT
GT AGT
GT AGT
GT AGT
GT AGT
GT AGT
GT AGT

ACC
ACC
ACC
ACC
ACC
ACC
ACC
ACC
ACC
ACC

AGA
AGA
AGA
AGA
AGA
AGA
AGA
AGA
AGA
AGA

TTC
TTC
TTC
TTC
TTC
TTC
TTC
TTC
TTC
TTC

AGG
AGG
AGG
AGG
AGG
AGG
AGG
AGG
AGG
AGG

AGT T
AGT T
AGT T
AGT T
AGT T
AGT T
AGT T
AGT T
AGT T
AGT T

ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT

TGT
TGT
TGT
TGT
TGT
TGT
TGT
TGT
TGT
TGT

CC AAC
CC AAC
CC AAC
CC AAC
CC AAC
CC AAC
CC AAC
CC AAC
CC AAC
CC AAC

AGG
AGG
AGG
AGG
AGG
AGG
AGG
AGG
AGG
AGG

TTT
TTT
TTT
TTT
TTT
TTT
TTT
TTT
TTT
TTT

TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT

TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT
TAT

TAA TAG T
TAA TAG T
TAA TAG T
TAA TAG T
TAA TAG T
TAA TAG T
TAA TAG T
TAA TAG T
TAA TAG T
TAA TAG T

T AAA
T AAA
T AAA
T AAA
T AAA
T AAA
T AAA
T AAA
T AAA
T AAA

ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT

GGA
GGA
GGA
GGA
GGA
GGA
GGA
GGA
GGA
GGA

CAA
CAA
CAA
CAA
CAA
CAA
CAA
CA-
CAA

CA T
CA T
CA T
CAT
CA T
CA T
CA T
CAT
CAT
CA T

AGA
AGA
AGA
AGA
AGA
AGA
AGA
AGA
AGA
AGA

TGT

TG-
TG-

AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT

TGC
TGC
TGC
TGC
TGC
TGC
TGC
TGC
TGC
TGC

TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG
TAG

ATG
ATG
ATG
ATG
ATG
ATG
ATG
ATG
ATG
ATG

AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT
AGT

TCC
TCC
TCC
TCC
TCC
TCC
TCC
TCC
TCC
TCC

ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT
ATT

AAT TAC
AAT TAC
AAT TAC
AAT TAC
AAT TAC
AAT TAC
AAT TAC
AAT TAC
AAT TAC
AAT TAC

AGG
TGG
TGG
AGG
TCG
TGG
TGG
AGG
AGG
TGG

AGC ATC AGA
AGC ATC AGA
AGC ATC AGA
AGC ATC AGA
AGC ATC AGA
AGC ATC AGA
AGC ATC AGA
AGC ATC AGA
AGC ATC AGA
AGC ATC AGA

TCG |TTT AAA
CCG |TTT AAA
CCG |TTT AAA
TCG |TTT AAA
CCG |TTT AAA
CCG |TTT AAA
CCG |TTT AAA
TCG |TTT AAA
TCG |TTT AAA
CCG |TTT AAA

TCA
TCA
TCA
TCA
TCA
TCA
TCA
TCA
TCA
TCA

b A B i

AGT GAA ATT TGT GGA GTA AAT CAT G

*Estos aislados fueron alineados con el aislado que se encuentra en la accesion JN618571 del GenBank
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Aislados** de Phytopthora drechsleri

PV-27.
PV-37.
PV-39.
PV-40.

PV-27.
PV-37.
PV-39.
PV-40.

PV-27.
PV-37.
PV-39.
PV-40.

PV-27.
PV-37.
PV-39.
PV-40.

PV-27.
PV-37.
PV-39.
PV-40.

PV-27

PV-27.
PV-37.
PV-39.
PV-40.

CoxII
CoxII
CoxII
CoxII

CoxII
CoxII
CoxII
CoxII

CoxII
CoxII
CoxII
CoxII

CoxII
CoxII
CoxII
CoxII

CoxII
CoxII
CoxII
CoxII

.CoxII
PV-37.
PV-39.
PV-40.

CoxII
CoxII
CoxII

CoxII
CoxII
CoxII
CoxII

GCA ATT AGG TTT

T AGG TTT

- G GCA ATT AGG TTT

-G GTA TTA TAA ACT TTC ATC ATG ATT TAA
-G GTA TTA TAA ACT TTC ATC ATG ATT TAA
-G GTA TTA TAA ACT TTC ATC ATG ATT TAA
-G GTA TTA TAA ACT TTC ATC ATG ATT TAA
T GTT GGA |TGC |TAT TTA GAG TTA TTA CTC T
T GTT GGA |TGC |TAT TTA GAG TTA TTA CTC T
T GTT GGA |TGC |TAT TTA GAG TTA TTA CTC T
T GTT GGA|TGT |TAT TTA GAG TTA TTA CTC T
A— TGG TGC AAC TAT TGA AAT TAT TTG GAC
A— TGG TGC AAC TAT TGA AAT TAT TTG GAC
A— TGG TGC AAC TAT TGA AAT TAT TTG GAC
A-- TGG TGC AAC TAT TGA AAT TAT TTG GAC
GT TCC TTC TTT TGC TTT ATT ATA TTC TAT
GT TCC TTC TTT TGC TTT ATT ATA TTC TAT
GT TCC TTC TTT TGC TTT ATT ATA TTC TAT
GT TCC TTC TTT TGC TTT ATT ATA TTC TAT
G TAA TTG GTA GTC AAT GGT ATT

G TAA TTG GTA GTC AAT GGT ATT

G TAA TTG GTA GTC AAT GGT ATT

G TAA TTG GTA GTC AAT GGT ATT

TTT TTG AT- AGT
TTT TTG AT- AGT
TTT TTG AT- AGT
TTT TTG AT- AGT

TAT ATG GTA CAA GAG GAT
TAT ATG GTA CAA GAG GAT
TAT ATG GTA CAA GAG GAT
TAT ATG GTA CAA GAG GAT

TT
TT
TT
TT

TTC
TTC
TTC
TTC

GG-
GG-
GG-
GG-

GAT
GAT
GAT
GAT

AGG TTT

--T
--T
--T
--T

GTT
GTT
GTT
GTT

TTT
TTT
TTT
TTT

TCA AGA TCC AGC AAC
TCA AGA TCC AGC AAC
TCA AGA TCC AGC AAC
TCA AGA TCC AGC AAC

TTT AAT
TTT AAT
TTT AAT
TTT AAT

TAT
TAT
TAT
TAT

GAT
GAT
GAT
GAT

TAC
TAC
TAC
TAC

ccc
CcccC
CcccC
TCC

GGT
GGT
GGT

GGT

TG-
TG-
TG-
TG-

TAT
TAT
TAT
TAT

TAT
TAT
TAT
TAT

GGA G
GGA G
GGA G
GGA G

TTG TT
TTG TT
TTG TT
TTG TT

TAT T-- -CC AGC TT
TAT T-- -CC AGC TT
TAT T-- -CC AGC TT
TAT T-- -CC AGC TT
-—-— —--—- ATG AAG TAA
--- —--—- ATG AAG TAA
--- —--—- ATG AAG TAA
--- —--—- ATG AAG TAA

GGA GTT ATG AAT ATT CAG ATA ATT
GGA GTT ATG AAT ATT CAG ATA ATT
GGA GTT ATG AAT ATT CAG ATA ATT
GGA GTT ATG AAT ATT CAG ATA ATT

TTA GCT ATA GGT
TTA GCT ATA GGT
TTA GCT ATA GGT
TTA GCT ATA GGT

T AAT
T AAT
T AAT
T AAT

TT
TT
TT
TT

TTG ACC
TTG ACC
TTG ACC
TTG ACC

TAG AAT
TAG AAT
TAG AAT
TAG AAT

CAA TTT AGA GTA TTA GAA
CAA TTT AGA GTA TTA GAA
CAA TTT AGA GTA TTA GAA
CAA TTT AGA GTA TTA GAA

T ATT AAC
T ATT AAC
T ATT AAC
T ATT AAC

TG-
TG-
TG-
TG-

--T
--T
--T
--T

CTA
CTA
CTA
CGA

TTA TTA CTT
TTA TTA CTT
TTA TTA CTT
TTA TTA CTT

TTT CTG ATG AAC CTT
TTT CTG ATG AAC CTT
TTT CTG ATG AAC CTT
TTT CTG ATG AAC CTT

TTG ATG AAA AAA AAA ATA AAA TTC CAG CAA CAG TAG TAC
TTG ATG AAA AAA AAA ATA AAA TTC CAG CAA CAG TAG TAC
TTG ATG AAA AAA AAA ATA AAA TTC CAG CAA CAG TAG TAC
TTG ATG AAA AAA AAA ATA AAA TTC CAG CAA CAG TAG TAC

TGC A
TGC A
TGC A
TGC A

TAA AA
TAA AA
TAA AA
TAA AA

TAA
TAA
TAA
TAA

-GT AGA T
-GT AGA T
-GT AGA T
-GT AGA T
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PV-27

PV-27.
PV-37.
PV-39.
PV-40.

PV-27.
PV-37.
PV-39.
PV-40.

PV-27

PV-27.
PV-37.
PV-39.
PV-40.

PV-27.
PV-37.
PV-39.
PV-40.

.CoxII
PV-37.
PV-39.
PV-40.

CoxII
CoxII
CoxII

CoxII
CoxII
CoxII
CoxII

CoxII
CoxII
CoxII
CoxII

.CoxII
PV-37.
PV-39.
PV-40.

CoxII
CoxII
CoxII

CoxII
CoxII
CoxII
CoxII

CoxII
CoxII
CoxII
CoxII

AA TCG —--T GTT GTA GT- -GC CCA CTA ATA GTC ATA TTA GGG TAT TAA TTA CAG CAT CTG ATG TTT TAC AT
AA TCG —--T GTT GTA GT- -GC CCA CTA ATA GTC ATA TTA GGG TAT TAA TTA CAG CAT CTG ATG TTT TAC AT
AA TCG —--T GTT GTA GT- -GC CCA CTA ATA GTC ATA TTA GGG TAT TAA TTA CAG CAT CTG ATG TTT TAC AT
AA TCG —--T GTT GTA GT- -GC CCA CTA ATA GTC ATA TTA GGG TAT TAA TTA CAG CAT CTG ATG TTT TAC AT
T CTT GGG CTA TTC CTT CAT TAG GTA TTA AAT TAG ATG CGT GTC CAG GTC GTT TAA ATC AAA CTT CAA TGT
T CTT GGG CTA TTC CTT CAT TAG GTA TTA AAT TAG ATG CGT GTC CAG GTC GTT TAA ATC AAA CTT CAA TGT
T CTT GGG CTA TTC CTT CAT TAG GTA TTA AAT TAG ATG CGT GTC CAG GTC GTT TAA ATC AAA CTT CAA TGT
T CTT GGG CTA TTC CTT CAT TAG GTA TTA AAT TAG ATG CGT GTC CAG GTC GTT TAA ATC AAA CTT CAA TGT
TTA TTA AAA GAG --- AAG GTG TTT TT- TAT GGA CAA TGT AGT GAA ATT TGT GGA GTA AAT CAT GGA TTT A
TTA TTA AAA GAG --- AAG GTG TTT TT- TAT GGA CAA TG- —-—-— —== —== —== —== ——== ——— ——— ——— ——— -
TTA TTA AAA GAG --- AAG GTG TTT TT- TAT GGA CAA TGT AGT GAA ATT TGT GGA GTA AAT CAT GGA TTT A
TTA TTA AAA GAG --- AAG GTG TTT TT- TAT GGA CA- ——= ——— —== ——=—= —== ———= ——— ——— ——— ——— ——— -
TG CCT ATT GTA GTT GAA GCT GTT TCA TTA GAA GAC TAT TTA ACT TGG TTA AAA AAT AAA ATC AAT TTT GA
TG CCT ATT GTA GTT GAA GCT GTT TCA TTA GAA GAC TAT TTA ACT TGG TTA AAA AAT AAA ATC AAT TTT GA
T TTT AAT GTA TAA TAA TTA AAT TAA TT- -TT ATG ATA TTT AAA ATA ATT GGT ATA ATT TTT TTA ATA TTA
T TTT AAT GTA TAA TAA TTA AAT TAA TT- -TT ATG ATA TTT AAA ATA ATT GGT ATA ATT TTT TTA ATA TTA
TTA TTA TTT ACT GAT CTT AAA CAA CTA ATT AAT AAA ATA AAA CAA TTT TTT AAT AAA TAA ACA AAA AAC T
TTA TTA TTT ACT GAT CTT AAA CAA CTA ATT AAT AAA ATA A-—- ——= ———= —== ——=—= ——=—= ——== ——— ——— ——— -

**Estos aislados fueron alineados con el aislado que se encuentra en la accesion HO455745.1 del GenBank
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Aislados*** de Phytophthora sp. “kelmania”

PV-29.
.CoxI

PV-47

PV-29.
PV-47.

PV-29.
PV-47.

PV-29.
PV-47.

PV-29.
PV-47.

PV-29

PV-29.
PV-47.

PV-29.

PV-47

PV-29.
PV-47.

PV-29.
PV-47.

PV-29.
PV-47.

CoxI

CoxI
CoxI

CoxI
CoxI

CoxI
CoxI

CoxI
CoxI

.CoxI
PV-47.

CoxI

CoxI
CoxI

CoxI

.CoxI

CoxI
CoxI

CoxI
CoxI

CoxI
CoxI

GAACCTTGGC AATTAGGTTT TCAAGATCCA GCAACTCCAG TTA TG GAA GGT ATT ATA AAC TTT
—————————— --- -G GAA GGT ATT ATA AAC TTT

CAC |CAT G
CAT |CAT G

AT TTA ATG TTT TTT TTA ATT ATG ATT ACT GTA TTT GTT TGT TGG ATG TTA TTT AGA GTT ATT ACT CTT TT
AT TTA ATG TTT TTT TTA ATT ATG ATT ACT GTA TTT GTT TGT TGG ATG TTA TTT AGA GTT ATT ACT CTT TT

T GAT GAA AAA AAA AAT AAA ATT CCT GCA
T GAT GAA AAA AAA AAT AAA ATT CCT GCA

ATT CCA GCT TTA ATT TTA TTA ACT GTT GCT
ATT CCA GCT TTA ATT TTA TTA ACT GTT GCT

ACA
ACA

GTC|GTA CAT GGT GCA ACT ATT GAA ATT ATT TGG ACT TCT
GTA|GTA CAT GGT GCA ACT ATT GAA ATT ATT TGG ACT TCT

GTT
GTA

TT GAC CCA ATT ATT ACT TTA AAA GTA ATC GGT AGT CAA TGG TAT TGG AGT TAT GAA TAT |TCA
TT GAC CCA ATT ATT ACT TTA AAA GTA ATC GGT AGT CAA TGG TAT TGG AGT TAT GAA TAT |TCC

CCT TCT TTT GCT TTA TTA TAT TCT ATG GAT GAA GTA A
CCT TCT TTT GCT TTA TTA TAT TCT ATG GAT GAA GTA A

GAT AAT TT
GAT AAT TT

A GAA TTT TCT GAT GAA CCT TTA ATT TTT GAT AGT TAT ATG GTA CAA GAA GAT GAT TTA GCT ATA GGT CAA
A GAA TTT TCT GAT GAA CCT TTA ATT TTT GAT AGT TAT ATG GTA CAA GAA GAT GAT TTA GCT ATA GGT CAA

TTT AGA GTA TTA GAA GTA GAT AAT CGT GTT GTA GTT CCA ACT AAT AGT CAT ATT CGA GTA TTA ATT ACA G
TTT AGA GTA TTA GAA GTA GAT AAT CGT GTT GTA GTT CCA ACT AAT AGT CAT ATT CGA GTA TTA ATT ACA G

CA TCA GAT GTT TTA CAT TCT TGG GCT ATA CCT TCA TTA GGT ATT AAA TTA GAT GCT TGT |CCA
CA TCA GAT GTT TTA CAT TCT TGG GCT ATA CCT TCA TTA GGT ATT AAA TTA GAT GCT TGT |CCT

A AAT CAA ACT TCA ATG TTT ATT AAA AGA
A AAT CAA ACT TCA ATG TTT ATT AAA AGA

AAA
RAA

GGT CGT TT
GGT CGT TT

GGT GTT TTT TAT GGA CAA TGT AGT GAA ATT TGT GGA GTA
GGT GTT TTT TAT GGA CAA TGT AGT GAA ATT TGT GGA GTA

AAT CAT GGA TTT ATG CCT ATT GTA GTT GAA GCT GTT TCA TTA GAA GAC TAC TTA ACT TGG TTA AAA AAT A
AAT CAT GGA TTT ATG CCT ATT GTA GTT GAA GCT GTT TCA TTA GAA GAC TAC TTA ACT TGG TTA AAA AAT A

AA ATC AAT TTT GAT TTT AAT GTA TAA GAA TTA AAT TAA TTT TAT GAT ATT TAA AAT AAT TGG TAT AAT TT
AA ATC AAT TTT GAT TTT AAT GTA TAA GAA TTA AAT TAA TTT TAT GAT ATT TAA AAT AAT TGG TAT AAT TT
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PV-29.
PV-47.

PV-29.
PV-47.

PV-29.
PV-47.

PV-29.
PV-47.

***Estos aislados fueron alineados con el aislado que se encuentra en la accesién GU222052 del GenBank

CoxI
CoxI

CoxI
CoxI

CoxI
CoxI

CoxI
CoxI

T TTT AAT ATT ATT ATT ATT TAC TGA TCT TAA ACA AGT AAT TAA TAA AAT AAA ACA ATT TTT TAA

T TTT AAT ATT ATT ATT ATT TAC TGA TCT TAA ACA AGT AAT TAA TAA AAT AAA ACA ATT TTT TAA ---

AAC AAT AAA TTA TTA TTT TTA ATA ATA AAA ATT AAA AAA ACC AAC GCT TTT TTT AAT TTA AAA ACA GAT A

AT TTT GCA TTT AAA TTG AAT TTA ATA AAT ATT CAA AAA TGA ATT TTC AAA ATA TAA ATA AAT GGT CAA CA

A GAT GGC TTT TTT CAA CAA ATC ATA AAG ATA TTG GGA CTT TAT ATT TAA TTT TTA G--

112



