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RESUMEN: La pata prieta, causada por € patégeno Phytophthora nicotianae es una de las enfermedades
fungosas importantes que atacan al cultivo del tabaco. Para apoyar de manera racional € programa de
mejoramiento del cultivo para la obtencion de variedades resistentes se hace necesario € conocimiento
de la variabilidad de los aidamientos del patégeno. Las técnicas moleculares son una herramienta util
en tal sentido. Se caracterizaron atraves ITSy corte de los fragmentos I TS amplificados y de RAPDs,
un grupo de 50 aislamientos representativos de diferentes regiones del pais, razas y caracteristicas
culturales. Los ITS rindieron un producto para todos los aisamientos de 850pb y la digestion de los
mismos solo fue posible con la enzima Mspl. A pesar de obtener se dos patrones de restriccion con 300 y
400pb estas caracteristicas no se correlacionan con la patogenicidad, ni € origen geogr &fico, aunque es
posible la aplicacion de esta técnica para corroborar el diagnostico de esta especie. Los RAPD
demostraron la alta variabilidad molecular de los aisamientos en estudio. Sin embargo, los grupo
formados no pudieron correlacionarse con las caracteristicas seleccionadas.
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MOLECULAR VARIABILITY IN Phytophthora nicotianae VAN BREDA DE HAAN
ISOLATES

ABSTRACT: Theblack shank, caused by the phytopathogen Phytophthora nicotianae is one of the fungal
diseasesin tobacco crop. To support, in arational way, the breeding program for the obtaninig of resistant
varietiesin thiscrop, it is necessary to know about the variablity in the pathogen isolates. The molecular
techniques are a useful tool in such way. By the ITS, the cutting of ITS amplified fragments and RAPDs,
50 representative isolates from different regions of the country, strains and cultural characters, were
studied. ITS presents a common product 850bp for all the isolates and their digestion was possible
only with the Mspl enzyme. Two restriction patterns were obtained with 300 and 400bp, but non of
them had a correlation with pathogenicity or geographic origin; however it isposibleto usethistechnique
for diagnostic porposes at species level. RAPDs analysis showed a high molecular variation between
the isolates tested. The cluster from the molecular data did not correlate with the other characteristics
selected.
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INTRODUCCION del tabaco. Con el fin de contribuir al mejoramiento

genético de las variedades, como una de las tacticas

La pata prieta, causada por el patégeno  parael control de la enfermedad, se hace necesario
Phytophthora nicotianae es una de las enfermeda-  conocer la variabilidad del patégeno en estudio. Las
des fungosas mas importantes que atacan al cultivo  técnicas moleculares, de manera general, pueden ser
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empleadas como una herramienta Util en la caracteri-
zacion de los aislamientos circulantes.

Para el género Phytophthora se han empleado di-
ferentes técnicas moleculares con resultados impor-
tantes en diagnostico, taxonomia, filogenia, mapeo de
genes, evolucion poblacional de diferentes especies
y en estudios de variabilidad (1,2).

Entre las técnicas mas empleadas se destacan:
Polimorfismo del ADN Amplificado al Azar (RAPD,
Random Amplified Polymorphic DNA), Polimorfismo
de la Longitud de los Fragmentos de Restriccion
(RFLP, Restriction Fragment Length Polymorphism)
y la amplificacion del Espaciador Interno Transcripto
(ITS, Internal Transcribed Spacer) (3,4,5).

El Instituto de Investigaciones del Tabaco cuenta
con una coleccion de P. nicotianae, la cual ha sido
caracterizada desde el punto de vista morfolégico,
cultural y patogénico. Como parte del completamiento
de la caracterizacién de la coleccién de este patoge-
no, en el trabajo se propone como obijetivo la caracte-
rizacion de la variabilidad molecular de un grupo re-
presentativo de aislamientos a partir de los marcado-
res RAPD, los ITS y el corte de los fragmentos ampli-
ficados con enzimas de restriccion.

MATERIALESY METODOS

Para el andlisis de la variabilidad a nivel molecular
fueron seleccionados 50 aislamientos representativos,
teniendo en cuenta origen geografico, raza y patrén
cultural (Tabla 1). Los mismos fueron sembrados en
el medio de cultivo caldo de papa dextrosa durante
15 dias a 27°C y estatico, en oscuridad. Transcurrido
este tiempo se cosecho el micelio, se lavo con agua
destilada estéril y se seco con papel de filtro. Las
muestras fueron conservadas a —20°C hasta su utili-
zacion.

Extracciéon de ADN total

La extraccion de ADN total se realizé por el méto-
do descrito por Dellaporta et al. (6). EI ADN obtenido
fue resuspendido en 100mL de buffer TE 1X (Tris-
EDTA) y se conservo a -20°C. La calidad del ADN se
constatd por electroforesis en geles de agarosa al
0,8% en solucién amortiguadora de corrida TBE 0,5X,
a 90 volts y tefiidos con bromuro de etidio (5mg.mL™?)
y observados en un transiluminador (LKB, Pharmacia).
La concentracion se estimé por la medicion de la den-
sidad oOptica a 260nm en un espectrofotometro
Ultrasepec Plus Spectrophotometer Pharmacia LKB,
segln Sambrook et al. (7).

Rev. Proteccion Veg. Vol. 23 No. 3 (2008)

Condiciones de la PCR con cebadores ITS

El ADN de los aislamientos en estudio se amplifi-
c6 empleando para ello los cebadores ITS4y 5 (ITS
4:5-GGAAGT AAAAGT CGTAACAAGG-3; ITS
5:5-TCCTCC GCT TAT TGATAT GC-3"). Lamez-
cla de amplificacién, con volumen total de 25uL, con-
tenia: 10mM Tris-HCI a pH 8,3; 50mM KCI, 2mM
MgCl, , 0.001% de gelatina, 100uM de cada dNTPs,
10 picomoles de cada cebador, 100ng de ADN
gendémico aproximadamente y 1U de Taq ADN
polimerasa (Amplicen, CENSA). El programa de am-
plificacion empleado fue el siguiente: 1 ciclo de 94°C
durante 3 minutos, 34 ciclos de 94°C/1 minuto, 42°C/
1,5 minutos y 72°C/1,5 minutos y un ciclo final de ex-
tension de 72°C, durante 5 minutos. Los fragmentos
amplificados se observaron después de su separa-
cién en geles de agarosa al 1,5% en idénticas condi-
ciones a las descritas anteriormente, utilizando como
marcador de peso molecular el conocido como 1Kb
Plus DNA Ladder (Vitrogen).

Condiciones paralos PCR - RFLP

Los fragmentos amplificados por ITS — PCR se
digirieron con las enzimas de restriccion: EcoR |, EcoR
V, Msp I, Hind 11, BamH I, Alu | y Hae Il , todas prove-
nientes de la casa comercial Sigma, UK. Se tomaron
tres aislamientos al azar y se realizaron las digestio-
nes de 15uL del ADN amplificado, siguiendo las es-
pecificaciones descritas para cada enzima por el
manufacturador en cuanto a la solucidn
amortiguadora a emplear en cada reaccion, ajustan-
do la concentracion de todas las enzimas emplea-
das a 2,5U. Las reacciones se mantuvieron a 37°C
en bafio de Maria (Bafio Serolégico BS02, SIME),
toda la noche. Posteriormente, los fragmentos dige-
ridos se separaron en geles de agarosa al 1,5% en
solucion amortiguadora TBE 0,5X, a 90 volts y se
procedio de igual forma a la descrita con anteriori-
dad para su observacion. A partir de los resultados
de las digestiones, se desarrollaron las reacciones
con las enzimas que produjeron fragmentos de cor-
te, paratodos los aislamientos en estudio, siguien-
do los protocolos descritos previamente.

Condiciones delaPCR con cebadores arbitrarios

Lareaccion de amplificacion se realiz6 en un volu-
men total de 25ulL que contenia: 10mM Tris-HCl a pH
8,3; 50mM KCI, 2mM MgCl,, 0,001% de gelatina,
100uM de cada dNTPs, 5 picomoles del cebador,
100ng de ADN gendmico y 1U de Tag ADN polimerasa
(Amplicen, CENSA). El programa de amplificacion fue
de 45 ciclos de: 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 36°Cy 2
minutos a 72°C, y un ciclo de 10 minutos a 72°C y se



TABLA 1. Aislamientos

characterization of P. nicotianae
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empleados en la caracterizacion molecular de P. nicotianae./ Isolates used in the molecular

Aidado |Cddigo | Campafa Variedad de N. tabacum | Procedencia Provincia
1. PR 2 1996/97 Corgjo CPA M. San Carlos P. del Rio
2. 889 1996/97 Criollo CPA M. San Carlos P. ddl Rio
3. 845 1996/97 Criollo CPA M. San Carlos P. ddl Rio
4. 74 1996/97 Burley Estacion Exp. San Juan y Martinez P. del Rio
5. A 1996/97 BH-13 Consolacion del Sur P. ddl Rio
6. D 1996/97 Habana-2000 San Benito San Luis P. del Rio
7. PR-6 1998/99 Habana -92 CCS Menelao Mora. Emp. Guanes P. ddl Rio
8. 931 2000/01 Habana-92 Emp. Tabaco Guane CCS Francisco Pérez P. del Rio
9. SJ-02 2000/01 Criollo-98 CCS Francisco Blanco San Juan P. del Rio
10. [SL-3 2000/01 Criollo-98 CCS. Leopoldo T. P. del Rio
11. C.S 2000/01 Burley BH-13 Consolacion de Sur Sergio Herndndez P. del Rio
12. P7 2001/02 Criollo-98 S. Juany Martinez CPA Niceto Pérez (412) | P. del Rio
13. P9 2001/02 Criollo-98 S. Juan y Martinez CPA Niceto Pérez (409) | P. del Rio
14. P14 2001/02 Criollo-98 S. Juany Martinez CPA Niceto Pérez (427) | P. del Rio
15. LP 1995/96 Corojo Empresa L &zaro Pefia LaHabana
16. M1 1996/97 Corojo Empresa L &zaro Pefia LaHabana
17. Br 1996/97 Habana 92 Empresa L. Pefia El Briche LaHabana
18. 64 1996/97 Corgjo Empresa L. Pefia UBPC Benito Judrez La Habana
19. 224 1998/99 Habana 92 Empresa L. Pefia UBPC UPC La Reserva LaHabana
20. | Virginia | 1999/00 Virginiaresistente Ist. Invest. del Tabaco Est. Experimental La Habana
21. Ana 2000/01 Criollo 98 Ist. Invest. del Tabaco Est. Experimental LaHabana
22. Pta 2000/01 Criollo 98 Ist. Invest. del Tabaco Est. Experimental LaHabana
23. MTZ 1998/99 Habana-92 Matanzas Matanzas
24, 10 19999/00 Hanaba 92 Empresa Taguasco S. Spiritus
25. 62 1999/00 Hab. Connecti.102 Banco de Germop. Est. Exp. de Cabaiguan S. Spiritus
26. R-64 1999/00 Roti Diesberlther Banco de Germop. Est. Exp. de Cabaigudn S. Spiritus
27. 38 1999/00 Broad L eaf Banco de Germop. Est. Exp. de Cabaiguan S. Spiritus
28. |84 1999/00 Habana 2000 Zazade Medio S. Spiritus
29. 120 2000/01 Habana 2000 Empresa Taguasco S. Spiritus
30. N4 2000/01 Habana 92 Empresa Sancti Spiritus S. Spiritus
31. SS9 2000/01 Corojo 99 Municipio Taguasco Zaza del Medio S. Spiritus
32. SS11 2000/01 Habana -92 Municipio Taguasco CPA Orlando Diaz S. Spiritus
33. 142 2001/02 IT 536 Banco de Germop. Est. Exp. de Cabaiguén S. Spiritus
34. 93 2001/02 Ostrolist 75 Banco de Germop. Est. Exp. de Cabaiguén S. Spiritus
35. 63 2001/02 Mutante C-5 Banco de Germop. Est. Exp. de Cabaiguan S. Spiritus
36. Tam 1997/98 Habana 2000 Municipio Tamarindo C.deAvila
37. CA1l 2001/02 Habana-92 Municipo Mgjagua CCS Reinaldo C.deAvila
38. CAS5 2001/02 Sancti Spiritus- 96 Municipio Florencia Prod: Fincade Semilla | C. de Avila
39. CA 13 200/02 Sancti Spiritus -96 Municipio Majagua CCS Reinaldo Maning C. deAvila
40. PTE1 2002/03 Criollo 99 Emp. Taguasco CCS Federico Capdevila S. Spiritus
41. V2 2002/03 Habana 92 Emp. Taguasco. CCS Federico Capdevila S. Spiritus
42. V12 2002/03 Habana 92 Empresa Semilla Taguasco S. Spiritus
43. Gr- 2 1999/00 Habana 92 Empresa Experimental de Granma Granma
44, JG2 1999/00 Habana 92 Carretera Jiguani Granma Granma
45. 2-2 1999/00 Habana 92 Julidn Vézquez # 3 Area de Secano Granma
46. MH 1995/96 Pelo de Oro Holguin Holguin

AISLAMIENTOS DE OTROS HOSPEDANTES
47 T8 1998/99 tomate Pinar de Rio , Consolacion del Sur P. del Rio
48 Tpp 1998/99 tomate Cultivo Varios Alquizar La Habana
49 Tomate | 1997/98 tomate Cultivo Varios Guirade Melena La Habana
50 Vicaria |1998/99 vicaria Cuidad de LaHabana C. Habana
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desarrollé en el termociclador Amplificador Progene.
Los productos de la PCR se visualizaron por
electroforesis en geles de agarosa al 1,5%, en solu-
cién amortiguadora TBE 0,5X (45mM Tris-Borato,
1mM EDTA), a 90 volts y se tifieron con bromuro de
etidio, antes de ser observados al UV.

Se realiz6 primeramente un experimento con solo
dos aislamientos como muestras, para la determina-
cion de los cebadores funcionales. Se utilizaron dos
juegos de cebadores: A y F de la firma Operon
Technologies. A partir de estos resultados se selec-
cionaron aquellos iniciadores con amplificacion posi-
tiva para los aislamientos de Phytophthora estudia-
dos. Los cebadores seleccionados se utilizaron en las
posteriores amplificaciones para todos los aislamien-
tos, aplicando para ello idénticas condiciones a las
descritas anteriormente.

Los datos de las amplificaciones se organizaron
en una matriz binaria, donde el valor 0 se le adjudico
alaausenciay 1 ala presencia de bandas. Se realizo
un andlisis de la similitud comparando todas las mues-
tras entre si, utilizando la formula de Neiy Li (8). Con
el coeficiente de similitud se calcularon las distancias
genéticas y se elabord un dendrograma, para ambos
juegos de cebadores y para cada uno por separado.
Se realizaron ademas diferentes analisis de corres-
pondencia multiple comparando los resultados
moleculares de ambos juegos de cebadores con da-
tos obtenidos en estudios previos de identificacion
racial, caracteristicas patogénicas, respuesta al
metalaxyl, hospedantes y procedencia de los aisla-
mientos estudiados.
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RESULTADOSY DISCUSION

La amplificacion de la region ITS a partir de PCR
con los cebadores especificos ITS 4 e ITS 5 eviden-
ci6 gran homogeneidad para todas las muestras anali-
zadas. El fragmento obtenido para todos los aislamien-
tos tuvo un tamafio aproximado de 850 pb (Fig. 1).

De las enzimas de restriccion utilizadas posterior-
mente, para digerir el fragmento amplificado, solo rin-
di6 producto de corte la enzima Msp |. Los fragmen-
tos amplificados por los cebadores ITS empleados y
cortados con la enzima Msp | rindieron dos perfiles
diferentes de restriccion con diversos fragmentos de
tallas de 400 y 300pb (Fig. 1). Sin embargo, estos
perfiles tampoco pudieron relacionarse con la
patogenicidad ni con el resto de las variables analiza-
das para los aislamientos estudiados.

Numerosos autores emplean en la actualidad la
amplificacion de las regiones ITS en estudios de iden-
tificacion de géneros y especies para diversos orga-
nismos. Bonants et al. (9) sugirieron que la deteccion
de patégenos fungosos a través de la PCR es al me-
nos 10 veces mas sensible que el ELISA. Ademas,
las técnicas serolégicas desarrollas para detectar
Phytophthora son casi siempre género-especificas.

La importancia del diagnéstico molecular en el
manejo de las enfermedades en diferentes cultivos
ha sido enfatizada por Johri et al. (10), debido a que
la identificacién morfolégica es laboriosa y requiere
altos niveles de experiencia y puede conllevar a fal-
sas determinaciones.

FIGURA 1. Perfilesdelosfragmentos amplificados con los cebadores I TS4 eI TS5y de estos fragmentos cortados con la
enzimaderestriccion Mspl. Linea1l: Marcador de PM 1Kb ladder; 2: ADN gendmico; 3, 4y 5 Fragmentos|TS; 6, 7, 8, 9,
y 10 Perfiles derestriccidn de los fragmentos I TS con Mspl ./ Patterns of the amplified fragmentswith the ITS4 and ITS
5 primers and digested fragments with restriction enzyme Mspl. Line 1: MW Marker 1Kb ladder; 2: Genomic DNA; 3, 4
and 5: ITSfragments; 6, 7, 8, 9 and 10: Restriction patterns with Mspl for the ITS
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En el género Phytophthora los ITS han sido am-
pliamente usados para dilucidar relaciones
filogenéticas, diferenciacion entre especies y diagnos-
tico (11, 12, 13). Leey Taylor (11), estudiaron 27 ais-
lamientos de cinco especies de Phytophthora: P.
palmivora, P. megakarya, P. capsici, P. citrophora y P.
cinnamomi. A partir de datos referentes a caracteristi-
cas morfologicas y ecoldgicas, se pensaba que tales
especies estaban relacionadas. El analisis de las se-
cuencias de las regiones ITS | e ITS Il demostro rela-
ciones de cercania entre aislamientos provenientes
de cacao de P. capsici y P. citrophora, un linaje co-
mun para P. palmivora y P. megakayra y distancias
mayores entre P. cinnamomi y el resto de las espe-
cies estudiadas. Sin embargo, no se detecto varia-
cién intraespecifica o esta fue despreciable.

En el presente caso los aislamientos analizados
fueron de la especie P. nicotianae y todos rindieron la
banda Unica anteriormente mencionada (850pb), que
por demas coincide con los rangos para el nimero de
bases para la especie encontrada en la literatura (que
oscila entre 812 a 860pb, segun la regiéon ITS amplifi-
cada (14), lo cual confirma la posibilidad del uso de
esta técnica para el diagnéstico de esta especie.

Con el objetivo de aumentar la posible variabilidad
de las regiones ITS, otros autores digieren las regio-
nes amplificadas con enzimas de restriccion. Aln
cuando esta técnica es ampliamente utilizada, los re-
sultados mas exitosos han sido obtenidos cuando se
analizan muestras provenientes de diferentes espe-
cies, no asi cuando se trata de hallar diferencias a
nivel intraespecifico.

Ristaino et al. (3), amplificando las regiones ITS
con los cebadores ITS 4 e ITS 5 y posteriormente
cortando los amplicones con las enzimas de restric-
cion Rsa |, Mspl, Hae lll, lograron diferenciar algu-
nas de las especies en estudio. Sin embargo, otras
permanecieron inseparables luego de la compara-
cion de los datos obtenidos.

Tripathi et al. (15), trabajaron con los fragmentos
ITS amplificados con los cebadores universales ITS
4 e ITS 6 y digeridos posteriormente con la enzima
Msp | obteniendo 3 bandas de ~ 410, 390 y 120 pb en
aislamientos de P. nicotianae, mientras que se produ-
jeron tres bandas de ~ 400, 300y 200 pb enP. infestans.
Sin embargo, no fue posible encontrar diferencias en-
tre aislamientos de una misma especie.

El hecho de encontrar en el presente estudio casi
un 50% del total de los aislamientos para el patrén de
1 banda con 400pb y otro 50% para el patrén de las
bandas 300pb, coincide con la escasa o nula variabi-
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lidad encontrada por los autores antes mencionados
al comparar aislamientos entre si, procedentes de una
misma especie.

Otra posibilidad para profundizar en el analisis de
las diferencias basadas en las regiones ITS es la
secuenciacion de los fragmentos amplificados, aun-
que para el género en estudio hasta el momento no
se han obtenido resultados muy alentadores para los
estudios de variabilidad intraespecifica.

En el caso de la técnica RAPD, de los 40 cebadores
empleados en el andlisis, solo resultaron funcionales
14 cebadores. El promedio de loci detectado por
cebador fue muy variable, desde 4 loci hasta 12. Se
amplificaron un total de 104. De ellos resultaron
polimérficos los 104 loci detectados, para un 100%
de polimorfismo. Los cebadores OPA 10, OPA 02, OPA
18, OPF 04 y OPF 12 se destacaron por el nimero
de bandas amplificadas.

Los resultados que se observan en el dendrograma
obtenido a partir del analisis de los datos moleculares
de los RAPDs (Fig. 2), destacan la gran variabilidad
existente entre los aislamientos estudiados.

En el dendrograma se muestran tres grupos, cuan-
do se establecié como limite para el corte un 70% de
similitud, y dentro de estos se observa una gran va-
riabilidad para la especie analizada, lo cual corrobora
los resultados obtenidos en los analisis culturales y
patogénicos realizados previamente a este trabajo.

Si interesante resulta conocer la variabilidad dentro
de la especie, la posible correlacion de la distribucion ob-
tenida a partir del andlisis de los datos moleculares con
otras caracteristicas de los aislados analizados, puede
tener un valor practico importante. Algunas de las carac-
teristicas con las cuales se tratan de correlacionar los
resultados moleculares son la patogenicidad, la proce-
dencia de los aislamientos u origen geografico y el
hospedante de donde fueron aislados. En este caso se
incluyo en el andlisis la respuesta al metalaxyl alin cuando
este ejemplo de correlacion no se encuentra informado
en la literatura para P. nicotianae, aunque si para otras
especies de Phytophthora. Los resultados del analisis
de correspondencia muestran que, no hay relacién en-
tre la agrupacion obtenida a través del andlisis de los
datos moleculares con los ordenamientos obtenidos
para las variables de grupos patogénicos, hospedante,
origen ni respuesta al metalaxyl (Tabla 2).

Resultados similares se encontraron cuando es-
tos mismos andlisis se efectuaron para los dos jue-
gos de cebadores por separado, especialmente para
el juego de cebadores OPA . Aln cuando la tendencia
se mantiene para el OPF, se pudiera llamar la aten-
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FIGURA 2. Dendrogramaobtenido apartir delos datos molecul ares con |osjuegos de cebadores OPA y OPF./ Dendrogram

obtained from molecular data with the OPA and OPF kits.

TABLA 2. Andlisis de Correspondencia con tabla de frecuencia para los grupos formados con los datos moleculares de
los dos juegos de cebadores./ Correspondence analysis with frequency for the groups obtained from the molecular

data with two primer kits

Resultado del conglomerado
. Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Caracteristicas eval uadas 17 aislados 14 aislados 19 aislados
Porcentaje de aislados/grupo
Occidental 47,1 * 35,7 31,6
Region de procedencia de los Central 471 64.3 57.9
aislamientos Orienta 59 0 105
Tabaco 88,2 92,9 84,2
Hospedante No tabaco 11,8 7.1 15,8
Raza 1l 41,2 14,3 31,6
. Raza 0 grupo-1 23,5 214 15,8
Grupos patogenicos Raza 0 grupo-2 235 42,9 21,1
Raza O grupo-3 0 14,3 15,8
No patogénico 11,8 7,1 15,8
Sensible 52,9 42,9 42,1
Mod. resistente 11,8 35,7 211
Respuesta frente al metalaxyl Resistente 235 71 26,3
Altam. resistente 11,8 14,3 10,5

* Representa el % de los aislamientos (por columna) dentro del grupo que tiene la caracteristica de laizquierda.

cidn sobre la correspondencia obtenida para la
patogenicidad y el cebador OPF 3 (Tabla 3).

La prueba de Chi cuadrado de independencia
mostré que cuando la banda de elevado PM (més de
1000pb), estéa presente, hay un 66,67% de probabilidad
de que el aislado en cuestién pertenezca a la raza 1.
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Aun cuando los valores son bajos seria interesante
profundizar en este estudio con el cebador OPF 03,
analizando un mayor niimero de aislados de ambas
razas y procediendo a la secuenciacion del fragmen-
to amplificado para su comparacion con otras secuen-
cias para Phytophthora en bases de datos.



TABLA 3. Resultado del andlisis de correspondencia
para la presencia de la banda obtenida con el cebador
OPF 3 con respecto a los grupos patogéenicos./ Results
from the correspondence analysis for the presence of the
band obtained with the primer OPF 3 related with the

pathogenic groups

Grupos Ausenciadela | Presenciadela
patogénicos banda banda
razal 33,3 (*%) 66,6
raza0-1 60 40
raza0-2 71,4 28,5
raza0-3 80 20

(*) Porcentaje de aislamientos dentro de los grupos
patogénicos que presentaron 0 no la banda del cebador
OPF 3

Muchos autores han arribado a resultados simila-
res. Los analisis de correlaciones considerando los
grupos genéticos en P. capsici obtenidos a partir de
los datos moleculares con la virulencia y los diferen-
tes comportamientos al metalaxyl, demostraron la no
correlacion entre estas variables (16). De igual for-
ma, la variabilidad genética por RADP y los estudios
de patogenicidad en P. nicotianae en diferentes regio-
nes de China demostraron una alta variabilidad, aun-
qgue los marcadores polimérficos no mostraron aso-
ciacion con la variacion patogénica. Zhang etal. (17),
a partir del empleo de esta técnica, demostraron que
poblaciones de P. nicotianae provenientes de diferen-
tes regiones en China, fueron variables patogénica y
genéticamente y le atribuyen a esto los grandes pro-
blemas en la obtencién de cultivares resistentes para
el control de la enfermedad pata prieta.

La no correlacion del agrupamiento basado en los
datos moleculares con el resto de las variables estu-
diadas puede deberse a la naturaleza de este marca-
dor. En el caso de los RAPDs, se muestrean zonas
del genoma al azar vy por lo tanto pueden o no estar
relacionadas con los parametros antes estudiados.
Las zonas que no se corresponden en homologia con
la secuencia del cebador empleado, quedan sin tes-
tar. Es por eso que puede recomendarse ampliar el
numero de cebadores a emplear o incluso probar con
cebadores especificos u otro tipo de marcador, que
pudiera estar mas estrechamente relacionado con el
proceso de patogenicidad.

Los resultados obtenidos en este trabajo con la
técnica de RAPD pusieron de manifiesto la variabili-
dad molecular que existe en los aislamientos cuba-
nos de P. nicotianae, aun cuando los grupos estableci-
dos no se correlacionaron con los agrupamientos ob-
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tenidos para el resto de los pardmetros analizados como
patogenicidad, hospedante u origen geografico.

La amplificacion de los ITS puede constituir una
herramienta Util para el diagnéstico de la especie dada
la estabilidad de la técnica y la obtencion de un patrén
Gnico, aunque ni esta técnica ni la digestion de estos
fragmentos fueron Utiles en la diferenciacion de aisla-
mientos de una misma especie.

Estos resultados constituyen los primeros informes
de variabilidad molecular de P. nicotianae en Cuba e
indican la necesidad de realizar estudios mas profun-
dos a nivel de secuencia de ADN o la comparacion de
estos datos con otros tipos de marcadores moleculares,
a fin de lograr diferenciacion intraespecifica y/o la co-
rrelacién de los mismos especialmente con la
patogenicidad de los aislamientos.
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