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RESUMEN

La sarna comun es una importante enfermedad de la papa causada por un complejo de
especies del género Streptomyces, cuyo representante mas antiguo es Streptomyces
scabiei, distribuido mundialmente. Esta enfermedad se caracteriza por lesiones necroticas
en la superficie del tubérculo. La presencia de sintomas de sarna reduce la calidad
comercial de los tubérculos y sanitaria de la papa semilla. En Uruguay esta enfermedad
constituye uno de los principales problemas sanitarios asociados al cultivo de papa. El
objetivo general de esta tesis es generar conocimiento sobre las cepas de Streptomyces
spp. que afectan los cultivos de papa en Uruguay, de forma de contribuir en el
establecimiento de estrategias de control de la sarna comun. Para ello se generd una
coleccién 331 cepas aisladas a partir de tubérculos con sintomas y suelos. De acuerdo a
ensayos en discos de papa o por presencia de los genes responsables de la produccién de
taxtomina A, ochenta y cinco Streptomyces spp. fueron clasificados como potenciales
patdgenos. La caracterizacidn de los aislamientos de Streptomyces spp. patdbgenos se
realiz6 mediante: (I) secuenciacion del gen marcador taxonémico rpoB (subunidad 3 de las
ARN polimerasa) (I) fingerprinting rep-PCR, (Ill) Multilocus Sequence Analysis (MLSA) y
(11 Multilocus Sequence Typing. Mediante éstas técnicas se identificaron consistentemente
cuatro grupos diferentes de Streptomyces patégenos. ElI Grupo 1A constituido con
aislamientos identificados como S. acidiscabies y el Grupo 1B conformado por aislamientos
gue se agrupan cerca de ésta especie. El Grupo 2 contiene aislamientos identificados como
S. scabiei, mientras que el Grupo 3 esta constituido por aislamientos identificados como S.
europaeiscabiei. Este es el primer reporte de la especie de S. europaeiscabiei en Uruguay.
Segun el relevamiento realizado, los Streptomyces causantes de sarna en Uruguay son muy
diversos con respecto a sus caracteristicas fenotipicas, genéticas y a su patogenicidad. Si
bien no todos pudieron ser identificados, estos datos irian en consonancia con la reiterada
preocupacion sobre la aparicion de Streptomyces spp. patdgenos emergentes causantes de

sarna comun.
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INTRODUCCION GENERAL

Importancia del cultivo de papa

El cultivo de papa (Solanum tuberosum) se origind en los Andes y fue introducido en Europa
a partir de la conquista de América. Desde el siglo XIX se expandié a través del continente
europeo y luego a otros continentes, suministrando alimento para los trabajadores de la
Revolucion Industrial. Desde esa época la papa ha tenido una decisiva contribucion a la
seguridad alimentaria (MGAP & Mercado Modelo, 2011).

Es el cuarto cultivo alimentario mas importante en el mundo después del trigo (Triticum
aestivum), el maiz (Zea mays) y el arroz (Oryza sativa) (Gouws, 2006). Debido a sus

caracteristicas nutricionales la papa es una de las hortalizas mas importantes en la dieta de
muchos paises y se considera la segunda mayor fuente de nutrientes para la humanidad,
siendo superada soOlo por el huevo. Por otra parte, es facil de cultivar, posee un alto
rendimiento por unidad de superficie en comparacion con otros cultivos y existe una
creciente demanda de produccién. Segun la FAO, en 2007, la produccion mundial de papa
fue de unos 320 millones de toneladas. En el 2008, los cinco productores de papa mas
importantes fueron China, India, Rusia, Estados Unidos, y Alemania (Correa, 2011).

El cultivo de papa es el principal cultivo horticola en Uruguay. En el afio agricola 2011/12 la
produccion de papa fue de 109 mil toneladas, en una superficie de alrededor de 5.000
hectareas, con un rendimiento promedio de 22 toneladas/ha. La produccién de papa
abastece el mercado interno con un consumo anual de unos 34,2 kg por habitante por afio
(MGAP & Mercado Modelo, 2011). Muy poco del producto se destina a la exportacién, por
ejemplo, en el afio 2012 se exportaron 83 toneladas de papa (DIEA & MGAP, 2013). Las
zonas de produccion de este cultivo son: sur, este y norte (Figura 1.1). En la actualidad, la
zona sur concentra el 81% de la produccidn, proveniente en su mayoria del departamento
de San José. En segundo lugar la zona este contribuye con el 15% de la misma, en tanto, la
zona norte aporta el 4% restante de la produccion, siendo Tacuarembd el principal

departamento productivo de esta zona. Los cultivares mas plantados en el pais son Chiftan
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y Red Magic. En los ultimos afios se ha importado alrededor del 30% de la papa semilla

utilizada (DIEA & DIGEGRA, 2013).

BRAZIL

ZONA NORTE

ARGENTINA ZONA SUR

Figura 1.1. Principales zonas de produccion. La integracién departamental de
cada zona es la siguiente: Zona Norte: Tacuarembo, Rivera, Salto, Paysand,
Rio Negro. Zona Este: Maldonado y Rocha; Zona Sur: Montevideo,
Canelones, San José, Colonia, Soriano, Flores, Durazno, Florida.

Enfermedad: “Sarna comun” en la papa

La sarna comun (SC) es una seria enfermedad que afecta el cultivo de papa (Solanum
tuberosum) y otros cultivos de raices y tubérculos incluyendo rdbano, remolacha, zanahoria,
nabo y boniato. Es la enfermedad de mayor importancia econémica dentro de las causadas
por especies del género Streptomyces. Esta enfermedad reduce la comercializacién y el
procesamiento de la papa debido a los sintomas externos que produce. Ademas, la papa
semilla asintomatica puede ser un agente de diseminacién de la enfermedad, en particular,
si los controles fitosanitarios no son rigurosos. La mayoria de las variedades de papa
cultivadas son susceptibles a la sarna (Loria et al., 1997), la cual se ha reportado en las
Américas, India, Africa y Asia (Wanner, 2006).

La sarna de la papa es una enfermedad bacteriana compleja, con diversidad de sintomas y
de agentes causales. La enfermedad resulta de la interaccion entre la planta, las

condiciones ambientales y el patdgeno. El resultado de esta interaccion se traduce en
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diferencias en el tipo de lesién, la incidencia y la severidad en las diversas regiones donde
se presenta, lo que complica los esfuerzos para comprender la contribuciébn de cada
componente en la enfermedad (Wanner, 2009). Mientras el ambiente determina las
condiciones favorables o desfavorables para el patdégeno, el cultivar tiene influencia en el
desarrollo de la enfermedad de acuerdo con su resistencia / susceptibilidad a la infeccion.
Una vez instalada la enfermedad, las variaciones en los sintomas y la severidad estan
determinadas por el patégeno causante y su grado de virulencia. Se pueden producir
diferentes tipos de lesiones (elevadas, superficiales o profundas) con diferentes aspectos
(lisas, rugosas, reticuladas o en forma de estrella) (Figura 1.2). Estas variaciones permiten

la clasificacién de la sarna en diferentes tipos.

Sarna comun, Sarna acida y Sarna elevada

La sarna comun, sarna acida y sarna elevada son diferentes nombres para la misma
enfermedad designados en base a las caracteristicas de las lesiones y el patdgeno
asociado a ellas. Los tres tipos de sarnas se caracterizan por producir los mismos sintomas,
los cuales van desde unas pocas manchas marrones superficiales o elevadas sobre la piel
del tubérculo, hasta pozos oscuros que se extienden varios milimetros. Las lesiones pueden
ser pequefias y discretas, o pueden unirse para cubrir varias zonas de la superficie del
tubérculo (Wanner, 2006). Las lesiones pueden variar considerablemente de aspecto,
pudiendo estar presentes distintos sintomas en un mismo tubérculo (Loria et al., 1997;
Cancino, 2003).

La denominacion de la enfermedad esta asociada al tipo de patégeno y/o a las
caracteristicas ambientales para el desarrollo de la enfermedad. La sarna comin esta
vinculada a Streptomyces scabiei, se desarrolla en suelos por encima de pH 5.2 mientras
gue la sarna acida es causada por S. acidiscabies, ocurre en suelos acidos con pH
alrededor de 4.5y, a la especie S. turgidiscabies, se la relaciona con la sarna elevada.
Estos tres tipos de sarna estan asociados a la produccion por el patdgeno de una toxina,

llamada taxtomina (Loria et al., 1997). Dado que el mecanismo de patogenicidad en estas

4
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tres sarnas es el mismo, la enfermedad puede ser denominada simplemente como sarna
comun, que es la mas extendida mundialmente.

La taxtomina es una toxina que actla necrosando el tejido, conduciendo a los sintomas
caracteristicos de la enfermedad (Lawrence et al.,, 1990). La virulencia del patégeno
depende de los factores de patogenicidad que la cepa posea y de cuanto se expresen,
ademéas de la produccion de taxtomina. Se ha demostrado que la fitotoxina llamada
taxtomina A producida por S. scabiei, es determinante en el grado de patogenicidad del
agente (Loria et al., 1997). Dentro de este género existen distintas cepas que difieren en la
cantidad de taxtomina producida. Aquellas cepas que producen baja cantidad de taxtomina
A provocan sintomas superficiales, mientras que las que producen un mayor nivel de ésta
fitotoxina generan lesiones mas profundas (Loria et al., 1995).

Las especies S. scabiei, S. europaeiscabiei, S. stelliscabiei, S. acidiscabies, S.
turgidiscabies y S. niveiscabiei son productoras de taxtomina y causan sarna comun de la
papa. Las especies S. puniciscabiei y S. luridiscabiei producen lesiones caracteristicas de
esta enfermedad, sin embargo hasta el momento no se ha confirmado la produccion de

taxtomina en estos patogenos (Healy et al., 2000; King et al., 1989; Park et al., 2003b).

Figura 1.2. Tipos de sintomas de sarna comun en tubérculos de papa causados por S.
scabies. A, sarna reticulada; B, sarna elevada; C, sarna profunda. Extraido de Loria y
colaboradores (1997).
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Agente causal: especies del género Streptomyces

El género Streptomyces pertenece a la familia Streptomycetaceae y al orden de los
Actinomicetales, incluye bacterias filamentosas, Gram-positivas, aerobias, saprofitas,
capaces de utilizar un gran numero de compuestos organicos como fuente de carbono y
energia (Sanz, 2005; Janssen, 2006). Poseen un cromosoma lineal de gran tamafio, entre
6,5Mpb y 11.9 Mpb, con alto contenido GC (cercano al 70%) (Zhou et al., 2011).
Frecuentemente poseen plasmidos circulares y lineales que contribuyen a la capacidad de
adaptacion y sin duda, participan en la transferencia horizontal de genes (Loria et al., 2006).
El ciclo de vida de Streptomyces es complejo (Figura 1.3), implica la produccién de hifas
aéreas y la subsiguiente diferenciacion de estas estructuras en cadenas de esporas. Estas
son uninucleadas, poseen una pared engrosada de naturaleza hidrofébica que las protege
de la desecacion y les permite dispersarse en el medio que las rodea, pudiendo ser
trasladadas por el agua o por artrépodos y nematodos presentes en el suelo. Las esporas
germinan y forman micelios ramificados multinucleados. La red de filamentos secreta
enzimas catabolicas que degradan el sustrato organico rompiéndolo en nutrientes digeribles
y de esta manera se promueve el crecimiento de colonias. El crecimiento del micelio
sustrato no se produce de forma indefinida; existen sefiales ambientales, dentro de las que
se incluyen las de privacién de nutrientes, que disparan la expresion de genes implicados
en el desarrollo del micelio aéreo (Loria et al.,, 2006). Las hifas aéreas se nutren de los
productos de degradacion del micelio sustrato y en una segunda etapa sufren un proceso
de curvatura, enrollamiento, formacién de septos y engrosamiento de la pared celular para
dar lugar a una cadena de esporas, que se liberaran al medio y, en condiciones adecuadas,
germinaran y desarrollaran un nuevo micelio sustrato (Sanz, 2005).

Las cadenas de esporas en Streptomyces presentan distintas formas y coloracién lo que
constituyen caracteristicas taxondémicas importantes (Shiring & Gottlieb, 1966). La
produccion y secrecion de metabolitos secundarios incluyendo compuestos antimicrobianos

es coordinado con la senescencia del micelio sustrato (Horinouchi, 2002).
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Figura 1.3. Ciclo de vida de Streptomyces extraido de Seipke y colaboradores 2012. Las
imagenes de la derecha muestran: A una colonia de Streptomyces spp. Las imagenes B y C son
micrografias electrénicas de barrido del micelio sustrato y de las hifas aéreas y cadenas de
esporas de Streptomyces coelicolor respectivamente.

El género Streptomyces estd compuesto por mas de 650 especies (Euzeby, 2014). La
mayor parte de las especies son saprofitas y viven en el suelo, participando en los procesos
de reciclaje de nutrientes, produciendo una amplia gama de enzimas catabdlicas que
degradan polimeros bioldégicos complejos derivados de plantas y/o animales, como la
celulosa, lignina y quitina (Loria et al., 2008). Los miembros de este género se caracterizan
por su capacidad de producir metabolitos secundarios biolégicamente activos, incluyendo
muchos antibidticos farmacéuticamente importantes y farmacos antitumorales (Berdy,
2005). Estos compuestos probablemente mejoran la capacidad de las especies de
Streptomyces para sobrevivir en el suelo, el cual es un medio ambiente altamente
competitivo. A pesar del gran nimero de especies que integran el género Streptomyces,
s6lo una pequefa proporcién esta integrada por patégenos de plantas o animales (Loria et
al., 1997).

La sarna de la papa, es una enfermedad causada por un complejo de especies del género

Streptomyces (Dees & Wanner, 2012), las cuales presentan diferencias en morfologia,
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fisiologia, caracteristicas moleculares y patogenicidad. Estas han sido caracterizadas y
encontradas en diferentes paises. A continuacion se detallan las caracteristicas y
distribucion geografica de las especies de Streptomyces de mayor relevancia que causan

sarna en la papa.

Streptomyces scabiei

Es la primera especie descrita como causante de sarna comun (sinénimo. S. scabies)
(Lambert & Loria, 1989a). Esta distribuida mundialmente, principalmente en suelos secos de
pH neutro a alcalino. Es la especie patégena dominante en los EEUU y es menos frecuente
en Europa (Bouchek-Mechiche et al., 2000; Flores-Gonzélez et al., 2008; Leiminger et al.,
2013; Dees et al., 2013). Este patdgeno ha sido aislado de rabano, nabo, zanahoria y mani
entre otros cultivos. Se caracteriza por poseer esporas grises que forman cadenas en
espiral, producir el pigmento melanina en medios que contienen tirosina y utilizar todos los
carbohidratos recomendados para la caracterizacién de especies del género Streptomyces
por el International Streptomyces Project (ISP) (Shirling & Gottlieb, 1966; Lambert & Loria,

1989a).

Streptomyces europaeiscabiei y Streptomyces stelliscabiei

Bouchek-Mechiche y colaboradores (2000) analizando cepas con caracteristicas
morfologicas y fisiolégicas de S. scabiei, concluyeron que éstas podian ser divididas en tres
especies gendmicas diferentes basados en la relacion ADN-ADN y la secuencia del gen del
ARNr 16S. Estas especies son S. scabiei, S. europaeiscabiei y S. stelliscabiei.

La especie S. europaeiscabiei fue descrita en Francia (Bouchek-Mechiche et al., 2000) y ha
sido reportada en diferentes paises de Europa como Alemania, Espafia, Holanda, Noruega
y el Reino Unido, indicando que S. europaeiscabiei es la principal especie asociada a la
sarna comun en Europa (Bouchek-Mechiche et al., 2000; Flores-Gonzalez et al., 2008;

Leiminger et al., 2013; Dees et al., 2013). Esta especie bacteriana también fue reportada en



Introduccién General CAPITULO 1

Canada, Corea y Estados Unidos (Song et al., 2004; Wanner, 2006). Produce esporas de
color gris en cadenas espiraladas, es productora de melanina en medios con tirosina y
utiliza todos los carbohidratos del ISP. Es sensible a 20ug de estreptomicina y crece en
medio conteniendo 0.5 pg/mL de cristal violeta. Esta especie también ha sido aislada de
zanahoria y boniato (Bouchek-Mechiche et al., 2000).

La especie S. stelliscabiei ha sido reportada en Francia, Estados Unidos y Alemania
(Bouchek-Mechiche et al., 2000; Wanner, 2006; Leiminger et al., 2013). Posee
caracteristicas fenotipicas muy similares a S. europaeiscabiei, se diferencian en que S.
stelliscabiei no asimila 1-o-metil-galactopiranésido y 5-ceto-d-gluconato (Bouchek-Mechiche

et al., 2000).

Streptomyces acidiscabies

Descripta por Lambert y Loria (1989b), esta especie bacteriana tiene como caracteristica
principal su crecimiento en sustratos con pH por debajo de 5.2 causando sarna en
tubérculos cultivados en suelos &cidos. La sarna &cida causada por S. acidiscabies fue
reportada por primera vez en Maine (EE.UU) en 1953 por Manzer y Mcintyre. Los sintomas
fueron idénticos a los producidos por S. scabies, pero la enfermedad se produjo en suelos
con valores de pH tan bajos como 4.5.

Estudios recientes demostraron que S. acidiscabies es la especie dominante en Corea (Mun
et al., 2007). También fue descrita en China, Jap6n, América del Norte, Reino Unido,
Alemania y Uruguay (Lambert & Loria, 1989b; Song et al., 2004; St-Onge et al., 2008;
Thwaites et al., 2010; Téth et al., 2001; Zhao et al., 2010; Leiminger et al., 2013; Lapaz et
al., 2012). Se caracteriza por la produccion de esporas de color blanco a rosa que se
agrupan formando cadenas flexuosas, no produce melanina en medios con tirosina y utiliza
todos los carbohidratos del ISP excepto la rafinosa (Lambert & Loria, 1989b). Produce un

pigmento difusible sensible al pH color rojo o amarillo (Loria et al., 1997).
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Streptomyces turgidiscabies

Esta especie se reportd en la isla de Hokkaio (Japdn) en 1995 y fue descrita posteriormente
por Miyajima y colaboradores (1998). También ha sido reportado en Finlandia, Corea,
Suecia, América del Norte y Alemania (Lindholm et al., 1997; Lehtonen et al., 2004; Wanner,
2009; Leiminger et al., 2013). Tiene un amplio rango de hospederos entre los cultivos de
raices y produce sintomas indistinguibles respecto a los causados por S. scabies (Loria et
al., 2010). Se caracteriza por tener esporas grises que forman cadenas flexuosas. No
produce pigmentos melanoides, ni otros pigmentos difusibles y utiliza todos los
carbohidratos recomendados por el ISP. Como S. acidiscabies, esta especie es tolerante a

condiciones de pH acido (Miyajima et al., 1998).

Streptomyces luridiscabiei, S. puniciscabiei v S. niveiscabiei

Park y colaboradores (2003b) mediante el secuenciado de la region espaciadora 16S-23S y
la hibridacion ADN-ADN caracterizaron tres nuevas especies de Streptomyces, aislados en
Corea. Estas indujeron sintomas elevados en papas cultivadas en suelos acidos. S.
luridiscabiei posee esporas blancas-amarillas en cadenas flexuosas y rectas; S.
puniciscabiei produce esporas purpuras-rojas, en cadenas rectas y S. niveiscabiei produce
esporas blancas en cadenas flexuosas y rectas. Estas especies utilizan todos los

carbohidratos del ISP. Sélo la especie S. niveiscabiei no produce melanina.

Streptomyces reticuliscabiei

Esta especie fue aislada de sarna reticulada en Francia y descrita por Bouchek-Méchiche y
colaboradores (2000). S. reticuliscabiei posee cadenas de esporas flexuosas con coloracién
gris y no produce melanina en medios con tirosina. Utiliza todos los carbohidratos del ISP

como fuente de carbono.
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Streptomyces caviscabies

S. caviscabies fue observada por Faucher y colaboradores (1992) y Faucher y
colaboradores (1995), causando sintomas profundos en la regién de Quebec, Canada. Fue
caracterizada y se descrita por Goyer y colaboradores (1996). Posee esporas blancas
formando cadenas flexuosas, no produce melanina, no crece a un pH de 4.5 y utiliza sélo

rafinosa como fuente de carbono, de acuerdo con el ISP.

Ademas de las especies descritas anteriormente, recientemente se han identificado en
América del Norte los grupos Streptomyces sp. IdahoX y S. sp. DS3024 que causan sarna

en la papa (Wanner, 2007b; Hao et al., 2009).

Streptomyces ipomoeae

Esta especie causa sarna en el boniato en América de Norte y fue descrita por Person y
Martin (1940). S. ipomoeae utiliza todos los carbohidratos del ISP menos el acido
galacturénico. Produce esporas azules-verdes en medio de cultivo SGM formando cadenas

en espiral (Loria et al., 1997).

Streptomyces spp. : Taxonomiay Clasificacion

El género Streptomyces es uno de los taxones mas extensos y diversos dentro de las
bacterias. Su taxonomia ha sufrido una sobreespeciacion, en particular, debido a que las
cepas productoras de compuestos antibidticos novedosos se describen como nuevas
especies y son patentadas como parte del proceso de descubrimiento de antibidticos
(Laskaris et al., 2012). La caracterizacion de aislados de Streptomyces puede ser realizada
en base a pruebas fenotipicas y bioquimicas (Faucher et al., 1995). Sin embargo, para
estas pruebas se utilizan técnicas elaboradas que demandan largos periodos de tiempo y

no siempre es posible determinar con precision la especie. Los métodos moleculares
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basados en el andlisis de secuencias de ADN se llevan a cabo en menos tiempo y ofrecen
una mayor precision y sensibilidad en la identificacién de microorganismos en comparacion
con los métodos convencionales de andlisis de caracteres fenotipicos. Varias técnicas
moleculares estan siendo utilizadas para la taxonomia y caracterizacién de especies de
Streptomyces causantes de sarna. El "estandar de oro" para la definicibn de especies
bacterianas es la hibridacion ADN-ADN (Bouchek-Méchiche et al., 2000), pero dado que es
muy laborioso, para estudios de un gran nimero de cepas se utiliza la secuencia del gen del
ARNr 16S que es mas sencilla y rapida. Sin embargo, este gen tiene una alta similitud de
secuencia entre las especies del género Streptomyces, por lo cual no permite una buena
resoluciéon taxondmica a nivel de especie (Labeda, 2011; Song et al., 2004; Guo et al.,
2008). Otro método alternativo usado para la identificacion de especies en este género ha
sido la secuenciacion de la region espaciadora intergénica 16S-23S la cual fue evaluada
como marcador molecular para el andlisis filogenético de cepas de Streptomyces causantes
de sarna en la papa aisladas en Corea (Song et al., 2004). No obstante, esta técnica no
permitié discriminar entre las principales especies. También se han utilizado otras técnicas
como la amplificacion de ADN polimorfico al azar y el secuenciado de genes codificadores
de proteinas tales como rpoB (subunidad B de la ARN polimerasa) o trpB (cadena 3 de la
triptéfano sintasa). Recientemente se ha demostrado que la técnica de Multilocus Sequence
Typing (MLST) permite resolver la filogenia de linajes estrechamente relacionados,
demostrando alta eficacia de resolucion inter e intraespecifica (Guo et al., 2008). Esta
técnica fue propuesta en 1998 como una herramienta alternativa en los estudios de
sistematica microbiana y consiste en el secuenciamiento y analisis de fragmentos de 5a 7
genes conservados (generalmente housekeeping), espaciados a lo largo del genoma
bacteriano por lo menos 100 kilobases (Kb) de distancia (Maiden et al., 1998). Los datos
obtenidos a partir del MLST son de gran utilidad en la identificacién y clasificacion de
microorganismos, en las investigaciones epidemioldgicas a diferentes escalas y en los
estudios de biologia poblacional, patogenicidad y evolucion de bacterias, principalmente
patégenos humanos (Maiden, 2006; Spratt, 1999). La ventaja aportada por esta estrategia

12
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es que las diferencias entre las cepas se registran directamente en secuencias de ADN, las
cuales estan disponibles en bases de datos de dominio publico para ser comparadas con
facilidad. Una variacion de la técnica de MLST, es el método Multilocus Sequence Analysis
(MLSA), empleado para la identificacion de especies de microorganismos. La técnica MLSA
se utilizé en el estudio de filogenia de Streptomyces griseus basandose en las secuencias
de los genes atpD (cadena 3 de la ATP sintasa), gyrB (gen estructural de la subunidad B de
la ADN girasa), recA (recombinasa A), rpoB (subunidad B de la ARN polimerasa), trpB
(subunidad B de la triptéfano sintasa) y el gen del ARNr 16S (Guo et al., 2008). Estos
genes, a pesar de que estan conservados evolutivamente, exhibieron un nimero alto de
sitios polimérficos, lo que permitid la identificacion de las diferentes especies bacterianas.
Algunos de estos genes también han sido utilizados individualmente para andlisis
filogenéticos del género Streptomyces como trpB (Egan et al., 2001), gyrB (Hatano et al.,
2003) y rpoB (Kim et al., 2004). El gen rpoB se utilizé por St-Onge y colaboradores (2008) y
posibilito la diferenciacion de especies de Streptomyces asociados a sarna en la papa.

Los métodos de identificacién para el género Streptomyces nombrados anteriormente estan
siendo sustituidos por el MLSA debido a que se ha demostrado que éste método ofrece una
buena resolucién para discriminar a nivel de especies en este género (Laskaris et al., 2012;
Labeda, 2011). Una razdn para esto, es que el uso de multiples secuencias ayuda a
amortiguar las distorsiones generadas por recombinacién en la filogenia. Actualmente se
cuenta con un método de MLSA para el género Streptomyces que contiene cuatro de los
seis genes utilizados por Guo y colaboradores (2008) (atpD, recA, rpoB y trpB). El gen gyrB
fue descartado debido a qué se observd que el genoma de Streptomyces scabiei 87.22
posee dos copias del operén gyrB (una degenerada) (Labeda, 2011). El gen del ARNr 16S
también fue descartado debido a que se encuentra en mdltiples copias en el genoma v,
aunqgue es raro, se han reportado cepas de Streptomyces que poseen secuencias del gen
del ARNr 16S heterogenias (Ueda et al., 1999). Sin embargo, mediante el analisis de estos
cuatro genes concatenados aun hay especies de Streptomyces fitopatégenas que no se

pueden diferenciar entre si (Labeda, 2011).
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Patogenicidad en Streptomyces

Mecanismos de Virulencia

@,

« La taxtomina A: un determinante de virulencia esencial en los Streptomyces
patdégenos de plantas

La patogenicidad en planta de Streptomyces esta asociada a la produccion de la toxina
taxtomina, la cual es el Unico determinante de patogenicidad conocido para la SC (Bignell et
al., 2010; Dees & Wanner, 2012). Las taxtominas son dipéptidos ciclicos derivados de L-
fenilalanina y L-triptéfano. Contienen una fraccion de 4-nitroindol esencial para su
fitotoxicidad y son esenciales para la induccién de los sintomas caracteristicos de la SC en
los tubérculos de papa (King & Calhoun, 2009). La principal toxina taxtomina A purificada
inoculada en tubérculos de papa inmaduros, reproduce lesiones necroéticas similares a las
caracteristicas de SC (Lawrence et al., 1990). La delecién de genes biosintéticos de la
taxtomina, resulta en la pérdida de la patogenicidad en la papa (Healy et al., 2000). La
diferente produccion de taxtomina por algunas cepas explicaria variaciones en los sintomas
de SC (Hiltunen et al., 2006). Se ha demostrado que la taxtomina A es sintetizada por S.
scabies, S. acidiscabies, S. turgidiscabies S. europaeiscabiei, S. stelliscabiei y S.
niveiscabiei (Healy et al., 2000; King et al., 1989; Park et al., 2003b). Esta fitotoxina induce
una variedad de cambios fenotipicos en la planta huésped incluyendo hipertrofia celular,
retraso en el crecimiento de las raices, necrosis en los tejidos, inhibicién de la sintesis de
celulosa y alteraciones en el flujo de iones de Ca++ y H+, en la muerte programada celular y
en la produccién de antimicrobianos como la fitoalexina y escopoletina en la planta (Duval et
al., 2005; Lerat et al., 2009; Scheible et al., 2003). Todas las cepas patdgenas poseen los
genes de biosintesis de la taxtomina organizados de forma similar, estos, como los otros
genes asociados a patogenicidad, se encuentran en una isla de patogenicidad (IPA) que es
muy grande en S. turgidiscabies (Kers et al., 2005). Los genes txtAB que codifican para
taxtomina sintetasas se encuentran cercanos a otros genes necesarios para la produccion

de la taxtomina, incluyendo el gen que codifica una monooxigenasa P450 txtC, una sintasa
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de o6xido nitrico (NOS/txtD), y un gen para una segunda P450 monooxigenasa (txtE). Un
gen regulador AraC/tipo XyIS y un gen txtR que controla la transcripcion de la agrupacion
(Joshi et al., 2007b).

Se han reportado algunos casos de cepas patdégenas de Streptomyces carentes de genes
para la biosintesis de la taxtomina (Wanner, 2004; Park et al., 2003a; Pankova et al., 2012).
Bignell y colaboradores (2014) sugieren que existen multiples metabolitos secundarios
fitotoxicos que estarian jugando un rol en el fenotipo patogénico de Streptomyces spp. en el
medio ambiente y que no siempre las taxtominas estarian participando en el desarrollo de la

enfermedad de la SC.

R/

< Mas alla de la taxtomina

Aln no se ha demostrado otro factor determinante de la patogenicidad en S. scabiei 0 en
especies relacionadas, ademas de la taxtomina, varios genes localizados en el fragmento
de 674 Kb en la IPA de S. turgidiscabies y en mdltiples "islotes de patogenicidad" en S.
scabiei, estan implicados en la codificacion de posibles factores de patogenicidad (Huguet-
Tapia et al., 2011; Kers et al., 2005). Los genes relacionados con la virulencia necl y tomA
estan presentes en muchas cepas de Streptomyces que inducen la SC, pero no en todas, y
se ha demostrado que no son esenciales para la patogenicidad (Seipke & Loria, 2008;
Wanner, 2009). El gen necl codifica una proteina que induce la necrosis en el tejido vegetal
(Bukhalid & Loria, 1997) que se especula es requerida por el patégeno para la colonizacion
de la planta huésped suprimiendo las respuestas de defensa durante la infeccién (Bukhalid
& Loria, 1997; Joshi et al., 2007a). El contenido de GC del gen necl es atipico en relacién a
las regiones codificantes caracteristicas, o que sugiere que fue adquirido a través de
transferencia horizontal (Bukhalid et al., 1998).

La proteina que codifica el gen tomA es miembro de la familia de las 10 glicosil hidrolasas y
contiene un péptido sefial de secrecién (Seipke & Loria, 2008). Las saponina glicosil

hidrolasas detoxifican fitoanticipinas, compuestos antimicrobianos producidos por las
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plantas como defensa contra patdogenos (Vanetten et al., 1994). Genes que codifican para
glicosil hidrolasas se han encontrado en hongos patdégenos de plantas asociados a las
interacciones planta-microorganismo (Bouarab et al., 2002; Bowyer et al., 1995). Ademas,
un homélogo tomA esta presente en la bacteria fitopatégena Clavibacter michiganensis
subespecie michiganensis causante de la marchitez bacteriana y cancro del tomate (Kaup
et al.,, 2005). Sin embargo, un mutante tomA en S. scabiei, no se vio afectado en la
virulencia (Seipke & Loria, 2008) y la conservacion de este gen en especies de
Streptomyces patégenos sugiere un papel en la interaccion planta-patégeno (Kers et al.,
2005).

Existen otros genes en la secuencia del genoma de S. scabiei y S. turgidiscabies que
podrian desempenfiar un papel en la patogenicidad/agresividad. Estos incluyen: (a) el grupo
de genes para la produccion de acido coronafacico, similar a un grupo de genes que se
encuentran en fitopatdgenos Gram-negativos; (b) gen de la cutinasa; (c) dos genes en S.
scabiei (CS76661 y CS90061) que codifican expansinas; (d) genes homélogos a iaaH
(indol-3-acetimide hidrolasa) e iaaM (triptéfano-2-monooxigenasa) para la produccién de
fitohormona IAA; y (e) una version microbiana de la enzima formadora de etileno (Bignell et
al., 2010). Otro interesante operon presente en IPA de S. turgidiscabies (pero no en S.
scabiei) es el operoén fas, que produce la fitohormona citoquinina (Huguet-Tapia et al., 2011;
Joshi & Loria, 2007). Los genes que participan en la diferenciacién morfolégica, el desarrollo
del micelio aéreo y la esporulacion, pueden desempefiar un rol en la patogenicidad ya que
se requiere la expresién de estos genes para la iniciacion de la sintesis de antibi6ticos y
otros productos secundarios en un nimero de especies de Streptomyces (Flardh & Buttner,
2009). A pesar de la ubicacion en las IPAs o islotes de estos genes, hasta el momento no
se ha demostrado que los genes antes mencionados tengan un rol en la formaciéon o

profundizacion de las lesiones de SC en papa (Bignell et al., 2010).
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Una Isla de patogenicidad (IPA) en Streptomyces

La sarna de la papa adquirié relevancia mundial en los ultimos afios por la aparicion de
cepas patdgenas emergentes. Esto se ha asociado a la capacidad de este género para la
transferencia horizontal de genes de patogenicidad, ubicados dentro de islas gendémicas
(IGASs) (Kers et al., 2005). La transferencia horizontal de genes es un mecanismo importante
en la evolucidon de los genomas microbianos. Las islas de patogenicidad (IPAs) son
elementos genéticos moviles que contribuyen a rapidos cambios en el potencial de
virulencia y han contribuido a la evolucién del genoma por transferencia horizontal de genes
(THG) en varios patdgenos bacterianos. Las IPAs contienen uno 0 mas genes asociados
con la virulencia, un contenido de GC que difiere del resto del cromosoma, se asocian
comunmente con los genes de ARNt y frecuentemente estan flanqueadas por secuencias
repetidas. Algunas IGAs exhiben caracteristicas de Elementos de Conjugacion Integrativa
(ECIs) (Dobrindt et al., 2004). Estos elementos genéticos son principalmente estructuras
circulares, y muy pocos tienen propiedades de auto-replicacion (Grohmann, 2010). Los ECls
se mueven por conjugacion desde un donante a un receptor y se integran en lugares
especificos en el cromosoma.

La patogenicidad en las especies de Streptomyces estd asociada a una isla de
patogenicidad (IPASt) maovil descrita en S. turgidiscabies car8 (Figura 1.4), la primer IPA

descrita en una bacteria Gram-positiva fitopatdgena (Kers et al., 2005).
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Figura 1.4. A. Organizacién genética del loci de virulencia en S. turgidiscabies. Extraido de Bignell et al., 2010.
B. Representacion esquematica de la IPASt en S. turgidiscabies Car8. Extraido de Huguet-Tapia y colaboradores

(2014) con modificaciones.
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Estudios previos revelaron que la IPASt es una gran isla gendémica de 674 Kb, con
caracteristicas tipicas de los ECI (Huguet-Tapia et al., 2011; Kers et al., 2005). La isla
gendmica esta flanqueada por dos palindromos de 8 pb (TTCATGAA). Uno de ellos (attL)
se encuentra en el extremo 3’ del gen de resistencia a la bacitracina bacA y el otro (attR)
esta situado dentro de una duplicacién de 141 pb del extremo 3’ de bacA. La IPASt también
contiene un palindromo interno de 8 pb situado dentro de una tercera copia del extremo 3’
de bacA (attl). La distribucion de los sitios att en la IPASt divide el elemento en dos médulos
de tamafios diferentes. El primer médulo de 105 Kb codifica una tomatinasa (tomA) y una
proteina necrogénica (necl); ambas son proteinas secretadas implicadas en la virulencia
(Seipke & Loria, 2008; Bukhalid et al., 1998). El segundo mddulo de 569 Kb contiene la ruta
biosintética de la fitotoxina taxtomina (txt) (Loria et al., 2008), genes de biosintesis de una
citoquinina codificados por el operén (FAS) (Joshi & Loria, 2007), y una tirosina
recombinasa (Intst) (Huguet-Tapia et al., 2014). La IPASt puede movilizarse desde S.
turgidiscabies e integrarse dentro del cromosoma de cepas no patégenas tales como S.
coelicolor, S. diastochromogenes y S. lividans durante el apareamiento (Kers et al., 2005).
En algunos casos, tal integracion transfiere el fenotipo patégeno. La integracién de la IPASt
en otras especies de Streptomyces ocurre mediante la recombinacién sitio especifica en la
secuencia palindrémica TTCATGAA localizada dentro del extremo 3’ del gen bacA en las
cepas receptoras. La distribucion de los sitios att dentro de la IPASt, la presencia de la Intst
y la evidencia de la transferencia parcial de la isla a nuevos huéspedes sugiere que el IPASt
puede transferirse en forma de mddulos. Los transconjugantes pueden contener la
secuencia completa 674 Kb de la IPASt 0 el médulo de 105 Kb, integrado en el cromosoma.
Analisis comparativos de los homologos de la IPASt en Streptomyces scabies 87-22 y
Streptomyces acidiscabies 84-104 indican que estas islas han sido fijadas por cambios
(erosion) en la secuencia de la Intst y los sitios de recombinacion. Se cree que la IPASt es
una estructura dindmica capaz de escindir, movilizar, y capturar ADN. Estas caracteristicas
afectan la evolucion del genoma de S. turgidiscabies y la presencia de una isla modular

puede proporcionar una ventaja evolutiva. La produccion de algunos metabolitos asociados
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con la virulencia puede ser metabdlicamente costosa pero necesaria en ciertas condiciones
en la interaccion con la planta. La escision iterativa de uno de estos moédulos y su
integracion en la cepa huésped puede facilitar la adaptacion de su metabolismo a los estilos
de vida saprofitos y patdgenos. La ausencia de la integrasa (Intst) en cepas de S. scabiei y
S. acidiscabies aisladas de diferentes lugares sugiere que la integrasa y la erosion del sitio
att son procesos generalizados en estas especies (Huguet-Tapia et al.,, 2014). La
transferencia horizontal de esta isla de patogenicidad entre bacterias del género
Streptomyces sugiere la posibilidad de aparicion de nuevas especies patégenas (Wanner,
2009). Sin embargo, dado que la patogenicidad es un fenotipo muy raro entre
Streptomyces, la movilizacion de la IPA seria un evento poco frecuente en la naturaleza o la
adquisicién del IPA conferiria un fenotipo de patogenicidad en sélo una pequefa proporcion
de los beneficiarios (Kers et al., 2005).

Mediante estudios de Microarrays y secuenciado completo de la IPA conservadas en S.
scabiei, S. acidiscabies y en diferentes cepas de S. turgidiscabies, se ha observado una
gran diversidad genética entre especies y cepas de la misma especie. Se ha determinado la
presencia de genes previamente caracterizados y genes candidatos de virulencia en esta
IPA (Huguet-Tapia et al., 2011; Aittamaa et al., 2010; Huguet-Tapia et al., 2014). La
diversidad de islas genémicas en Streptomyces patégenos es aln un tema que requiere de
investigacion debido a que todavia no hay mucha informacién del estatus de otras islas u
otros aislamientos (Huguet-Tapia et al., 2014).

La evaluaciébn de la presencia de genes de patogenicidad presentes en la isla de
patogenicidad, principalmente el operdn txtAB, los genes necl y tomA se ha utilizado para
la caracterizacién de Streptomyces patdgenos, diferenciando las cepas patdgenas de las
saprofitas presentes en las lesiones de sarna. Diferentes estudios han demostrado una
correlacion entre la patogenicidad de Streptomyces spp. y la deteccion de genes de
patogenicidad, especialmente los relacionados con la biosintesis de la taxtomina y la
proteina necrogénica Necl (Bukhalid et al., 1998; Wanner, 2006). Por lo tanto, la

amplificacion por PCR de genes de patogenicidad puede utilizarse como una herramienta
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adicional para la caracterizacion y deteccién de Streptomyces patdégenos causantes de
sarna comun, sustituyendo en algunos casos las pruebas de patogenicidad (Cullen & Lees,

2007).

Ciclo de la enfermedad

La infeccion en la planta hospedera es un proceso complejo con varios pasos, requiriéndose
gue el patdgeno registre la presencia del hospedero adecuado para colonizar el tejido
vegetal y para sobrevivir a la presencia de sus mecanismos de defensa (Bignell et al.,
2010).

Las especies de Streptomyces saprofitos sobreviven en el suelo o en tejidos vegetales
infectados en forma de micelio vegetativo o esporas. Las esporas de S. scabiei pueden
sobrevivir hasta 20 afios en suelos secos mientras que las hifas no son tolerantes a la alta
humedad del suelo. S. scabiei invade los tejidos de los tubérculos a nivel de campo, siendo
el suelo la principal fuente de inéculo (Cancino, 2003). Las esporas germinan y pueden ser
propagadas por la lluvia, el viento, vectores, tierra adherida a herramientas o a través de
papas semilla contaminadas (Lehtonen et al., 2004). Respecto a la influencia de los
vectores en la epidemiologia de la sarna en la papa, algunos insectos pueden propagar las
bacterias en el suelo, asi como promover la entrada de la enfermedad en el tubérculo. El
in6culo contenido en la papa semilla no solo contribuye a la dispersion de la enfermedad,
sino que introduce el patégeno a nuevas areas (Wilson et al., 1999).

La invasion del patégeno en los tejidos se produce a través de lenticelas, heridas, estomas
y, en tubérculos jovenes, directamente. Desde el inicio de la tuberizacion, los tejidos del
tubérculo se encuentran sometidos a un proceso de crecimiento continuo. Es este periodo el
de mayor susceptibilidad del tubérculo a la infeccién por Streptomyces, ya que las lenticelas
jovenes no estan completamente suberizadas. Por otro lado, los tubérculos maduros se
vuelven resistentes a la infeccion debido a que las lenticelas estan totalmente suberizadas

(Adams & Lapwood, 1978).
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Después de la penetracion, el patdégeno coloniza inicialmente los espacios intercelulares y
poco después los intracelulares. La bacteria crece entre las capas de la peridermis,
nutriéndose del tejido muerto (Agrios, 2005) y produce fitotoxinas, como taxtomina, que
inducen la produccién de suberina en las células adyacentes, lo que conduce a la formacion
de una capa de corcho alrededor del tejido infectado. El sector afectado es empujado sobre
la superficie del tubérculo, formando superficies asperas y suberizadas (sintoma de la
sarna), permitiendo a su vez la diseminacion del patdgeno hacia células vecinas (Babcock
et al., 1993; Agrios, 2005). Estas capas de células corchosas no solo inhiben el avance del
patégeno sobre las células sanas, sino que también bloquean la difusiébn de cualquier
sustancia que el patbgeno pueda secretar. Ademas, estas capas detienen el flujo de agua y
nutrientes desde las zonas sanas hasta la zona infectada y suprimen la nutricion del
patégeno (Cancino, 2003). El desarrollo de la enfermedad se produce durante el periodo de
crecimiento del tubérculo, entre las 6 a 8 semanas de su formacion (Agrios, 2005; Loria et
al., 1997) (Figura 1.5).

Las lesiones pueden aparecer como pequefias protuberancias con una depresiéon central
cubierta por tejido corchoso, que a veces abarcan toda la superficie del tubérculo. La
profundidad de la lesién depende de la variedad del huésped, de las condiciones del suelo,
y de la invasion de la lesion por otros organismos, incluyendo insectos. Estos ultimos
parecen romper las capas de corcho y permitir que el patdgeno invada el tubérculo a mayor
profundidad. Las lesiones de sarna a menudo sirven como puntos de entrada, para
organismos parasitos secundarios o saprofitos que hacen que los tejidos se pudran (Agrios,
2005). Inicialmente las lesiones son pequefas (5-8 mm) y superficiales, pero a medida que
el agente patdégeno coloniza el tubérculo el huésped desarrolla heridas en la peridermis
dando lugar a lesiones ligeramente elevadas, compuestas por tejido aspero, corchoso.
Estas manchas pueden unirse para formar lesiones de forma irregular, que suelen ser tanto
de color marrén y de textura &spera (Gouws, 2006). Los parches pueden convertirse en
grietas cuando la infeccidén progresa y adquieren una apariencia de estrella. La enfermedad
también puede extenderse al tubérculo resultando en sarna superficial (Ndowora et al.,
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1996). En lesiones superficiales la peridermis del tubérculo se mantiene intacta. Pero en
lesiones mas profundas, la peridermis del tubérculo se rompe y se forman hasta tres capas

de "corcho" (Gouws, 2006).
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Figura 1.5. Ciclo de la enfermedad de sarna comln causada por S. scabiei. Extraido de Agrios,
2005.

Control de sarna en la papa

Aunque la sarna comun de la papa fue descrita por primera vez hace mas de 100 afios
(Loria et al., 1997), los cientificos aln tienen poca comprensién sobre los factores que
contribuyen a la aparicion y gravedad de la enfermedad. Con respecto al patdgeno, es
necesario profundizar el conocimiento sobre la diversidad genética y las bases genéticas
gue permiten las diferencias de agresividad entre aislamientos, lo cual es un obstaculo para
el desarrollo de estrategias de control. Conocer la diversidad del patdgeno es esencial para
la seleccion del germoplasma resistente a sarna comun. Con respecto a la planta, es
necesario conocer sobre las bases fisiologicas o genéticas implicadas en las diferencias de

severidad de la SC en diferentes cultivares de papa. Aun la fuente de resistencia a sarna
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comun no ha sido identificada (Agrios, 2005; Hosaka et al., 2000; Powelson et al., 1993).
Las diferencias fisiolégicas tales como las propiedades de la piel y la sensibilidad a la
taxtomina pueden explicar en parte la susceptibilidad diferencial de los cultivares. Es
necesaria mas investigacion sobre los mecanismos de resistencia/susceptibilidad a la SC
(Dees & Wanner, 2012). Los factores ambientales, tales como el pH, humedad y la flora
microbiana del suelo, en combinacion con el cultivar de papa y la virulencia del patégeno,
hacen que el manejo de la SC sea una tarea dificil. Diferentes métodos utilizados para

controlar la SC se resumen a continuacion:

Uso de cultivares resistentes

El método mas conveniente para controlar la SC, es utilizar cultivares de papa resistentes a
la enfermedad, los cuales evitan o reducen el uso de pesticidas, minimizando el impacto
ambiental y el costo de produccion. Desafortunadamente, en la actualidad no hay cultivares
completamente resistentes y los comercialmente disponibles tienen distintos grados de
resistencia o tolerancia a la SC. EI mecanismo y la genética de la tolerancia para la SC aln
no son entendidos. Aunque varios estudios genéticos se han publicado concluyendo que
uno o0 pocos genes son responsables de la resistencia a SC en las poblaciones de papas
haploides o diploides (Cipar & Lawrence 1972; Murphy et al., 1995), esto no parece ser el
caso para cultivares de papa (tetraploide) (Goth et al., 1993; Haynes et al.,, 2010). La
variacion casi continua en la severidad de los sintomas SC entre una seleccién aleatoria de
cultivares de papa comerciales y lineas de mejoramiento, sugieren fuertemente gque varios
genes estan involucrados (Driscoll et al., 2009). Es necesario a corto plazo, contar con un
fenotipo de papa resistente a SC con el fin de comprender la genética subyacente. La
ausencia de un cultivar de este tipo es un obstaculo importante en las pruebas fenotipicas
para la resistencia de SC. Recientemente, Wilson y sus colegas utilizaron células somaticas
seleccionadas frente a taxtomina A para aislar variantes de papa cv. Russet Burbank con

fuerte resistencia a la SC (Wilson et al., 2010). Hiltunen y colaboradores (2011) también han
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demostrado que la eliminacion de la progenie SC-sensible de una poblacién de plantas en
un ensayo de mejoramiento se puede lograr usando taxtomina A como un agente selectivo.
Los prometedores resultados de estos estudios podrian eliminar afios de ensayos de campo
en la deteccion de resistencia y elevar los niveles de resistencia a SC en las variedades
generadas por los programas de mejoramiento de papa. Actualmente muchos programas
de mejoramiento genético de papa, poseen germoplasmas que son significativamente mas
resistentes a la SC que los cultivares antiguos (Douches et al., 2001; Haynes et al., 2010).
Parte de la resistencia a la SC ha sido introducida desde especies silvestres, con potencial

para proporcionar nuevos genes de resistencia a la SC (Hosaka et al., 2000).

Control Quimico

La fumigacion del suelo y el uso de variedades de papa resistentes siguen siendo el
principal medio para el control de las plagas y enfermedades de plantas, incluyendo SC. La
fumigacién es cada vez mas limitada por el aumento de los costos, la urbanizacién y sus
impactos ambientales negativos. Los agentes quimicos de control en suelo son caros y
poco amigables con el medio ambiente, cada vez estan siendo mas regulados o retirados
del mercado. El fumigante de suelo que se utiliza en el cultivo de papa, penta-
cloronitrobenceno, también conocido como Blocker® (AMVAC), ha sido probado con cierto
éxito (Davis et al., 1976; Hutchinson, 2005). Pic-plus (cloropicrina mas un solvente) ha
demostrado cierta eficacia contra la SC en los ensayos en Michigan, Ontario, y Florida
(Hutchinson, 2005). Los requisitos para su aplicacion; temperaturas del suelo minimas
superiores a 7°C y 30 dias post-plantacion, limitan su uso en zonas mas frias. Por otro lado
es cara, Y los efectos parecen durar una sola temporada (Dees & Wanner, 2012). Por otra
parte, los fertilizantes de azufre proporcionan cierta mitigacion contra la SC, alterando el pH

del suelo y las comunidades microbianas (Davis et al., 1974; Pavlista, 2005).
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Mantenimiento de la humedad del suelo

La alta humedad del suelo desfavorece la enfermedad debido a que el patégeno se
desarrolla mejor en suelos porosos y aireados que en suelos anegados. Sin embargo, se
han reportado datos contradictorios para esta estrategia. Por ejemplo, Lapwood vy
colaboradores mostraron que el riego durante el inicio de la formacién del tubérculo
disminuy6 la SC en cultivares de papa susceptibles (Lapwood et al., 1973). Por otro lado
Larkin y colaboradores (2011) encontrd que la irrigacion aumenté la SC, mientras que ha
sido reportado que S. turgidiscabies tolera niveles altos de humedad. A pesar de las
disparidades en los resultados de un afio a otro, el riego es considerado una herramienta
atil para el control de la SC, particularmente, en combinaciéon con otras estrategias de

control.

Acidificacion del suelo

El uso de fertilizantes nitrogenados en forma de sulfato de amonio disminuye el pH del suelo
y desfavorece la ocurrencia de S. scabiei y otras especies de Streptomyces. Sin embargo,
las especies emergentes tales como S. acidiscabies y S. turgidiscabies toleran un pH
inferior a 5 (Lambert & Loria, 1989b; Lindholm et al., 1997). Por otro lado, esta practica
puede conducir a la reduccidn de la produccion de la papa, ya que los nutrientes del suelo
estdn mas disponibles a pH mas alto (cerca de 6.5) y también limita las especies de plantas
gue se pueden emplear en la rotacion de cultivos (Lambert & Loria, 1989a). Se considera
gue tipicamente la SC es inhibida por el pH bajo del suelo (Lacey & Wilson, 2001). Sin
embargo, curiosamente, el pH del suelo por encima de 8.5 se ha demostrado que también

puede inhibir SC (Waterer, 2002).
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Rotacién de cultivos

La rotacion de cultivos es un factor importante a considerar en la planificacion de los cultivos
de produccion de papa. Esta estrategia no sélo esta relacionada con las caracteristicas
fitosanitarias, sino también con la fertilidad y estructura del suelo. La rotacion con cereales y
gramineas no hospederos de Streptomyces, tales como el arroz y el trigo, por ejemplo,
permite la reduccién de la poblacion de patdgenos y la mayor difusién de oxigeno, también
consumida por el sistema de raices de la papa. Estudios recientes realizados por Larkin y
colaboradores (2010) muestran que rotaciones frecuentes de canola y colza, reducen la
gravedad de SC. El efecto combinado de canola o colza y la rotacion de cultivos de
cobertura de centeno de invierno reduce la severidad de la SC en un 20-33% en
comparacion con el cultivo continuo de papa, sin cultivo de cobertura. Un estudio realizado
en el 2005 demostrd que las papas plantadas en suelos donde se habia cultivado maiz o
alfalfa el afio anterior tenian menores niveles de SC que las papas cultivadas en un sistema
de cultivo de papa continua (Wiggins & Kinkel, 2005).

Es importante destacar que esta medida no siempre es exitosa en el tratamiento de la
sarna, porque los patdgenos pueden persistir por mucho tiempo en una diversidad de
cultivos e incluso en el suelo. Algunos cultivos, como la remolacha, rdbano, zanahoria,
nabo, repollo, perejil, batata, berenjena y cebolla son considerados hospederos de
Streptomyces spp. y no deben utilizarse ya que pueden constituir fuentes de indculo para el

cultivo de papa (Correa, 2011).

Control Biolégico

El control biol6gico de la SC ofrece una alternativa atractiva a las estrategias de control
clasicas. Especies de Streptomyces no patégenas productores de antibiticos y enzimas
extracelulares, tienen potencial como agentes de control biolégico contra la SC (Doumbou

et al., 2001), asi como de otras enfermedades donde el patégeno se encuentra en el suelo
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(Sabaratnam & Traquair, 2002; Xiao et al., 2002). Streptomycetes antagonistas presentes
de forma natural en los campos de papa pueden suprimir la SC (Lorang et al., 1995;
McQueen et al., 1985). Se han obtenido resultados exitosos utilizando cepas no patégenas
de Streptomyces en la inhibicion de Streptomyces patdégenos (Liu et al.,, 1995).
Investigaciones recientes indican que especies Streptomyces estrechamente relacionadas
con las causantes de SC se encuentran en abundancia en las piel de los cultivares SC-
resistentes y son méas frecuentes en las lesiones menos severas (superficiales) que en las
lesiones profundas de SC (Wanner, 2007a). La mayoria de los estudios hasta la fecha se
han centrado en los antagonistas de S. scabiei (Beauséjour et al., 2003; Lorang et al., 1995)
y solo un antagonista contra S. turgidiscabies se ha reportado (Hiltunen et al., 2009). Una
Pseudomonas ha sido asociada recientemente con el control de la SC. Esta Pseudomonas
produce acido fenazina-1-carboxilico, conocido por su supresion y efecto antagonista sobre
los hongos, pero no conocido previamente por inhibir actinomicetos. Esta cepa de
Pseudomonas inhibe el crecimiento de S. scabiei in vitro, reprime la expresion de txtA y
txtC, y protege contra la SC de la papa en ensayos de invernadero (St-Onge et al., 2011).
Se ha demostrado el control de la SC utilizando Bacillus sp. sunhua, que tiene un efecto
supresor sobre la SC y disminuye la tasa de infeccién del 75% al 35% (Han et al., 2005).

También se ha reportado gque aislamientos pertenecientes a nueve especies de hongos, en
Su mayoria ascomicetos, poseen actividad antagdénica contra los patégenos de SC de la
papa (Tagawa et al., 2010). La actividad antagonista de estos hongos se incrementa en
condiciones de pH bajo, lo que sugiere que estos hongos podrian combinarse con los
métodos tradicionales, como la acidificacién del suelo, para mejorar el control biol4gico.

El uso de bacteri6fagos para reducir la infecciobn por S. scabiei en tubérculos se ha
investigado, pero aun el trabajo es incipiente para su utilizacion como agentes de control

bioldgico en el campo (Goyer, 2005; McKenna et al., 2001).
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Antecedentes de sarna en la papa en Uruguay

En Uruguay hasta el afio 2007, la enfermedad sarna comun no habia sido un problema para
la produccién ya que hasta ese momento se habian observado solo sintomas leves
(lesiones superficiales), por lo que la papa podia ser comercializada sin problemas. Sin
embargo, desde entonces se han suscitado diversos problemas asociados a la importacion
de papa semilla. Aproximadamente el 30% de la papa semilla utilizada para la produccion
de papa en Uruguay es importada. Por otra parte, el control fitosanitario de la papa-semilla
con respecto a la sarna es visual, permitiéndose la entrada de hasta el 2% de semilla con
ataque severo, 5% de moderado y 20% de leve, teniendo en cuenta la cantidad de muestra
analizada (INASE, 2010). Esto significa que aun cumpliéndose las exigencias del control, es
posible el ingreso y dispersion de patdgenos de sarna comun.

La zafra en la cual hubo mayores pérdidas a causa de esta enfermedad, fue la del otofio de
2010 (Grela et al., 2010). En esa ocasion, de 3202 hectareas que se plantaron en el pais
(DIEA & MGAP, 2010), unas mil hectareas presentaron serios problemas de descarte de
tubérculos de papa por presencia de sintomas muy severos de sarna comun. Este descarte
gue significé en varios casos de hasta el 80% de lo cosechado, desconcert6 a productores y
técnicos no solo por una alta incidencia y severidad de la enfermedad, sino que ademas la
sintomatologia fue diferente a la caracteristica de la sarna comin observada hasta ese
momento. Los sintomas predominantes fueron pulstulas irregulares, corchosas,
sobresaliendo de la superficie de la papa y hoyos profundos irregulares con bordes
elevados de mas de 10 mm de profundidad. Los tubérculos presentaron ademas
esporulaciéon y presencia de micelio blanquecino que, confluian cubriendo gran parte del
tubérculo haciéndolo no apto para el comercio ni para su uso como semilla. Lo
anteriormente descrito evidencié que se estaba ante una problematica sanitaria diferente.
Ademas por presentar una agresividad muy importante en suelos acidos (menos de pH 5) y
en cultivos con riego, no se correspondia con las condiciones mas favorables para el

desarrollo de Streptomyces scabiei, patdégeno distribuido mundialmente.
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Lo antes expuesto llevd a considerar la posibilidad de estar ante un nuevo patégeno.
Ademés, esta situacion dejo en evidencia el desconocimiento que existia respecto al tema
sarna de la papa en nuestro pais y en particular, de las cepas de Streptomyces patdégenas
gue podrian estar presentes. Respondiendo a la preocupacién de los productores, se
elaboré un proyecto presentado al Programa CSIC-UdelaR que fue aprobado y ejecutado
(2011-2013). Como resultado de mi tesina de grado poseiamos una coleccién de unas 42
cepas de Streptomyces spp. aisladas a partir de tubérculos con sintomas, las cuales fueron
parcialmente identificadas mediante técnicas clasicas y moleculares. Dentro de las cepas
patégenas aisladas se identifico la especie S. acidiscabies como responsable de sarna
comun en el cultivo de papa durante la zafra de 2010. Esto represent6 el primer reporte de
este patdgeno en Uruguay (Lapaz et al., 2012).

Hasta el inicio de este trabajo poco se sabia respecto a la sarna de papa en nuestro pais,
en particular, sobre la epidemiologia de esta enfermedad en las diferentes regiones
productoras. En este sentido, los resultados obtenidos sobre identificacion y caracterizacion
de cepas de Streptomyces patdgenos de papa en Uruguay contribuiran a la implementacion
de mejores métodos de manejo de la enfermedad con el fin de garantizar una mayor
produccion. También serdn un importante insumo en los programas de mejoramiento
genético de variedades de papa, de forma de conocer el grado de resistencia/
susceptibilidad de los cultivares a las cepas patdgenas presentes, asi como en estudios

epidemiolégicos.

29



Justificacion, Objetivos y Descripcion de la tesis CAPITULO 1

JUSTIFICACION

La papa es uno de los principales alimentos consumidos en Uruguay y el primer cultivo
horticola en superficie cultivada. La produccion total es de 109 a 150 mil toneladas anuales.
Durante las ultimas zafras de papa en Uruguay, se han observado pérdidas significativas de
tubérculos por la presencia de sarna comun, provocando disminucién de la calidad y por
consiguiente, pérdidas econémicas muy importantes para los productores. Debido a que las
bacterias del género Streptomyces son saprofitas y capaces de sobrevivir en el suelo la
situacion se agrava mas, ya que en los suelos en donde el patégeno ha estado presente no
se podria recultivar con papa.

En los ultimos afos se ha enfocado la atencion sobre diversos aspectos de la sarna comun,
incluyendo las especies patdgenas y su distribucion, los métodos de deteccion,
patogenicidad y mecanismos de interaccion entre la bacteria y la planta. Sin embargo,
todavia no existen métodos totalmente eficaces para el control de esta enfermedad. Los
cultivares de papa resistentes serian el mejor y mas deseable método de control, pero ain
no hay cultivares comercialmente disponibles completamente resistentes. En tanto la sarna
comun conduce a la disminucién del valor de mercado por la deteriorada apariencia de los
tubérculos infectados, esta enfermedad sigue siendo un problema de importancia mundial.
La investigacion reciente se ha centrado en dos areas: (1) el conocimiento del patégeno, su
distribucién, y determinacion de las circunstancias en que se produce la enfermedad, y (2)
desarrollo de cultivares resistentes. Los factores que han obstaculizado el desarrollo de
cultivares resistentes incluyen las variables en las condiciones ambientales, la necesidad de
mejores fuentes de resistencia (en Solanum. tuberosum) y la variaciébn genética en las
poblaciones de patégenos. Por estas razones, las medidas de control tradicionales son
insuficientes y a menudo fracasan. El uso integrado de los métodos disponibles,
especialmente la plantacion de variedades con la mejor resistencia a los patdgenos
presentes en la regién, es actualmente la mejor opcion para el control. Para ello es

indispensable conocer cudles son las especies patdgenas presentes en el pais de interés
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(Dees & Wanner, 2012). El objetivo de nuestro proyecto es la generacion de conocimiento
en el tema, en particular, determinar cuéles son las especies de Streptomyces patdgenas de
papa en nuestro pais y su variabilidad genética, de forma de contribuir al establecimiento de

mejores estrategias para el control de la enfermedad.

OBJETIVOS Y DESCRIPCION DE LA TESIS

El objetivo general de esta tesis es generar conocimiento sobre las cepas de Streptomyces
spp. que afectan los cultivos de papa en Uruguay, de forma de contribuir en el
establecimiento de estrategias de control de la sarna comun.

Para ello se plantean los siguientes objetivos especificos:

1. Aislar e identificar cepas de Streptomyces causantes de sarna comun en Uruguay.

2. Caracterizar los aislamientos en funcién de su patogenicidad en papa y presencia de
genes de patogenicidad.

3. Evaluar la diversidad genética de los aislamientos mediante técnicas moleculares

(rep-PCR y MLST).

El primer y el segundo objetivo especifico se desarrollan en el capitulo 2, donde se
presentan los resultados de la caracterizacion de una coleccion de cepas de Streptomyces
spp. aisladas a partir de tubérculos con sintomas y suelos de diferentes regiones paperas
en Uruguay.

En el capitulo 3, se presentan los resultados de la identificacion de los aislamientos
mediante el método de MLSA y la evaluacion de la diversidad genética de los aislamientos

mediante las técnicas moleculares rep-PCR (BOX-ERIC-PCR) y MLST.
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Aislamiento y caracterizacion de especies de
Streptomyces causantes de sarna comun de la papa

en Uruguay

El contenido de este capitulo fue enviado para su publicacién en Plant Pathology en
Noviembre de 2014 con el titulo:

Isolation and characterization of Streptomyces species causing potato common scab in
Uruguay.

Autores: Lapaz M.I., Verdier E., Pianzzola M.J
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RESUMEN

En respuesta a las pérdidas econdmicas significativas en el cultivo de papa ocurridas
durante el otofio de 2010 en Uruguay, se realiz6 el aislamiento y caracterizacion de
Streptomyces spp. patdégenos causantes de sarna comun provenientes de tubérculos de
papa y suelos de diferentes regiones paperas. Se generd una colecciéon de 331 aislamientos
gue fue analizada respecto a la presencia de los genes necl, txtAB y tomA presentes en
una isla de patogenicidad (IPA). La patogenicidad fue evaluada en discos de papa donde
los aislamientos patégenos inducen necrosis. De acuerdo a ensayos en discos de papa o
por presencia de los genes responsables de la produccién de taxtomina A, ochenta y cinco
de los 331 aislamientos de Streptomyces spp. fueron clasificados como potenciales
patégenos. Se determindé la presencia de siete genotipos de la IPA: (n=56)
txtAB+/necl+/tomA+, (n=6) txtAB+/necl+/tomA-, (n=6) txtAB+/necl-tomA +, (n=7)
txtAB+/necl-tomA-, (n=2) txtAB-/necl+/tomA-, (n=1) txtAB-/necl-/tomA+ and (n=7) txtAB-
/necl-tomA-. Segun el relevamiento realizado, los Streptomyces causantes de sarna en
Uruguay son muy diversos con respecto a sus caracteristicas morfologicas y fisiologicas y
en particular, en el andlisis de secuencias del gen rpoB. En base a las relaciones
filogenéticas derivadas del analisis del gen rpoB, se identificaron aislamientos
principalmente como S. scabiei/S. stelliscabiei y S. acidiscabies, pero no todos los

aislamientos pudieron ser identificados por éste método.
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ABSTRACT

Isolation and characterization of common scab (CS) pathogen Streptomyces spp. from
Uruguayan potato tubers and soil samples was done in response to significant economic
losses due to CS on potato in autumn 2010. A collection of 331 isolates obtained were
analyzed for presence of Streptomyces Pathogenicity Island (PAI) genes necl, txtAB and
tomA. Pathogenicity was evaluated on tuber slices where pathogenic isolates induce
necrosis. Eighty-five of the 331 isolates were classified as putatively pathogenic in that they
were able to induce necrosis on tuber disks, or if they harbored genes responsible for
thaxtomin A production. Seven PAI genotypes were found; (n=56) txtAB+/necl+/tomA+,
(n=6) txtAB+/necl+/tomA-, (n=6) txtAB+/necl-/tomA +, (n=7) txtAB+/necl-/tomA-, (n=2)
txtAB-/necl+/tomA-, (n=1) txtAB-/necl-tomA+ and (n=7) txtAB-/necl-/tomA-. Streptomyces
causing CS on potato in Uruguay were found to represent a range of different species by
virtue of their diverse morphological and physiological and in particular rpoB sequence
analysis. On the basis of the phylogenetic relationships derived from rpoB sequences, we
identified isolates primarily as S. scabiei/S. stelliscabiei and S. acidiscabies and some

isolates could not be identified by this method.
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INTRODUCTION

Potato common scab (CS) is a widespread disease resulting in significant economic losses
throughout the world due to lesions affecting tuber surfaces. The causal agents are soil-
inhabiting Gram-positive bacteria belonging to Streptomyces consisting of more than 650
species (Loria et al., 2006; Euzeby, 2014). Streptomyces play a major role in nutrient cycling
and some produce antibiotics and other useful metabolites (Loria et al., 2006). The large and
diverse number of important bioactive compounds known to be produced by these bacteria,
however, may correspond to only 10% of their total capacity for production (Guo et al.,
2008). Despite the diversity of this genus, only a few species are plant pathogens. Among
them, the first described and best—characterized species, S. scabiei (synonym S. scabies),
seems to be cosmopolitan, although several recent reports indicate that it is infrequently
found in Europe. Other more geographically limited species are also associated with CS.
Among these are, e.g., S. acidiscabies, isolated from acid soils where S. scabiei is normally
suppressed and S. turgidiscabies first described in Japan. These species are considered to
be newly emerging pathogens (Loria et al., 2006; Bignell et al., 2010). Other Streptomyces
species that cause CS include S. europaeiscabiei identified in Europe, Korea and North
America (Bouchek-Mechiche et al., 2000; Flores-Gonzalez et al., 2008; Song et al., 2004;
Wanner, 2009) and S. stelliscabiei reported to be in France and the U.S. (Bouchek-
Mechiche et al., 2000; Wanner, 2006).

CS pathogenicity is associated with production of phytotoxic dipeptide, thaxtomin A, that
induces characteristic symptoms. The biosynthetic genes for this compound are clustered
together on the chromosomes of S. scabiei, S. turgidiscabies and S. acidiscabies. The txt
gene cluster is localized to a mobile pathogenicity island (PAI) in S. turgidiscabies (Kers et
al., 2005; Huguet-Tapia et al., 2014). This suggests that horizontal gene transfer likely
played a role in the acquisition of the txt gene cluster by Streptomyces spp., and consequent
potential emergence of new pathogenic Streptomycetes (Loria et al., 2006; Bignell et al.,

2014). Some studies have shown, however, that a number of Streptomyces isolates not
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having thaxtomin A genes are also CS pathogens (Wanner, 2004; Park et al., 2003a;
Péankova et al., 2012). Bignell et al. (2014) recently described other phytotoxic secondary
metabolites that may contribute to CS symptom development. This might explain why
isolates without thaxtomin A genes are still pathogenic and incite characteristic symptoms.
Genes including necl and tomA are involved in enhancing pathogenicity although they are
not essential for symptom development (Seipke & Loria, 2008; Wanner, 2009).

Identification of Streptomyces isolates is very difficult due the numerous species described
for this genus. The several sequenced genomes for Streptomyces are also very large, i.e,
between 6.5 and 11.9 MB (Zhou et al., 2011). The size as well as the plasticity of the
Streptomyces genome make species identification difficult (Labeda, 2011). The classical
approaches for identification of Streptomyces species involve describing morphological
traits, microscopy and biochemical techniques which are time-consuming and laborious.
Although these methods allow progress in the identification of isolates, it is not always
possible to identify the species. In recent years, development or refinement of molecular
methods offers many new possibilities for species identification. These methods include
species specific 16S rDNA gene sequencing, species-specific marker PCR methods,
detection of pathogenicity determinants and several DNA fingerprinting techniques (Guo et
al., 2008).

Potato is both the most cultivated and economically the most important horticultural crop in
Uruguay (MGAP & Mercado Modelo, 2011). Potato production in 2010, however, resulted in
unusually high economic losses due to CS, corresponding to losses of 29% of total potato
cultivation. Specifically, the disease was very aggressive and many tubers showed
particularly pitted and raised scab lesions (Lapaz et al., 2012). Uruguayan potato producers
have usually imported ca. 30% of seed tubers used in recent years, (DIEA & DIGEGRA,
2013). Plant health regulations allow importation of seed tubers that pass a visual control for
CS. This visual control is not rigorous enough to avoid entrance of the causal agent for CS
disease, and new strategies to screen for the presence of the pathogen are clearly needed.
To our knowledge, an exhaustive identification and genetic characterization of Streptomyces

37



Introduction CAPITULO 2

spp. causing CS in Uruguay, traditionally a potato producing country, was not previously
undertaken. The aim of the present study was to isolate and characterize Streptomyces

species from CS lesions on potato and from horticulture field soils in Uruguay.
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MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains and culture conditions

Five Streptomyces spp. reference strains representing the most important species
associated with potato CS were included for phenotyping and genotyping studies: S. scabiei
DSM41658" (T, type strain); S. stelliscabiei DSM41803"; S. europaeiscabiei DSM41802"; S.
acidiscabies DSM41668" and S. turgidiscabies DSM41838". Type strains were purchased
from the DSMZ culture collection (Braunschweig, Germany). Additionally, 20 unknown
Streptomyces spp. strains were kindly provided by Departamento de Proteccion Vegetal
(Fitopatologia), Facultad de Agronomia, Montevideo, Uruguay. These strains were isolated
from potato tubers during the severe CS outbreak in 2010. Streptomyces isolates and
reference strains were routinely cultured on yeast-malt extract agar (YME) (Shirling &

Gottlieb, 1966) at 28°C and maintained as spore suspensions in 20% glycerol at -70°C.

Isolation of Streptomyces spp. from necrotic lesions on potato tubers

Potato tubers and imported seed potato showing symptoms of CS were obtained from potato
growers and farmer advisers. The potato tuber samples were from main potato-growing
areas, departments San José, Canelones and Rocha, Uruguay in 2010, 2011 and 2012.
Several methods were used to isolate Streptomyces spp. from tubers. In the first method,
tubers were washed, surface-sterilized with 1.0% sodium hypochlorite (NaOCI) for 1 min and
rinsed with sterile distilled water. Scab lesions were excised and ground with a mortar and
pestle in sterile distilled water (1 g/10 mL). One mL of homogenate was mixed with 9 mL of
phenol-water suspension (1:140). Dilutions of the homogenate/water-phenol mixture were
spread on Nystatin, polymixin, penicillin, cycloheximide (NPPC) water agar (Williams &
Davies, 1965) and incubated at 28°C for 4 to 14 days (Lehtonen et al., 2004).

The second, method used was that of Loria et al. (2010). This involved surface sterilization

of tubers as above. A portion of whole tissue was placed in a tube containing 1 mL sterile
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distilled water and immersed in a 60°C water bath for 0.5 h, then spread onto NPPC water
agar.

The third method for isolating Streptomyces spp. from scab lesions is a modified method of
Loria et al. (2010). A portion of lesion was sterilized and rinsed as the tubers above and then
macerated in 2 mL sterile distilled water. Dilutions of macerated tissue were spread on
NPPC water agar and incubated at 28 °C for 10 to 14 days.

For all methods, colonies characteristic of Streptomyces were transferred onto fresh YME
and incubated at 28°C for 5 to 7 days. Subsequent transfer to fresh medium was done to

obtain pure cultures.

Isolation of Streptomyces spp. from soil

Soil samples were collected from various potato fields in San José, Uruguay. Isolation of
Streptomyces spp. from soil was done essentially as described by Loria et al. (2010). Air
dried soil (10 g) was added to 100 mL sterile distilled water, and agitated on a shaker for 10
min. Five successive tenfold dilutions of the soil suspension were made using sterile water
and 0.1 mL of the three most dilute suspensions were spread uniformly on NPPC water
agar. Plates were incubated at 28°C for 7 to 10 days and characteristic powdery
Streptomyces colonies were transferred to fresh medium. Pure cultures were obtained

through repeated culturing of single colonies on YME medium.

CS pathogenicity assay

Pathogenicity was tested on tuber slices as described previously (Loria et al., 1995).
Cultures of test strains were grown on YME agar medium for 5 to 7 days at 28°C, and agar
plugs from the sporulating colonies were transferred onto disks of excised tuber tissue. Disks

were incubated at 28°C in the dark and evaluated for the presence of necrosis after 5 days.
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S. scabies DSM41658 was included as positive control and sterile water was used as

negative control. All tuber slice assays were repeated three times.

Morphology and physiological characterization

Morphological and physiological characterization was based on methods of the International
Streptomyces Project (ISP) (Shirling & Gottlieb, 1966; Loria et al., 2010). YME (ISP2) agar
was used to assess colony and spore color. Tyrosine agar (ISP7) was used to determine
production of melanin. Water agar cultures were used to determine spore-chain type by
direct microscopic examination. Carbon utilization medium (ISP9) was used to assess
utilization of D-glucose and raffinose. Carbon source solutions were sterilized by filtration
and added to autoclaved ISP9 medium to 1% final concentration (w/v). Growth on different

carbon sources at 28°C was assessed for up to 10 days.

DNA isolation

Genomic DNA was isolated from Streptomyces by the method of Zhou et al. (1996) with
slight modification. Strains were grown in 5 mL YME for 2 days at 30°C then cells were
harvested by centrifugation for 20 min and frozen at -20°C. Resulting pellets were
suspended in 0.5 mL TE25S buffer (25 mM Tris-HCI, 25 mM EDTA, pH 8.0; 0.3 M sucrose).
Lysozyme was added to a concentration of 2 mg/mL and incubated at 37°C for 0.5-1 h. SDS
and proteinase K were then added at final concentrations of 0.6% and 0.2 mg/mL,
respectively, and incubated at 55°C for 1 h. 0.2 volumes of 5 M NaCl was added to the lysed
cell suspension, followed by 0.1 volume 10% Cetyl trimethyl ammonium bromide (CTAB) in
0.7 M NaCl and incubated for 10 min at 55°C. One volume of chloroform:isoamyl alcohol
(24:1) was added and the lysate was incubated at room temperature for 0.5 h with frequent

inversion. The mixture was centrifuged at 4500 g for 15 min and aqueous phase was
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transferred to a new tube. RNase A was added to the aqueous phase to 50 pg/mL and
incubated at 37°C for 0.5 h. DNA was precipitated by adding 0.6 volumes of ice-cold
isopropanol and centrifuged at 13000 g at 4°C for 10 min. DNA was rinsed with 0.5 mL 70%

ethanol, dried and dissolved in 50 uL of sterile distilled water.

PAI marker genes

Genomic DNA from reference strains and Streptomyces spp. isolates was analyzed by PCR
for the presence of genes characteristic of the S. turgidiscabies PAI as described by Kers et
al. (2005). Amplifications were performed using specific primer pairs: TxtAB1l- TxtAB2
(Wanner, 2006) and TxtA1-TxtA2 for the txtAB operon (Wanner, 2004), Tom3-Tom4 for the
tomA gene (Wanner, 2006), and Nf-Nr for the necl gene (Bukhalid et al., 1998) (Table 2.1).
PCR analyses were done in 25 uL containing 75 mM Tris-HCI, pH 8.8, 20 mM (NH4),SOy,
0.01% Tween 20, 1.0 to 2.0 mM MgCl, (Wanner, 2006), 200 uM each dNTP, 12.5 pmol each
primer, 1.0 U of Tag DNA polymerase (recombinant) (Thermo Scientific) and 2 to 25 ng of
DNA template. The time and temperature conditions for PCRs were done as described by
Wanner (2006). Amplified DNA fragments were separated on 1.5% agarose gels and

analyzed after staining with ethidium bromide.

Dot blot analysis of txtAB gene

Dot blot analysis was done to confirm presence/absence of the txtAB operon in isolates
using S. scabiei strain DSM 41658 as positive control and Ralstonia solanacearum strain
UW551 as negative control. The txtAB PCR amplicon (385 bp) was gel purified using a
QIAquick ® Gel extraction kit (Qiagen). 1 ug purified amplicon was biotinylated with dATP
using the BioNick™ Labeling System kit (Invitrogen) for use as probe. Total genomic DNAs
were extracted as described above. The quantity and quality of eluted DNA was measured

using a NanoDrop spectrometer. 2 ug of each DNA sample was spotted onto a Hybond-N+
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membrane (Amersham) and dried 2 h at room temperature. The membrane was placed in a
bag and washed with 2x SSC. The 2x SSC solution was then poured out and replaced with
denaturation solution (0.5 M NacCl, 0.2 M NaOH) and incubated for 5 min. The membrane
was rinsed with neutralization solution (1 M NaCl, 0.5 M Tris-HCI, pH 8.0) for 10 min.
Prehybridization solution (0.34 M Na,HPO,, 0.16M NaH,PO,4.H,0O, 7.5% sodium dodecyl
sulfate (SDS), 1 mM EDTA, pH 7.2) was added and the membrane was incubated at 65°C
for 1 h. The pre-hybridization solution was replaced with the hybridization mix consisting of
pre-hybridization solution and biotinylated probe, and incubated at 65°C for 16-24 h. After
hybridization, the membrane was washed for 5 min in 2x SSC/1% SDS followed by two 15
min washes with 2x SSC/0.1% SDS, 20 min at 42°C, then rinsed in 1x SSC, 0.1% SDS
twice, and finally 15 min in 0.5x SSC, 0.1% SDS at 42°C. Detection was done using the
Phototope-Star Detection Kit (New England BioLabs ® Inc.). Finally, membranes were dried
and exposed to Hyperfim™ MP (Amersham Biosciences) for 2 h to detect and measure

hybridization.

Species identification by PCR

Taxonomy-related 16S rRNA and the RNA polymerase beta subunit (rpoB) genes were
amplified by PCR using primer pairs 16S1F/16s 455-435 (Bukhalid et al., 2002) and
SRPOF1/SRPOR1 (Kim et al.,, 2004), respectively (Table 2.1). Additional primers for
Streptomyces spp. identification based on 16S rDNA were also tested (Wanner, 2006).
Specific primers used for Streptomyces spp. included S. scabiei and S. europaeiscabiei
(scablm and scab2m), S. acidiscabies (Acil and Aci2), S. stelliscabiei (Stel3 and T2st2) and
S. turgidiscabies (Turglm and Turg2m) (Table 2.1). PCR reaction using primers based on
16S rRNA gene were done as described above for PAI marker genes. Thermal cycling
conditions were done as described by Wanner (2006). The rpoB amplifications were done in
25 pL containing 75 mM Tris-HCI, pH 8.8, 20 mM (NH,),SO,, 0.01% Tween 20, 1.5 mM

MgCl,, 250 pM each dNTP, 12.5 pmol each primer, 1.25 U of Tag DNA polymerase
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(recombinant) (Thermo Scientific), 25 to 140 ng DNA template. The rpoB gene was amplified
using thermal cycling conditions modified from Kim et al. (2004) preceded by an initial
denaturing step at 95°C for 3 min and a annealing temperature of 56°C. Amplified DNA
fragments were separated on 1.5% agarose gels and visualized with ethidium bromide under

UV light.

Table 2.1. Primer pairs used for amplification of gene fragments in Streptomyces

Target gene Primers Nucleotide sequence (5’-3’) Reference?
Universal Bacterial 16s1F ACTTTCGCTTCTTCCCTGCT 12
(16S rRNA) 16s 455-435 CATTCACGGAGAGTTTGATCC ’
S. acidiscabies Acil TCACTCCTGCCTGCATGGGCG )
(16S rRNA) Aci2 CGACAGCTCCCTCCCACAAG
S. scabiei /S. scablm CGACACTCTCGGGCATCCGA )
europaeiscabiei (16S rRNA) scab2m TTCGACAGCTCCCTCCCTTAC
S. stelliscabiei Stel3 GAAAGCATCAGAGATGGTGCC )
(16S rRNA) T2st2 CGACAGCTCCCTCCCCGTAAG
S. turgidiscabies Turglm CCCTCGCATGGGGGTGGGTTC 5
(16S rRNA) Turg2m CGACAGCTCCCTCCCCGTGAG
Nf ATGAGCGCGAACGGAAGCCCCGGA
necl gene
Nr GCAGGTCGTCACGAAGGATCG
TxtAl CACGTACGCGCAGTTCAATG
tXtA gene 3
TxtA2 AGATGATGTAGGCGGGACTC
TxtAB1 CCACCAGGACCTGCTCTTC
tXtAB operon 2
TxtAB2 TCGAGTGGACCTCACAGATG
Tom3 GAGGCGTTGGTGGAGTTCTA
tomA gene 2
Tom4 TTGGGGTTGTACTCCTCGTC
SRPOF1 TCGACCACTTCGGCAACCGC
rpoB gene 3

SRPOR1 TCGATCGGGCACATGCGGCC

References: 1 (Bukhalid et al., 2002); 2 (Wanner, 2006); 3 (Kim et al., 2004); 4 (Bukhalid et al., 1998);
5 (Wanner, 2004).
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Amplicon purification, gene sequencing and sequence editing

16S rDNA and rpoB amplicons were purified and sequenced by Macrogen Services
(Kumchun-ku, Seoul, Korea), using primers listed in Table 2.1. Sequences were edited and
analyzed using BioEdit Sequence Alignment Editor 7.0.4.1 software (Hall, 1999) and
compared to the GenBank nr database using the BLAST algorithm (Altschul et al., 1997).
New sequences generated in this study were deposited in GenBank under accession

numbers KM283417-KM283420 and KM504303-KM504377.

Phylogenetic analyses of rpoB gene

Sequences of an uninterrupted 306 bp internal fragment of the rpoB gene amplified from
DNA of a number of different isolates as well as control strains were aligned using ClustalW
Mega. Phylogenetic trees were inferred using the neighbor-joining (Saitou & Nei, 1987), and
maximum-parsimony (Fitch, 1972) methods. The distance (percent divergence) was
calculated between all pairs of sequences based on the alignment. The neighbor-joining and
maximum-parsimony methods were done using MEGA version 5.0 (Tamura et al., 2011).
The resultant neighbor-joining tree and topology were evaluated using 1000 bootstrap

analyses (Hillis & Bull, 1993).
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RESULTS

CS pathogens were collected from 2010 through 2012 from fields located in the main potato
production regions in Uruguay. Tubers sampled in this survey exhibited diverse symptoms,
ranging from mild superficial to deep-pitted lesions (Figure 2.1). A total of 331 Streptomyces
isolates were obtained from both necrotic tuber lesions and from soils. Eighty-five
Streptomyces spp. isolates of the 331 were determined to be putatively pathogenic,
including 52 isolates from necrotic lesions on potato tubers and 33 isolates from soil samples
(Table 2.2). This Table includes whether isolates were from seed potato or a potato growing
region in Uruguay, the year obtained, species designation, whether they were obtained from
one of the three CS symptom types on tubers or from soil, data on PAI gene presence and
pathogenicity on tuber discs as well as morphological and physiological data used in

differentiating species.

a

Low

Figure 2.1. CS symptom classification on potato tubers used in this study. (a) Superficial lesions.
(b) Raised lesions. (c) Pitted lesions.

46



Results

CAPITULO

Table 2.2 Phenotypic and genetic characterization of Streptomyces spp. isolates predicted to cause CS on potato in Uruguay and reference

strains.
Origin Sample Morphological and physiological traits
Source Utilization
Isolate/type Genera/ of Spore Colony Melanin Pathogenicity
strain species?® Year Location isolates Symptom color® color® production® Raffinose® PAI° assay'

ST101 Ssp 2010 Seed Tuber  Superficial W Be m r TNT -
ST102 Ssp 2010 Seed Tuber  Superficial W Be m r TNT -
ST103 Sac 2010 SanJosé Tuber Pitted w Br m r TNT +
ST104 Sac 2010 SanJosé Tuber Pitted w Br m r TNT +
ST105 Sac 2010 SanJosé Tuber Pitted w Br m r TNT +
ST106 Sac 2010 SanJosé Tuber Pitted w Br m r TNT +
ST107 Sac 2010 SanJosé Tuber Pitted w Br m r TNT +
ST108 Sac 2010 San José Tuber Pitted w Br m r TNT +
ST109 Sac 2010 San José Tuber Pitted w Br m r TNT +
ST1010 Sac 2010 San José Tuber Pitted w Br m r TNT +
ST1011 Sac 2010 San José Tuber Pitted w Br m r TNT +
ST1012 Sac 2010 San José Tuber Pitted w Br m r tnt +
ST1013 Sac 2010 San José Tuber Pitted w Br m r TNT +
ST1014 Sac 2010 San José Tuber Pitted w Br m r TNT +
ST1015 Sac 2010 Canelones Tuber Pitted w Br m r TNT +
ST1016 Sac 2010 Canelones Tuber Pitted w Br m r TNT +
ST1017 Sac 2010 Canelones Tuber Pitted w Br m r TNT +
ST1018 Sac 2010 Canelones Tuber Pitted w Br m r TNT +
ST1019 Sac 2010 Canelones Tuber Pitted w Br m r TNT +
ST1020 Sac 2010 Canelones Tuber Pitted w Br m r Tnt +
ST1021 Sac 2010 Canelones Tuber Pitted w Br m r tnt +
ST111 Sac 2011 SanJosé Tuber  Superficial W Br m r TNT +
ST112 Sac 2011 San José Tuber  Superficial W Br m r TNT +
ST113 Sac 2011 Rocha Tuber Raised w Br m r TNT +

—_——— — e
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Origin Sample Morphological and physiological traits
Source Utilization
Isolate/type Genera/ of Spore Colony Melanin of Pathogenicity
strain species?® Year Location isolates Symptom color® color® production® Raffinose® PAI° assay'
ST114 Sac 2011 Rocha Tuber  Superficial W Br m r TNT +
ST115 Sac 2011 Rocha Tuber Raised W Br m r TNT +
ST116 Sac 2011 San José Tuber  Pitted w Br m r TNT +
ST119 Ssp 2011 SanJosé Soil w Be M NT TNT +
ST1113 Ssc/Sst 2011 San José Tuber  Raised G Br M R TNT +
ST1114 Ssc/Sst 2011 SanJosé Tuber  Pitted G Br M R TNT +
ST1115 Ssp 2011 Seed Tuber  Superficial G Br M NT TNT +
ST1116 Ssp 2011 Seed Tuber W Be M NT ™T +
ST1117 Ssp 2011 SanJosé Soll G Be M NT TNT -
ST1118 Ssp 2011 SanJosé Soil w Be NT NT TNt +
ST1119 Ssp 2011 SanJosé Soll W Be m NT tnt +
ST1121 Ssp 2011 SanJosé Soll G Br M NT TNt +
ST1122 Ssp 2011 SanJosé Soll G Be m NT tNt -
ST1123 Ssp 2011 SanJosé Soll G Br m NT Tnt +
ST1124 Ssp 2011 SanJosé Soll G Br m NT TNT +
ST1125 Ssp 2011 SanJosé Soll G Br M NT TNT +
ST1126 Ssp 2011 SanJosé Soll G R m NT TNT -
ST1127 Ssp 2011 SanJosé Soll G Br m NT TNt +
ST1128 Ssp 2011 SanJosé Soll W Br m NT TNT +
ST1130 Ssp 2011 SanJosé Soll G Be m NT TNt +
ST1131 Ssp 2011 SanJosé Soll G Br M NT ™T +
ST1132 Ssp 2011 SanJosé Soll G Be m NT tNt +
ST1133 Ssp 2011 SanJosé Soll W Br m NT tnt +
ST1134 Ssp 2011 San José Soll G Br NT NT TNT +
ST1135 Ssp 2011 San José Soll W Be M NT Tnt +
ST1136 Ssp 2011 SanJosé Soll W Br M NT ™T +
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Origin Sample Morphological and physiological traits
Source Utilization
Isolate/type Genera/ of Spore Colony Melanin of Pathogenicity
strain species?® Year Location isolates Symptom color® color® production® Raffinose® PAI° assay'
ST1137 Ssp 2011 SanJosé Soil G Br NT NT tnT +
ST1140 Ssp 2011 Seed Tuber Raised G Br M R TNT +
ST1141 Ssp 2011 Seed Tuber  Superficial W Br NT NT Tnt +
ST1142 Ssp 2011 San José Soll G Br M NT TNt +
ST121 Ssp 2012 San José Tuber Pitted W Br m r ™T +
ST122 Ssp 2012 San José Tuber  Pitted G Br m r TNT +
ST123 Ssp 2012 San José Tuber  Pitted G Be M R ™T +
ST124 Ssc/Sst 2012 San José Tuber  Supefficial G Br M R TNT +
ST125 Ssc/Sst 2012 San José Tuber  Pitted G Br M R TNT +
ST126 Ssc/Sst 2012 San José Tuber  Superficial G Br M R TNT +
ST127 Ssc/Sst 2012 San José Tuber Pitted G Br M NT TNT +
ST128 Ssc/Sst 2012 San José Tuber Pitted G Br M R TNT +
ST129 Ssc/Sst 2012 San José Tuber Pitted G Br M R TNT +
ST1210 Ssc/Sst 2012 San José Tuber Pitted G Br M R TNT +
ST1211 Ssp 2012 San José Soll G Br M NT ™T +
ST1212 Ssp 2012 San José Soll W Be M NT TNT +
ST1213 Ssp 2012 San José Soll G Br m NT TNT +
ST1214 Ssp 2012 San José Soll G Br m NT TNT +
ST1216 Ssp 2012 San José Soll G Be m NT tnt +
ST1217 Ssp 2012 San José Soll G Br m NT tnt +
ST1218 Ssp 2012 San José Soll W Br m NT TNT +
ST1219 Ssp 2012 San José Soll G Br m r TNT +
ST1221 Ssp 2012 San José Soll G Br m NT Tnt +
ST1222 Ssp 2012 San José Soll W Be m NT tNt +
ST1223 Ssp 2012 San José Soll G Br M NT tnt +
ST1224 Ssp 2012 San José Soll G Br m NT TNt +
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Origin Sample Morphological and physiological traits
Source Utilization
Isolate/type Genera/ of Spore Colony Melanin of Pathogenicity
strain species?® Year Location isolates Symptom color® color® production® Raffinose® PAI° assay'
ST1225 Ssp 2012 San José Soil G Br m NT Tnt +
ST1226 Ssp 2012 San José Tuber Superficial G Br m r TNT -
ST1227 Ssp 2012 San José Tuber Superficial G Be M NT TNT +
ST1228 Ssp 2012 San José Tuber  Superficial G Be m NT Tnt +
ST1229 Ssp 2012 San José Tuber  Pitted G Br M R TNT +
ST1230 Ssc/Sst 2012 San José Tuber  Superficial G Br M R TNT +
ST1232 Ssc/Sst 2012 San José Tuber  Superficial G Br M R TNT +
ST1233 Ssp 2012 San José Tuber  Pitted G Br M R TNT +
ST1234 Ssp 2012 San José Tuber Superficial G Br M R TNT +
ST1236 Ssc/Sst 2012 San José Tuber  Superficial G Br M R TNT +
DSM41658 Ssc G Br M R TNT +
DSM41803 Sst G Br M R TNT +
DSM41802 Seu G Br M R TNT +
DSM41668 Sac W Br m r TNT +
DSM41838 Stu G Be m R TNT +

®Ssp, Streptomyces spp., S. scabies (Ssc), S. turgidiscabies (Stu), S. acidiscabies (Sac), S. europaeiscabiei (Seu) and S. stelliscabiei (Sst).

vG, gray; W, white; Br, brown; Be, beige; R, red.

°M = production of melanin. m =No production of melanin. NT, not tested.

R = Utilization of raffinose. r = no utilization of raffinose.

® Presence of genes associated with the Streptomyces PAI: first T= txtAB present, t=txtAB absent; N= necl present, n=necl1 absent; second T=tomA present,
t=tomA absent.

"+ = Necrosis. - = No necrosis.
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Phatogenicity Test and PAI Genotyping

The 85 putatively pathogenic isolates were designated according to either their pathogenicity
on potato tuber slices or presence of genes involved in thaxtomin A production (i.e, txtAB
operon) as tested by PCR (see Table 2.2).

Amongst the isolates that were predicted to be pathogenic, seven PAI genotypes were
found; (n=56) txtAB+/necl+/tomA+, (n=6) txtAB+/necl+/tomA-, (n=6) txtAB+/necl-tomA+,
(n=7) txtAB+/necl-tomA-, (n=2) txtAB-/necl+/tomA-, (n=1) txtAB-/necl-tomA+ and (n=7)
txtAB-/necl-/tomA- (Table 2.2). Isolates with haplotype txtAB-/necl+/tomA+ were not found.
Plant pathogenicity in Streptomyces is considered to be based on production of thaxtomin A
toxin, which is also reported to be the only known pathogenicity determinant for CS (Bignell
et al., 2010). The primer pair for amplifying the txtAB operon yielded no PCR product for ten
isolates (Table 2.2). Dot blot analysis was performed to confirm the absence of the txtAB
operon in these ten isolates. The dot blot assay showed that a txtAB probe hybridized with
S. scabiei strain DSM 41658 genomic DNA but not with DNA from isolates St1012, St1021,
St1119, St1132, St1133, St1137, St1216, St1217, St1222, St1223 and the negative control
R. solanacearum strain UW551. These results confirmed that these ten isolates lack a txtAB
operon homolog; however, they were still able to incite CS in the pathogenicity assay.
Pathogenicity testing revealed that 83 of the isolates were pathogenic. Necrosis was visible
4 days after inoculation on potato tuber disks inoculated with positive control S. scabiei strain
DSM 41658. No necrosis or any color changes of the tuber disks were observed when sterile
distilled water was used as negative control (Figure 2.2). Seventy three of 75 isolates PCR
positive for txtAB were able to induce necrosis on tuber disks. Two isolates with PAI
genotype txtAB+/necl+/tomA+, were unable to induce necrosis on tuber disks in our assay.
The ten isolates PCR negative for the txtAB operon but were still pathogenic in tuber disks
indicates, that factors other than production of thaxtomin A can be responsible for CS

symptom development. Also, a nonpathogenic isolate of Streptomyces spp. (St1122) had
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the PAI genotype, txtAB-/necl+/tomA-. This suggests that host background may be

necessary for PAI function. This isolate was included in Table 2.2.

Figure 2.2. Pathogenicity assays using potato cv. Chieftain tuber slices: necrotic halos produced
around agar plugs from 5-day-old YME agar cultures of isolates St1227 (right), St1126 (middle),
and water only (left).

Morphological and physiological traits

A total of 331 isolates formed colonies phenotypically characteristic of Streptomyces spp.
when grown on yeast malt extract (YME) media. Eighty-five pathogenic isolates, five
references strains and a nonpathogenic isolate were compared for colony and spore color in
mass. Appearance, colony and spore color varied among isolates on YME media.
Pathogenic isolates had colony colors ranging from cream to brown and red and produced
spores ranging in color from white and light gray to dark gray. Isolates were tested for
melanin production and raffinose utilization. Amongst the pathogenic isolates, nine different
phenotypes were found; G/Be/M/R, G/Be/m/NT, G/Br/M/R, G/Br/m/r, W/Be/m/r, W/Be/M/NT,
W/Br/im/r, W/BIH/M/INT and G/R/m/NT (Table 2.2). These morphological and physiological
traits, though consistent with previous studies (Wanner, 2006), did not provide sufficient

information to distinguish Streptomyces isolates at the species level.
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Species identification by PCR

Diversity in Streptomyces species in the Uruguayan isolate collection was analyzed using
four PCR primers to specifically amplify 16S rDNA gene fragments from five plant-
pathogenic Streptomyces spp.: S. scabiei/S. europaeiscabiei, S. acidiscabies, S. stelliscabiei
and S. turgidiscabies (Table 2.1). As shown in Fig. 2.3A and B, primer pairs designed to
specifically amplify 16S rDNA from DNA of strains of S. acidiscabies (A) and strains of S.
scabiei/S. europaeiscabiei (B), amplified a fragment of the expected size from strains of S.
acidiscabies (A, lane 2) and strains of S. scabiei/S. europaeiscabiei (B, lanes 1 and 3),
respectively. Some background amplification is also seen in other lanes showing
amplification products produced from DNA of the five species being tested for both Fig. 2.3A
and B. Fig. 2.3C shows that the primer pair specific for S. turgidiscabies indeed amplifies the
expected fragment from DNA of S. turgidiscabies (C, lane 5), however this primer pair also
significantly amplifies a fragment from S. acidiscabies (C, lane 2), in addition to background
amplification as noted above. The primer pair specific for S. stelliscabiei was found to be the
least specific of these 4 primer pairs. In addition to amplifying a fragment from S.
stelliscabiei, nearly the same amplification was also seen using either S. scabiei (D, lane 1)
or S. turgidiscabies (D, lane 5) DNA as template. Significant amplification was also seen with
this primer pair using S. acidiscabies or S. europaeiscabiei DNA as template. As such, we
found that only 2 of the 4 primers were suitable for distinguishing and identifying the four
species analyzed. As discussed below, however, there are other described species of
Streptomyces that can incite CS, and our study in addition suggests that even more species
may be found. We then investigated other markers that might be useful in distinguishing

Streptomyces species.
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Figure 2.3. Agarose gel analysis of amplification products using species-specific 16S rDNA primer
pairs and DNA template from different Streptomyces species. A, strains of S. acidiscabies; B, strains
of S. scabiei/S. europaeiscabiei; C, strains of S. turgidiscabies; and D, strains of S. stelliscabiei.
Lanes 1 to 5 are reference strains (S. scabiei DSM41658; S. acidiscabies DSM41668; S.
europaeiscabiei DSM41802; S. stelliscabiei DSM41803 and S. turgidiscabies DSM41838,
respectively). Lane 6 is the negative control (miliQ water). L, GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo
Scientific).

Phylogenetic analysis based on rpoB sequences suggests that this is a powerful tool for
phylogenetic analysis and species differentiation within the genera Streptomyces and
Kitasatospora (Kim et al., 2004). Using the rpoB primer set SRPOF1 and SRPOR2, a 352 bp
fragment was generated from 61 pathogenic isolates and reference strains (S. stelliscabiei;
S. scabiei; S. acidiscabies and S. turgidiscabies). Sequence analysis of the 61 fragments
resulted in resolving a common continuous 306 bp segment that could be used for
phylogenetic analysis. The sequences of 5 reference strains (EF101622.1, EF101631.1,
EF101626.1, EF101632.1 and EF101624.1) and an outgroup (CP002441.1) were obtained
from public databases and included in the analysis. Multiple alignment of the 306 bp rpoB
sequences analyzed did not result in any gaps or additions.

The rpoB phylogenetic analysis revealed genetic variation among isolates from Uruguay. In
the tree shown in Fig. 2.4, Group 1 (25 isolates) clustered with or in close proximity to S.
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acidiscabies reference strains. These isolates had morphological and physiological
characteristics similar to those of S. acidiscabies type strain DSM41668. They produced
white spores, did not produce melanin on tyrosine agar and did not utilize raffinose as a
carbon source. This group is divided into two smaller groups, with Group 1A clustering closer
to S. acidiscabies reference strains than Group 1B. Group 2 (12 isolates) clustered with or in
close proximity to S. scabiei and S. stelliscabiei. These isolates had characteristics similar to
type strains for S. scabiei and S. stelliscabiei. They produced gray spores, produced melanin
on tyrosine agar medium and utilized raffinose as a carbon source.

Group 3 consisted of five isolates that are in the same cluster with S. europaeiscabiei and S.
turgidiscabies. Isolates of Group 3 had phenotypic characteristic similar to S.
europaeiscabiei. The Group 4 (3 isolates) clustered in close proximity to S. ipomoeae
reference strains. Isolates of Group 4, however, had phenotypic characteristic different from
those of S. ipomoeae as well as each other. The largest number of isolates (25 isolates)
belonged to S. acidiscabies, based on rpoB sequence data (Table 2.2). These isolates were
from the main potato-growing areas of San José, Canelones and Rocha in 2010 and 2011.
Nearly all (23 isolates) of these isolates were txtAB positive, and 22 had all three PAI marker
genes. All 23 txtAB positive isolates tested were able to induce necrosis on tuber disks. The
12 isolates belonging to Group 2 (the S. scabiei/S. stelliscabiei group) were all from San

José, and had all three PAI marker genes.
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Figure 2.4. Phylogenetic relationships between 61 Streptomyces spp. Uruguayan isolates and
reference strains (see Table 2.2 for details on isolates and strains) based on partial nucleotide

sequences (306 bp) of the gene rpoB.

The tree was constructed using the neighbor-joining method. Percentages at nodes represent levels
of bootstrap support from 1000 resampled datasets. Bootstrap values less than 50% are not shown.
Solid circles indicate that the corresponding node (grouping) was also recovered in the maximum-
parsimony tree. Nocardiopsis dassonvillei subsp. dassonvillei DSM 43111 was used as outgroup.
The bar represents a phylogenetic distance of 0.01. GenBank accession numbers are given in

parentheses.
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DISCUSSION

This study summarizes is the first extensive characterization of CS-inciting Streptomyces
species isolated from infected tubers and soils in Uruguay. The unusually significant
economic losses due to the spread of CS in Uruguay in autumn 2010 prompted an urgent
need to fully understand the CS pathogen complex in as much detail as possible (Grela,
2010). Streptomyces causing CS on potato in Uruguay were found to represent a range of
different species by virtue of their diverse morphological and physiological properties as well
as by 16S rDNA gene and in particular rpoB sequence analysis. Phylogenetic relationships
derived from rpoB sequences as well as phenotypic characteristics provided the most useful
information for species identification. Eighty-five putatively pathogenic Streptomyces spp.
isolated were characterized in the present study: 25 could be assigned to S. acidiscabies
and 12 to S. scabiei/S. stelliscabiei. Five isolates clustered with S. europaescabies and in
addition three isolates clustered in proximity to S. ipomoeae (causal agent of soil rot of sweet
potato). Nineteen of the 61 isolates analyzed using rpoB sequences for Streptomyces
species identification could not be assigned to any of the five principal CS species
investigated here. These 19 isolates may be related to others of the hundreds of described
species within the genus Streptomyces and were not evaluated further in this survey.

Only two of the four species-specific 16S rRNA gene primer pairs sets could be used to
distinguish between the 5 main CS-inciting Streptomyces species. A possible explanation is
that the 16S rDNA gene can be multicopy gene, and more than one sequence may be in the
genome of an isolate. It has been reported that, although rare, some Streptomyces strains
possess multiple 16S rDNA gene copies with different sequences (Ueda et al.,, 1999).
Previous studies of Streptomyces also noted that rpoB gene sequences provide a greater
discrimination at the species and strain levels, in comparison with 16S rRNA gene
sequences (Kim et al., 2004; St-Onge et al., 2008). The Song group in Korea reported that
the 16S rRNA sequences of S. europaeiscabiei, e.g., were differentiated from those of S.

scabiei by one nucleotide substitution. Sequences of the 16S rRNA gene were therefore
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considered highly similar for these two species, and thus not suitable for discriminating
between these species (Song et al., 2004). Our study shows that reference strains S. scabiei
and S. europaeiscabiei formed two distinct clusters in the rpoB phylogenetic tree. The two
species could thus be readily distinguished using the rpoB gene sequences. However, S.
scabiei and S. stelliscabiei were in the same cluster in the rpoB sequence analysis,
suggesting that the rpoB fragment used in this study was not generally suitable for
distinguishing all Streptomyces species causing CS.

S. acidiscabies was isolated from samples from several different locations and was also
found to be the species most frequently isolated from CS lesions in Uruguay during 2010. In
addition, S. acidiscabies was determined to be the causal organism of CS disease that
resulted in the greatest economic losses in 2010 (Lapaz et al., 2012). S. acidiscabies was
first isolated from low pH soils in the U.S. (Lambert & Loria, 1989a) and was later found in
Canada, China, Japan, Korea, the UK and Uruguay (Song et al., 2004; St-Onge et al., 2008;
Thwaites et al., 2010; Téth et al., 2001; Zhao et al., 2010; Lapaz et al., 2012).

S. acidiscabies and S. scabiei/S. stelliscabiei were detected and isolated in Uruguay in 2011,
however during 2012 only isolates of S. scabiei/S. stelliscabiei were found. S. scabiei has
also been described as the most abundant CS-causing Streptomyces species worldwide
(Loria et al., 1997). With the advent of molecular genetic methods for characterization of CS-
causing species; it became apparent that the former species S. scabies is, despite its
phenotypic uniformity, a genetically diverse taxon, comprising at least three different
species: S. scabiei, S. europaeiscabiei and S. stelliscabiei (Bouchek-Mechiche et al., 2000).

The unusual CS outbreak in potato during 2010 could be because; one third of the seed
potato used in Uruguay was imported from different countries and the imported seed potato
control allowed for 2% of severe attack, 5% of moderate attack and 10% mild attack (by total
tuber analyzed) surface blemishes (INASE, 2010) which can suffice to spread strains around
the country. The seed potato tubers may harbor a measurable population of pathogenic
Streptomyces that are potential sources of inoculum of pathogenic Streptomyces into potato
fields (Wang & Lazarovits, 2005). Another possible explanation is that S. acidiscabies may
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be natural inhabitants of soil in Uruguay and in 2010 environmental conditions benefited
these species as becoming a very significant CS causal agent. This species was found at
reduced levels in 2011 and was not found in 2012. These observations support other reports
that the ability of this species to persist in soil is relatively poor, and is usually transmitted by
infected seed tubers (Lambert & Loria, 1989a).

The isolates investigated in this study were obtained from lesions with varied symptoms,
ranging from superficial to raised or pitted lesions. There was no correlation, however with a
particular assigned species and a given type of symptom. Both species S. acidiscabies and
S. scabieil/S. stelliscabiei were identified in samples of tissue with superficial, raised or pitted
scab symptoms, e.g. these results are in accordance with previous studies indicating that
symptoms were not species-specific (Loria et al., 1997; Dees et al., 2013). Rather, severity
of symptoms seems to be influenced by inoculum level in the soil, susceptibility of the potato
cultivar as well as virulence of the pathogen strain (Loria et al., 1997).

The presence of PAI marker genes in Uruguayan Streptomyces isolates was found to be
highly variable. Seven of eight possible genotypes for the three PAI markers were found
among the 86 isolates. Amplification of primer pair txtABLl/txtAB2 and dot blot analysis
showed that 76 of the 86 tested isolates harbor txtAB genes. Pathogenicity tests using
potato tuber disks confirmed predicted pathogenicity for 74 of these 76 isolates. Two isolates
with txtAB+/necl+/tomA+ genotype were not able to induce necrosis on tuber disks. Kers et
al. (2005) reported that, S. coelicolor PAI transconjugants were unable to produce thaxtomin
A suggesting that PAI functionality is dependent on the genetic background of the recipient
strain or that the PAIs transferred were deletions, rearrangements or were incompletely
transferred in some or all transconjugants. In these cases it is important test for thaxtomin A
production to verify txtAB gene functionality.

Twenty-nine isolates have an atypical composition of PAI marker genes as determined by
the PCR assay used here. Two isolates had txtAB and were pathogens, but lacked both
necl and tomA. Six had both txtAB and necl, but lacked tomA. Seven had txtAB and tomA
genes, but lacked necl. Ten isolates were able to induce necrosis on potato disk didn’t
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possess any of the three pathogenicity marker genes. One non-pathogenic isolate had necl
but lacked both txtAB and tomA.

We found that necl was lacking from more than one of the pathogenic isolates tested and
one non-pathogenic isolate had necl. The tomatinase homolog-encoding gene tomA was
absent in some pathogenic isolates also consistent with previous studies showing that not all
CS-inducing Streptomyces spp. are tomA+ (Wanner, 2006). Both virulence-related genes,
necl and tomA, have been reported to be present in many CS-inducing Streptomyces
strains, but not in all, and they are not required for pathogenicity (Seipke & Loria, 2008;
Wanner, 2009).

Genetic variation in the presence or absence of genes associated with the Streptomyces PAI
element can be expected in that it is known to be horizontally transferred as a unit or in
modules by site-specific recombination (Huguet-Tapia et al.,, 2014). It is also known that
pathogenicity and virulence-related gene clusters in S. turgidiscabies have multiple origins,
and that a given PAIl consists of a mosaic of regions that may undergo independent
evolution (Aittamaa et al., 2010).

The heterogeneous composition of PAI, and the fact that species are ever-evolving, may
contribute to the emergence of new pathogenic species. This study shows that diversity of
CS-inciting species in Uruguay is greater than previously thought and may include new
Streptomyces species not previously associated with causing CS.

Streptomyces lacking txtAB genes in ten isolates were still able to cause CS on potato tuber
disks. There have been only a few reports of pathogenic isolates that do not produce
thaxtomins (Wanner, 2004; Park et al., 2003a; Pankova et al., 2012) and isolates seem to be
rather exceptional or geographically restricted. Recently, a new CS strain of Streptomyces
was isolated from a scab lesion on a potato grown in Iran (Cao et al., 2012). The strain
(GK18) was shown to induce deep pitted lesions on potato tubers but does not produce
thaxtomin A. Instead, the strain was shown to produce the 18-membered polyketide
macrolide borrelidin and it was demonstrated that purified borrelidin extracts exhibit

phytotoxic activity. Unknown pathogenicity factors in addition to thaxtomins were recently
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suggested by comparative genomic analyses of S. scabiei 87-22 genome sequence
(Accession Number NC_013929) (Bignell et al., 2010).

Our results showed that txtAB is not essential for pathogenicity. We therefore conclude that
to distinguish between pathogenic and non-pathogenic isolates in practical situations, it is
necessary to evaluate not only the presence of txtAB but also the presence of other
pathogenicity factors and most importantly simply testing pathogenicity on plant material
such as tuber discs.

In summary, a total of 85 putative pathogenic Streptomyces isolates were obtained from CS
lesions on potato tubers and soil in Uruguay. On the basis of the phylogenetic relationships
derived from rpoB sequences, we identified isolates primarily as S. scabiei/S. stelliscabiei
and S. acidiscabies and some isolates could not be identified by this method. Discovery of
several isolates with different subsets of the three PAI marker genes in this study suggests

that variation in these markers may be relatively common.
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Diversidad genética de cepas de Streptomyces spp.

causantes de sarna comun de la papa en Uruguay
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RESUMEN

La sarna comln es una importante enfermedad de la papa causada por Streptomyces
scabiei y otras especies estrechamente relacionadas. En este trabajo se investigd la
diversidad genética de una coleccion de cepas de Streptomyces spp. causantes de sarna
comun de la papa en Uruguay. Se analizaron 86 aislamientos pertenecientes al género
Streptomyces obtenidos a partir de lesiones de sarna comun y suelos de diferentes regiones
paperas. Para ello, se utilizaron los métodos de fingerprinting rep-PCR (BOX y ERIC-PCR),
Multilocus Sequence Analysis (MLSA) y Multilocus Sequence Typing (MLST). En el
dendograma combinado de rep-PCR y en el MLSA se observé que los aislamientos se
agruparon en 4 grupos consistentes. Los resultados obtenidos determinaron que el Grupo 2
(12 aislamientos) esta estrechamente relacionados con la cepa de referencia de S. scabiei
mientras que el Grupo 1A (10 aislamientos) se agrupa con la cepa de referencia de S.
acidiscabies. El Grupo 1B (15 aislamientos) se agrup6 en un cluster cercano a la cepa de
referencia de S. acidiscabies en el MLSA pero mas distante en el rep-PCR. Por otra parte,
dos aislamientos que constituyen el Grupo 3 se identificaron como Streptomyces
europaeiscabiei, siendo el primer reporte de esta especie en Uruguay. En resumen, se
observd una gran diversidad genética en los aislamientos considerados y si bien no todos
pudieron ser identificados, estos datos irian en consonancia con la reiterada preocupacion

sobre la aparicién de Streptomyces spp. patdgenos emergentes causantes de sarna comun.
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INTRODUCCION

El género Streptomyces, estd constituido por bacterias Gram-positivas, aerobias,
filamentosas, abundantes en el suelo y bien conocidas por su capacidad de producir
metabolitos secundarios biolégicamente activos, en particular los antibiéticos (Lin et al.,
1993). Curiosamente, sélo un pequefio numero de especies de Streptomyces son conocidas
por ser agentes patdgenos de plantas, entre ellas las que causan sarna comun en la papa
(Solanum tuberosum) (Loria et al., 1997). La sarna comun (SC), es una importante
enfermedad, que disminuye la calidad de los cultivos de papa en todo el mundo. La
enfermedad afecta principalmente la calidad de la papa mediante la produccién de lesiones
necréticas superficiales, profundas y elevadas sobre la superficie del tubérculo,
disminuyendo de este modo el valor del mercado (Loria et al., 2006).

Streptomyces scabiei (sin. S. scabies) fue la primera especie descrita e histéricamente ha
sido considerada el principal agente causal de sarna comun (Lambert & Loria, 1989a). Sin
embargo, estudios taxonémicos moleculares han revelado que especies adicionales
causantes de SC, como por ejemplo, S. europaeiscabiei y S. turgidiscabies, se encuentran
ampliamente distribuidas en el mundo (Dees et al., 2013). Otras importantes especies de
Streptomyces que causan SC han sido descritas con cierto detalle: S. acidiscabies causa
sarna en suelos acidos y ha sido reportado en Corea, China, Japén, América del Norte,
Reino Unido, Alemania y Uruguay (Mun et al., 2007; Lambert & Loria, 1989a; Song et al.,
2004; St-Onge et al., 2008; Thwaites et al., 2010; Téth et al., 2001; Zhao et al., 2010;
Leiminger et al., 2013; Lapaz et al., 2012). S. stelliscabiei ha sido reportada en Francia,
Estados Unidos y Alemania (Bouchek-Mechiche et al., 2000; Wanner, 2006; Leiminger et
al., 2013). S. luridiscabiei, S. puniciscabiei, y S. niveiscabiei han sido aisladas en Corea
(Park et al., 2003a). S. caviscabiei fue reportada en Canadéa (Faucher et al., 1992, Faucher
et al., 1995). S. reticuliscabiei fue aislada en Francia y descrita por Bouchek-Méchiche y

colaboradores (2000).
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La patogenicidad en plantas del género Streptomyces se basa en la produccion de la toxina
taxtomina, la cual induce los sintomas caracteristicos de la SC (King et al., 1989; Lawrence
et al., 1990; Healy et al., 2000; Bignell et al., 2010). La taxtomina tiene un impacto en la
biosintesis de celulosa durante la expansion de los tejidos (Scheible et al, 2003). También
se han reportado los genes relacionados con la virulencia tomA y necl, los cuales estén
presentes en una amplio rango de cepas de Streptomyces que inducen SC, pero no en
todas, y no son esenciales para la patogenicidad (Seipke & Loria, 2008; Wanner, 2009). El
gen necl codifica para una proteina que induce necrosis en el tejido vegetal, y el gen tomA
codifica para un factor de virulencia homoélogo a la tomatinasa (Bukhalid & Loria, 1997; Kers
et al., 2005).

En S. turgidiscabies, los genes de patogenicidad y virulencia se agrupan en una isla de
patogenicidad (IPA), la cual puede ser transferida horizontalmente a cepas de Streptomyces
saprofitas, resultando en la emergencia de nuevas especies patogenas (Healy et al., 1999;
Bukhalid et al., 2002; Kers et al., 2005). La IPA de S. turgidiscabies consiste en dos
maodulos que no se superponen, el primero similar a una isla genémica en S. scabiei, pero el
otro modulo contiene sélo una pequefa regiébn muy similar a la del genoma de S. scabiei
(Huguet-Tapia et al.,, 2011). Los genes asociados con la produccion de taxtomina, como
txtA, txtB, txtC y txtR, se encuentran en el primer segmento de la IPA, que se llama la
"region toxicogénica", mientras que los genes relacionados con la virulencia, tomA y necl,
se encuentran en el segundo segmento, denominado "regién de colonizacion" (Lerat et al.,
2009).

Los Streptomyces spp. causantes de sarna comun son conocidos por ser fenotipicamente y
genéticamente diversos. Los métodos convencionales empleados para estudiar la
variabilidad de estas bacterias incluyen enfoques morfoldgicos y fisioldgicos (St-Onge et al.,
2008). Alternativamente, los enfoques moleculares, tales como la secuenciacion del ADN de
los genes de interés taxondmico y funcional actualmente ofrecen una via rapida y robusta
para llevar a cabo la identificacion de especies y para estudiar la variabilidad genética que
puede repercutir en aspectos fisiologicos y ecolégicos. De los muchos genes que son
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usados para este fin, la secuencia del gen 16S ARNTr, ha sido la mas ampliamente utilizada
(Kreuze et al., 1999, Park et al., 2003a; Song et al., 2004). Sin embargo, debido a que este
gen tiene una alta similitud de secuencia entre las especies del género Streptomyces, no
permite una buena resolucion taxondmica a nivel de especie (Labeda, 2011). Otros métodos
alternativos descritos para la identificacién de especies en este género son la comparacion
de secuencias de la region espaciadora intergénica 16S-23S, o el gen que codifica para la
subunidad R de la ARN polimerasa (rpoB) (Song et al., 2004; Kim et al., 2004). También se
utilizan métodos de fingerprinting basados en la amplificacion de ADN polimoérfico al azar
como BOX y ERIC (Clark et al., 1998). En los ultimos afios, ha cobrado especial relevancia
un nuevo método denominado Multilocus Sequence Analysis (MLSA) que consiste en la
secuenciacion y analisis filogenéticos de multiples genes housekeeping (Guo et al., 2008).
Se ha demostrado que éste método ofrece una buena resolucién para discriminar a nivel de
especie en el género Streptomyces (Laskaris et al., 2012; Labeda, 2011). Una ventaja del
MLSA es que el uso de mdltiples secuencias ayuda a amortiguar las distorsiones generadas
por recombinacién en la filogenia. Actualmente se cuenta con un método de MLSA para
este género que utiliza cuatro genes housekeeping (atpD, recA, rpoB y trpB), pero ain no
alcanza a diferenciar todas las especies de Streptomyces fitopatdgenas (Labeda, 2011).

En Uruguay en el afio 2010 hubo un episodio de sarna severa en el cultivo de papa con una
sintomatologia nunca antes registrada que causé importantes pérdidas a muchos
productores (Grela, 2010). Este hecho resaltoé la necesidad de conocer la identidad de las
cepas causantes de sarna en nuestros suelos.

En el marco de esta tesis se generd una coleccién de 85 cepas de Streptomyces patdgenas
aisladas a partir de tubérculos con sintomas y suelos de varias regiones paperas de
Uruguay. En el Capitulo 2 se muestran los resultados de caracterizacion de esta coleccion
segun la presencia o ausencia de genes marcadores de patogenicidad (txtAB, necl y tomA)
y ensayos de patogenicidad en discos de papa. También se realiz6 el andlisis filogenético
de secuencias parciales del gen rpoB, aunque mediante esta estrategia no todos los

aislamientos pudieron ser identificados. El proposito del presente estudio fue avanzar en la
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caracterizacion de la coleccion de aislamientos de Streptomyces spp. causantes de sarna
comun en la papa en Uruguay. En este capitulo se presenta la identificacion de las especies
de Streptomyces mediante el método de MLSA asi como la evaluacion de su diversidad

genética mediante rep-PCR (BOX y ERIC-PCR) y MLST (Multilocus Sequence Typing).
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MATERIALES Y METODOS
Cepas bacterianas y condiciones de cultivo

En la Tabla 2.2 se describen los aislamientos de Streptomyces spp. utilizados en este
estudio obtenidos a partir de tubérculos con lesiones de sarna y suelos de diferentes
regiones paperas de Uruguay (San José, Canelones y Rocha) (Capitulo 2). Entre ellos, se
incluyen 85 aislamientos patdgenos y 1 aislamiento no patégeno (ST1122). También se
describen en esta tabla 5 cepas de referencia correspondientes a las especies S. scabiei; S.
stelliscabiei; S. europaeiscabiei; S. acidiscabies y S. turgidiscabies. Las cepas fueron
cultivadas de forma rutinaria utilizando el medio yeast extract-malt extract (YME) (Shirling &
Gottlieb, 1966) a 28 °C durante 3 dias y almacenadas a -70 °C como suspensiones de

esporas e hifas en 20% (v/v) de glicerol.

Extraccion de ADN gendémico

Una colonia aislada y pura en medio YME agar, se inoculé en 5ml de caldo YME. El cultivo
se incubd durante 2 dias a 28°C y las células se centrifugaron y congelaron a -20 °C
durante 20 min. EI ADN gendémico se aisl6 mediante el método descrito por Zhou y
colaboradores (1996) con algunas modificaciones, las cuales se detallan en el capitulo 2. La
cantidad y calidad de las preparaciones de ADN se midieron utilizando el NanoDrop,
Genova Nano (Jenway) y se verificaron mediante electroforesis en gel de agarosa. Las

muestras de ADN se almacenaron a -20°C.

Multilocus Sequence Analysis (MLSA)

Amplificacién mediante PCR vy secuenciado de los genes housekeeping

Para el andlisis por MLSA se amplificaron y analizaron secuencias parciales de los
siguientes genes: atpD (cadena (B de la ATP sintasa), recA (recombinasa A), rpoB

(subunidad B de la ARN polimerasa) y trpB (subunidad B de la triptéfano sintasa). La
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amplificacion se realizé utilizando los cebadores anteriormente descritos por Guo y
colaboradores (2008) (Tabla 3.1). Las reacciones de amplificacion se realizaron en un
volumen total de 25puL conteniendo 1x Buffer (NH,), SO, (Thermo scientific), 3mM de MgCl,,
200 pM de cada dNTP, 10 pmoles de cada cebador, 10% v/v dimetilsulféxido (DMSO), 1,25
U de Taqg polimerasa (recombinante) (Thermo scientific) y 25-50 ng de ADN gendmico. Las
condiciones del ciclo de reaccion fueron llevadas a cabo segun Correa (2011) (Tabla 3.1), y
se utilizé un termociclador 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems, EEUU). Los productos
de amplificacién se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1,5% (p/v) con 0.5
pHg/mL de bromuro de etidio y se fotografiaron bajo luz UV. Los productos de PCR fueron
purificados y secuenciados en ambas direcciones por el Servicio Macrogen (Kumchun Kku,

Sedl, Corea).

Analisis de filogenético

Se analizaron las secuencias de 32 aislamientos de Streptomyces causantes de sarna en
Uruguay con diferentes caracteristicas. También fueron incluidas en este analisis
secuencias depositadas en la base de datos GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank), de 10 especies de Streptomyces causantes de

sarna: S. scabiei 87.22, S. acidiscabies 84-104, S. europaeiscabiei NRRL B-24443, S.
luridiscabiei LMG 21390, S. niveiscabiei NRRL B-24457, S. caviscabies AS 4.1836 S.
puniciscabiei NRRL B-24456, S. reticuliscabiei NRRL B-24446, S. stelliscabiei NRRL B-
24447, S. turgidiscabies NRRL B- 24078 (causantes de sarna en la papa) y S. ipomoeae
NRRL B-12321 (causante de sarna en el boniato). Como grupo externo para el analisis se
utilizé la cepa Streptomyces flavidofuscus AS 4.1617 (sinénimo Nocardiopsis dassonvillei
subsp. dassonvillei).

Las secuencias fueron editadas y alineadas utilizando el programa BioEdit 7.0.4.1 (Hall,
1999). Los éarboles filogenéticos se construyeron utilizando los métodos neighbor-joining,

maximum parsimony y maximum likelihood en el programa MEGA 5.0 (Tamura et al., 2011).
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Los arboles resultantes y la topologia fueron evaluados mediante el andlisis de bootstrap
(Hillis & Bull, 1993) basado en 1000 repeticiones. Las secuencias de los diferentes genes se
analizaron individualmente y concatenadas. En todos los arboles filogenéticos y para cada
método de analisis se consideraron clusters consistentes los que presentaban valores de

bootstrap 270% (Hillis & Bull, 1993).

Multilocus Sequence Typing (MLST)

Se realiz6 el analisis de MLST con las secuencias de los 4 genes utilizados en el andlisis de
MLSA de 16 cepas de Streptomyces acidiscabies aisladas en Uruguay y de la cepa de
referencia S. acidiscabies 84-104 secuenciada y disponible en la base de datos GenBank.
Para cada gen se verificod que las diferencias entre las secuencias de las cepas no se
debiera a eventos de recombinacién mediante 3 test estadisticos: neighbour similarity score
(NSS) (Jakobsen & Easteal, 1996), maximal chi-squared (MaxChi) (Smith, 1992) y pairwise
homoplasy index (PHI) (Bruen et al., 2006). Posteriormente se identificaron los diferentes
alelos para cada gen mediante el ingreso de las secuencias a la base de datos MLST

(http://pubmist.org/analysis/) utilizando la opcién non- redundant database (NRDB). Luego

se realizé un cuadro donde se encuentran los alelos de cada gen y el perfil genético o
sequence type (ST) de cada cepa. A partir de los resultados presentados en la Tabla 3.2, se
realiz6 un analisis con el programa eBURST (Feil et al., 2004). Este programa permite
predecir complejos clonales dentro de una poblacién de bacterias y el genotipo fundador de

estos grupos.

rep-PCR
La diversidad genética de las cepas de Streptomyces aisladas en Uruguay se evaluo

mediante técnicas de fingerprinting rep-PCR (BOX y ERIC-PCR), utilizando los cebadores
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BOXA1R y ERIC2/ERIC1R respectivamente (Louws et al., 1995) (Tabla 3.1). Se realiz6 este
andlisis a los 86 aislamientos detallados en la Tabla 2.2. Se incluyeron en el andlisis cinco
cepas referencia causantes de sarna comun: S. acidiscabies DSM41668, S. scabiei
DSM41658, S. turgidiscabies DSM 41838, S. europaeiscabiei DSM 41802 y S. stellescabiei
DSM 41803. Como grupo externo para la comparacion de los perfiles genéticos se utilizé la
cepa Ralstonia solanacearum UYO031 (Siri et al., 2011). Las amplificaciones mediante PCR
se realizaron en un volumen de reaccion de 25uL, conteniendo 1x Buffer (NH4), SO4
(Thermo scientific), 6mM de MgCl,, 1,25 mM de cada dNTP, 25 pmoles de cada cebador,
10% (v/v) dimetilsulféxido (DMSO), 2U de Tag polimerasa (recombinante) (Thermo
scientific) y 25-140ng de ADN gendmico. Las condiciones del ciclo de amplificacién fueron
basadas en Clark y colaboradores (1998) con algunas modificaciones: un primer paso de
desnaturalizacién a 95°C durante 5min; 40 ciclos repetidos de desnaturalizaciéon a 95°C
durante 1min, hibridacién a 50°C durante 1min y extensién a 65°C durante 4 min; y una
etapa de extension final a 65°C durante 10 minutos. Para confirmar la reproducibilidad de
los resultados, las amplificaciones se realizaron por duplicado para cada cepa bacteriana
utilizando extracciones de ADN diferentes. El equipo utilizado fue el termociclador 2720
Thermal Cycler (Applied Biosystems, EEUU).

Los productos de PCR (12 pL) se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 2%
(p/v) con 0.5 ug/mL bromuro de etidio, fotografiado bajo luz UV. Las imagenes de los geles
fueron analizadas con el Software Gel Compar 4.2 (Kortrijk, Bélgica). Las diferencias entre
los patrones de bandas generados se establecié en base a la presencia (1) o ausencia (0)
de cada producto de amplificacion. Se construy6 la matriz de similitud a partir de los datos
binarios utilizando los coeficientes de Jaccard y se generaron los dendrogramas mediante el
algoritmo de clustering UPGMA (Unweighted Pair-Group Method using Arithmetric Average).
Se realizaron arboles individuales y combinados con los datos de ERIC y BOX-PCR para

una mayor discriminacion de las cepas.
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Tabla 3.1 Cebadores y condiciones utilizados para el andlisis de cepas de Streptomyces mediante MLSA y rep-PCR

Gen/secuencias . Fragmento Programa de amplificacion

_ Cebadores Secuencia (5’-3%)

repetidas (pb)

] - 95 °C/5 min; 40X (95 °C/1 min, 50 °C/1

secuencias BOX BOXA1R CTACGGCAAGGCGACGCTGACG _ _ _
min, 65 °C/4 min ); 65°C/10 min

secuencias ERIC2 AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG 95 °C/5 min; 40X (95 °C/1 min, 50 °C/1
ERIC ERIC1R ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC min, 65 °C/4 min ); 65°C/10 min
fragmento  del atpDPF GTCGGCGACTTCACCAAGGGCAAGGTGTTCAACACC 998 95 °C/5 min; 30X (95 °C/30 seg, 61
gen atpD atpDPR GTGAACTGCTTGGCGACGTGGGTGTTCTGGGACAGGAA °C/30 seg, 72 °C/90 seg); 72 °C/10 min
fragmento de recAPF CCGCRCTCGCACAGATTGAACGSCAATTCH 913 95 °C/5 min; 30X (95 °C/30 seg, 65
gen recA recAPR GCSAGGTCGGGGTTGTCCTTSAGGAAGTTGCG* °C/30 seg, 72 °C/90 seg); 72 °C/10 min
fragmento de rpoBPF GAGCGCATGACCACCCAGGACGTCGAGGC 994 95 °C/5 min; 30X (95 °C/30 seg, 65
gen rpoB rpoBPR CCTCGTAGTTGTGACCCTCCCACGGCATGA °C/30 seg, 72 °C/90 seg); 72 °C/10 min
fragmento de trpBPF GCGCGAGGACCTGAACCACACCGGCTCACACAAGATCAACA 822 95 °C/5 min; 35X (95 °C/30 seg, 67
gen trpB trpBPR TCGATGGCCGGGATGATGCCCTCGGTGCGCGACAGCAGGC °C/30 seg, 72 °C/90 seg); 72 °C/10 min

(*) bases ambiguas, donde R = A/G, S = C/G; pb: pares de bases
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RESULTADOS

Multilocus Sequence Analysis (MLSA)

Se obtuvieron los fragmentos de los tamafios esperados para los cuatro genes atpD, recA,
rpoB y trpB para 31 aislamientos de Streptomyces. Sin embargo, para el aislamiento ST1236
no se logré amplificar el fragmento correspondiente al gen atpD (Figura 3.1). Los productos de
PCR fueron secuenciados directamente y se obtuvieron secuencias continuas: 496 pb de atpD,
504 pb de recA, 540 pb de rpoB y 571 pb de trpB. Las secuencias de 11 cepas de referencia
causantes de sarna (AHBF01000081.1, HQ014979.1, HQ014968.1, HQ014975.1, HQ014977.1,
FN554889.1, EF031272.1, EF031310.1, HQ014978.1, HQO014964.1, HQ014976.1) y el grupo
externo (EF031292.1) fueron obtenidas de la base de datos GenBank para ser incluidas en
este analisis. Durante el alineamiento multiple de las secuencias parciales para cada gen

analizado en este estudio no se encontraron gaps ni adiciones.

— . — —— 1

Figura 3.1. Amplificacion por PCR de los genes: A, atpD; B, trpB; C, recA; D, rpoB utilizando
los cebadores y condiciones detallados en la Tabla 3.1. Fotografia de un gel de agarosa al
1,5%. Carril PM: marcador de peso molecular (GeneRuler 1 kb DNA Ladder, Thermo
Scientific); Carriles 1-5: cepas de referencia de S. acidiscabies, S. scabiei, S. europaeiscabiei,
S.turgidiscabies y S. stelliscabiei. Carril 6: control negativo.
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Andlisis filogenético de cada gen

En las Figuras 3.2 — 3.5 se muestran los arboles filogenéticos construidos a partir del analisis
de los genes atpD, recA, rpoB y trpB, los cuales revelaron una gran variabilidad genética entre
los aislamientos de Streptomyces spp. causantes de sarna en Uruguay. En los cuatro arboles
se informa para cada aislamiento la presencia (en letra mayuscula) o ausencia (en minuscula)
para los siguientes genes marcadores de patogenicidad la primera T a la izquierda: genes
involucrados en la biosintesis de la taxtomina A, N: gen necl y la Ultima T a la derecha
corresponde al gen de la tomatinasa tomA. La letra p indica que la cepa es positiva para el
ensayo de patogenicidad en papa.

A partir de los andlisis realizados se lograron distinguir cuatro grupos congruentes entre los
arboles filogenéticos para cada gen, asi como respecto al arbol construido a partir de las
secuencias concatenadas. ElI Grupo 1A esta constituido por 9 aislamientos de Streptomyces
patégenos (ST103, ST105, ST106, ST111, ST112, ST113, ST114, ST115 y ST116) que se
agrupan consistentemente (bootstrap entre 88-99) con la cepa de referencia de S. acidiscabies.
Cabe destacar que estos aislamientos presentan caracteristicas morfoldgicas y fisioldgicas
similares a esta especie. Por otro lado, se distingue el Grupo 1B constituido por 7 aislamientos
de Streptomyces patégenos (ST107, ST108, ST109, ST1011, ST1013, ST1015 y ST1018) que
forman un cluster separado, que pareceria estar mas relacionado con la cepa de referencia de
S. niveiscabiei NRRL B-24457. Sin embargo, la especie S. nivescabiei no tiene las
caracteristicas fenotipicas que poseen los aislamientos de este grupo los cuales se asemejan a
las de S. acidiscabies.

Por otro lado, se distingue el Grupo 2 conformado por 6 aislamientos (ST1113, ST124, ST127,
ST129, ST1232 y ST1236) que se agrupan consistentemente (bootstrap entre 82-100) junto a
la cepa de referencia de S. scabiei y presentan caracteristicas fenotipicas propias de esta
especie.

El Grupo 3, constituido por los aislamientos ST1229 y ST1140 se comporta diferente. El

aislamiento ST1229 en todos los arboles filogenéticos se agrupa con la cepa de referencia de
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S. europaeiscabiei (bootstrap entre 71-99) con la que tiene caracteristicas fenotipicas similares.
El aislamiento ST1140 se agrupa en los arboles filogenéticos de los genes trpB y recA con la
cepa de referencia de S. europaeiscabiei (bootstrap entre 80-88), en el arbol de rpoB muy
cerca de la misma y en el arbol de atpD se agrupa con la cepa de S. turgidiscabies, igualmente
siempre se encuentra muy cercano a S. europaeiscabiei. El aislamiento ST1140 tiene
caracteristicas similares a S. europaeiscabiei y no a S. turgidiscabies.

En los cuatro arboles filogenéticos generados las cepas de S. scabiei y S. stelliscabiei se
pueden diferenciar. Sin embargo, las especies S. luridiscabiei y S. caviscabies se encuentran
en el mismo cluster, no pudiéndose diferenciar en ninguno de los arboles. El aislamiento ST122
se encuentra cercano a las cepas de referencia S. luridiscabiei y S. caviscabies en los arboles
de los genes atpD, recA y rpoB, pero no posee caracteristicas fenotipicas similares a estas
especies. El aislamiento ST1218 se agrup6 con S. puniciscabiei en los arboles de recA, trpB y
rpoB, pero tampoco posee caracteristicas fenotipicas de esta especia. Las cepas de referencia
de S. reticuliscabiei y S. turgidiscabies se encuentran en el mismo cluster en los arboles
filogenéticos de los genes recA y rpoB. Por ultimo, ocho aislamientos de los 32 aislamientos
totales analizados no se agruparon con ninguna cepa de referencia. Estos aislamientos

presentan caracteristicas fenotipicas diferentes entre si.

Analisis filogenético con la secuencia concatenada de los cuatro genes

El arbol construido mediante el alineamiento de las secuencias parciales de los cuatro genes
housekeeping: atpD, recA, rpoB y trpB (2111 pb) (Figura 3.6), revela la variabilidad genética
entre los aislamientos de Streptomyces spp. patdégenos analizados. En este arbol también se
hace referencia a los genotipos de patogenicidad para cada aislamiento siguiendo el mismo
formato que para los arboles anteriores. En el arbol se observa el Grupo 1A asociado a la cepa
de referencia de S. acidiscabies sustentado con un bootstrap de 100. El Grupo 1B se asocia
con la cepa de referencia de S. niveiscabiei con un bootstrap de 80, conformando un cluster

muy cercano al del Grupo 1A representado por S. acidiscabies. El grupo 2 se asocia con la
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cepa de referencia de S. scabiei con un bootstrap de 100 y los dos aislamientos del grupo 3 se
agrupan con la cepa de referencia de S. europaeiscabiei con un bootstrap de 97.

Las cepas de referencia de S. reticuliscabiei y S. turgidiscabies no se logran diferenciar entre
si, al igual que S. luridiscabiei y S. caviscabies. El arbol construido con las secuencias
concatenadas de los cuatro genes no puede diferenciar a todas las cepas patégenas utilizadas

en este estudio.
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Figura 3.2. Arbol filogenético construido a partir de secuencias parciales  Figura 3.3. Arbol filogenético construido a partir de secuencias parciales
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Figura 3.6. Arbol filogenético construido a partir del alineamiento de las secuencias parciales
concatenadas de los cuatro genes housekeeping atpD, recA, rpoB y trpB (2111 pb en total) usando el
método neighbor-joining. Valores de bootstrap >50% (basados en 1000 repeticiones) se encuentran
en los nodos. Los asteriscos indican que esos nodos se reproducen en los arboles con maximum
parsimony y maximum likelihood. Los circulos indican que esos nodos solo se reprodujeron en el
arbol de maximum likelihood. La barra indica 0.02 sustituciones por posicion de nucleétido.Se informa
para cada aislamiento la presencia (en letra mayudscula) o ausencia (en minuscula) para los siguientes
genes marcadores de patogenicidad la primera T a la izquierda: genes involucrados en la biosintesis
de la taxtomina A, N: gen necl y la uUltima T a la derecha corresponde al gen de la tomatinasa tomA.
La letra p indica que la cepa es positiva para el ensayo de patogenicidad en papa.
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Multilocus Sequence Typing (MLST)

Las secuencias de los 16 aislamientos que constituyen el Grupo 1Ay el Grupo 1B junto con
la cepa de referencia de S. acidiscabies 84-104, fueron sometidas al andlisis de MLST. Al
alineamiento mdltiple de las secuencias de cada gen se le realizaron los test estadisticos
NSS, MaxChi y PHI, para verificar si las secuencias de estos cuatro genes habian sufrido
eventos de recombinacion. Si el p-valor para cada test es < 0.05 es probable que haya
eventos de recombinacion en el conjunto de secuencias. Para el conjunto de secuencias de
los genes rpoB y recA el resultado obtenido en todos los test de p-valor fue mayor a 0.05
por lo que no sufrieron recombinacién. Sin embargo para el conjunto de secuencias de los
genes atpD y trpB para los test NSS y PHI el p-valor fue mayor a 0.05, mientras que para el
test MaxChi fue menor a 0.05 (Tabla 3.2). Por lo tanto asumimos que los conjuntos de

secuencias para los cuatro genes housekeeping no sufrieron eventos de recombinacion.

Tabla 3.2. Resultados de los test estadisticos para verificar si existe eventos de

recombinacion entre las secuencias de cada gen.

Test estadisticos
Alineamiento del gen

NSS (p-valor)  MaxChi (p-valor) PHI (p-valor)

atpD 1.65e-01 0.00e+00* 8.49e-01
trpB 8.63e-01 1.00e-03* 2.80e-01
rpoB 7.26e-01 5.04e-01 8.64e-01
recA 1.47e-01 3.43e-01 3.70e-01

*p-valor<0.05

Mediante el ingreso de las secuencias alineadas para cada gen a la base de datos MLST

(http://pubmist.org/analysis/) y utilizando la opcion non- redundant database se obtuvieron

los distintos alelos (diferentes secuencias) para cada gen. Para el gen atpD se detectaron 7
alelos, los cuales se numeraron del 1-7. Para el gen recA se detectaron 5 alelos
enumerados del 1-5. Para los genes rpoB y trpB se detectaron 5 alelos para cada uno, los

cuales se enumeran del 1-5. El conjunto de alelos de cada aislamiento forma el perfil alélico
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designado como sequence type (ST). Se identificaron 8 perfiles alélicos dentro de los 16
aislamientos (Tabla 3.3). Las aislamientos ST106, ST105, ST113, ST114 y ST116 tuvieron
el mismo perfil alélico (ST1) que la cepa de referencia de S. acidiscabies 84-104, por lo que
podrian constituir la misma cepa. La cual fue aislada de las tres lesiones observadas
(superficial, profunda y elevada) en los departamentos de San José en el 2010 y en el
departamento de Rocha en el 2010 y 2011.

Los aislamientos ST107, ST109, ST1011, ST013 y ST1015 tienen el mismo perfil alélico
(ST3) por lo que podrian constituir la misma cepa. Esta fue aislada en los departamentos de
San José y Canelones durante el 2010 a partir de lesiones profundas. Los aislamientos
ST103, ST108, ST111 y ST112 provenientes de Rocha, el aislamiento ST115 proveniente
de Rocha y el aislamiento ST1018 proveniente de Canelones, tienen perfiles alélicos

diferentes por lo que son diferentes cepas de Streptomyces acidiscabies.

Tabla 3.3. Numero de alelo de cada gen y numero de perfil alélico para cada
aislamiento.

Perfil alélico/

Aislamiento/ Cepa atpD recA rpoB trpB ST

S. acidiscabies 84-104
ST106
ST113
ST114
ST116
ST105
ST115
ST107
ST109
ST1011
ST1013
ST1015
ST108
ST1018
ST103
ST111
ST112

=
=
=
=

O U WBANNNMNNNNRERPRRPREPR
O WNNNNMNNNRRPRERPREPR
O R WNANMNNMNNNRRPERPREPR
O WNNNNMNNNNRRPREPRPRPPR
0NN WWWWWNERPRPRPPREPPRE P
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La tabla 3.3 fue analizada mediante el programa eBURST (Figura 3.7). Este programa
agrupo los perfiles alélicos de los aislamientos de S.acidiscabies en dos complejos clonales
(CC) (Grupo 1 o0 CC1 y Grupo 2 o CC2) y tres individuales (Singletons). En el complejo
clonal 1 (CC1) se agruparon los perfiles alélicos ST3, ST4 y ST5. Los aislamientos con
estos perfiles son los pertenecientes al Grupo 1B en los analisis filogenéticos anteriores. En
éste complejo se predijo como perfil alélico fundador al ST3.

En el complejo clonal 2 (CC2) se agruparon los perfiles genéticos ST1 y ST2. Para esté

complejo clonal no se predijo ningun perfil alélico fundador.

T T TV Ve EViA

l@EBURST'JE-UserentereddataforeBURST .y w

File Analysis

Profile | Analysis | Diagrarm

eBURST Report- Tue Moy 04 231816 UYST 2014
Mo, isolates =17 [ Mo, 8Ts =8 | Mo, re-samplings for bootstrapping = 1000
Mo, loci perisalate = 4 | Mo, identical loci for group def= 3| Mo, groups =2

Group 1 Mo, lsolates=7 | Mo. 5Ts=3 | Predicted Founder=3

Average ST Bootstrap

ST FREQ SLY DLy TLV SAT Distance Graup Subgrp
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i

Figura 3.7. Resultados obtenidos mediante el programa eBurst para los aislamientos de S.
acidiscabies y la cepa de referencia S. acidiscabies 84-104.
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Genotipado utilizando rep-PCR

Las técnicas de BOX y ERIC-PCR fueron utilizadas para analizar la variabilidad genética
entre las 85 aislamientos de Streptomyces spp. causantes de sarna comun en la papa en
Uruguay, un aislamiento no patégeno (ST1122) que poseia el gen necl y 5 cepas de
referencia. Los arboles realizados por duplicado de cada aislamiento presentaron topologias
similares en las dos técnicas de rep-PCR. En el dendograma combinado (Figura 3.8) se
observa una gran diversidad entre los aislamientos de Streptomyces spp. patdégenos. Este
método permitié discriminar muy bien las 5 cepas de referencia utilizadas: S. acidiscabies,
S. scabiei, S. turgidiscabies, S. europaeiscabiei y S. stelliscabiei. El andlisis de
agrupamiento de los patrones de bandas, revel6 cuatro grupos importantes. El Grupo 1A
esta constituido por aislamientos que se habian identificado previamente como S.
acidiscabies y se agrupan con la cepa de referencia de la misma especie. Por otro lado el
Grupo 1B esta constituido por aislamientos que se habian identificado previamente como S.
acidiscabies mediante el método de secuenciado del rpoB, pero que en base al analisis por
MLSA conformaron un cluster diferenciado cercano a esta especie. Del analisis por rep-
PCR también se desprende que estos aislamientos forman un cluster diferente, confirmando
entonces que no pertenecen a la especie S. acidiscabies. Por otro lado el Grupo 2 esta
constituido por aislamientos que se habian identificado como S. scabiei por el método de
MLSA y como S. scabiei /S. stelliscabiei por el método del secuenciado del rpoB. En este
grupo se encuentra la cepa de referencia de S. scabiei, lo que se confirma que estos
aislamientos pertenecen a esta especie. El Grupo 3 esta constituido por el aislamiento
ST1219 el cual se agrupa con la cepa de referencia de S. europaeiscabiei, lo cual confirma

su identidad.
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Figura 3.8. Dendograma combinado basado en BOX y ERIC-PCR de 86 aislamientos de
Streptomyces spp. aisladas en Uruguay creado usando UPGMA clustering con los valores de los
coeficientes Jaccard. Se incluyeron 5 cepas de referencia. En el dendograma se informa para cada
aislamientos la presencia (en letra mayuscula) o ausencia (en minascula) para los siguientes genes
marcadores de patogenicidad T: genes involucrados en la biosintesis de la taxtomina A, N: gen necly
la Gltima T corresponde al gen tomA. La letra p indica que el aislamiento es positivo para el ensayo de
patogenicidad en papa.
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DISCUSION

La sarna en la papa es una enfermedad distribuida mundialmente. Esta enfermedad es
causada por diferentes especies del género Streptomyces, las cuales son ubicuas en el
suelo y son conocidas como importantes patégenos de plantas. S. scabiei ha sido
reconocido como el agente principal causante de sarna, debido a su amplia distribucién
(Hosaka et al., 2000). Sin embargo, otras especies causantes de SC han sido identificadas
a partir de una o mas ubicaciones geogréficas en el mundo (Bouchek-Méchiche et al., 2000;
Lehtonen et al., 2004; Wanner, 2009). Los primeros informes de SC como una enfermedad
de importancia econémica en Uruguay se hicieron por Grela (2010). En el marco de esta
tesis, se generd una coleccién de aislamientos de Streptomyces spp. causantes de sarna
comun en diferentes regiones paperas de Uruguay, los cuales fueron identificados como S.
scabiei /S. stelliscabiei y S. acidiscabies utilizando el método de secuenciado del gen rpoB
(Capitulo 2).

En este capitulo, se profundizé en la identificacién de estos aislamientos y en la evaluacién
de su diversidad genética mediante los métodos de MLSA/MLST y rep-PCR (BOX y ERIC-
PCR).

Los resultados obtenidos sugieren que los aislamientos de Streptomyces causantes de SC
de la papa en Uruguay estudiados son genéticamente diversos. La prevalencia de especies
de Streptomyces filogenéticamente distintas, capaces de causar sintomas de sarna fue
descrita por Loria y colaboradores (2006). Se han reportado en varios sistemas agricolas el
surgimiento de nuevas especies patdgenas, diferentes a la especie ampliamente distribuida
S. scabiei. Los resultados del presente estudio confirman que diferentes especies dentro del
género Streptomyces pueden causar SC de la papa.

El analisis de MLSA permitié discriminar las especies S. scabiei y S. stelliscabiei e identificar
aislamientos como S. scabiei, los cuales habian sido previamente identificados como S.

scabiei/S. stelliscabiei. Esta especie esta distribuida mundialmente y es dominante en
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EEUU (Dees & Wanner, 2012). Todos los aislamientos de S. scabiei analizados poseian los
tres genes marcadores de patogenicidad.

Los aislamientos previamente identificados como S. acidiscabies mediante el secuenciado
del gen rpoB, se dividieron por el MLSA, en 2 grupos. Mientras que el Grupo 1A se asocia
con la cepa de referencia de S. acidiscabies, el Grupo 1B se asocia con la cepa de
referencia de S. niveiscabiei.

Estos grupos también pudieron ser diferenciados en base al andlisis por MLST, estrategia
gue permite tipificar los aislamientos pertenecientes a una misma especie. Cuando multiples
aislamientos tienen perfiles alélicos idénticos son clones y pertenecen a la misma cepa. Se
denomina complejo clonal a un grupo de aislamientos que tienen perfiles alélicos similares
(Feil & Spratt, 2001). El Grupo 1B formoé el complejo clonal 1 que incluy6 los perfiles alélicos
ST3, ST4 y ST5 mientras que el Grupo 1A formé el complejo clonal 2 constituido por la cepa
de referencia de S. acidiscabies y los perfiles alélicos ST1, ST2. Algunos aislamientos con
perfiles genéticos ST6, ST7 y ST8 no formaron ningln complejo clonal.

Mediante el MLST se pudo observar que hay 3 cepas diferentes dentro de los aislamientos
analizados para el Grupo 1B y 5 cepas diferentes para los aislamientos analizados del
Grupo 1A.

El perfil alélico ST1 esta formado por los aislamientos ST105, ST106, ST113, ST114, ST116
y la cepa de referencia de S. acidiscabies 84-104. Esta cepa de referencia fue aislada
desde tubérculos con sarna comun en New York en el afio 1984 y actualmente se encuentra
disponible el borrador de su genoma en la base de datos GenBank (Huguet-Tapia & Loria,
2012). A partir de este resultado se podria decir que estos aislamientos pertenecen a la
misma cepa. Esta cepa fue aislada durante los afios 2010 y 2011 en los departamentos de
San José y Rocha, por lo cual se encuentra distribuida en dos de las principales regiones
paperas del pais. El ingreso al pais podria haber sido mediante la importacién de papa
semilla considerada la principal fuente de in6culo debido a que esta especie no es capaz de
sobrevivir en el campo durante largos periodos de tiempo (Lambert & Loria, 1989a). Por otro

lado, esta cepa fue capaz de provocar los tres sintomas observados (superficiales,
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profundos y elevados), lo que confirma que los sintomas no estan asociados a una especie
en particular (Loria et al., 1997; Dees et al., 2013).

Aislamientos de S. europaeiscabiei fueron identificados mediante el método de MLSA lo que
constituye el primer reporte de esta especie patdgena en Uruguay. S. europaeiscabiei es
dominante en Europa (Bouchek-Mechiche et al., 2000; Flores-Gonzalez et al., 2008;
Leiminger et al., 2013; Dees et al., 2013), pero también se ha reportado en Canada, Corea y
Estados Unidos (Song et al., 2004; Wanner, 2006).

Mediante el andlisis de rep-PCR se lograron diferenciar las cinco especies utilizadas como
referencia: S. acidiscabies, S. scabiei, S. turgidiscabies, S. europaeiscabiei y S. stelliscabiei,
por lo cual este método permite discriminar muy bien entre estas especies. Se observaron
cuatro grupos importantes: el Grupo 2 que ésta constituido por aislamientos de S. scabiei
los cuales se agrupan con su respectiva cepa de referencia, el Grupo 3 constituido por un
aislamiento y la cepa de referencia S. europaeiscabiei. Por otro lado se volvieron a
diferenciar los Grupos 1A y 1B. Los aislamientos del Grupo 1A se agruparon con la cepa de
referencia de S. acidiscabies, mientras que el Grupo 1B se alejo bastante de ésta. Este
resultado junto con los resultados observados para el Grupo 1B en el MLSA sugieren que
este grupo de aislamientos pertenecen a una especie causante de sarna comin no
reportada hasta el momento.

Por otro lado, mediante los analisis realizados por los métodos de MLSA vy el rep-PCR se
constata la gran diversidad de aislamientos patégenos que aun no se han podido identificar.
Esto sugeriria que habria posibles patégenos emergentes que causan sarna comdn quizas
a causa de la transferencia horizontal de islas de patogenicidad (IPA) desde Streptomyces
patdgenos a Streptomyces saprofitos (Healy et al., 1999; Bukhalid et al., 2002; Kers et al.,
2005).

Por otro lado, queda en evidencia que, para la identificacion de especies causantes de
sarna comun, es necesario utilizar diferentes métodos. En base a los resultados obtenidos
en esta tesis, el mejor método seria el Multilocus Sequence Analysis (Labeda, 2011), debido
a que permite discriminar entre la mayoria de las especies de Streptomyces causantes de
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sarna comun. Sin embargo, este método aun tiene algunas desventajas, ya que algunas
especies no han podido ser discriminadas entre si en este estudio, como por ejemplo, el par
S. luridiscabiei y S. caviscabies. Por otra parte, el par S. reticuliscabiei y S. turgidiscabies no
pudo ser diferenciado en el arbol concatenado pero si se diferencia con los arboles
individuales trpB y atpD. Esto indicaria que para identificar estas especies es necesario
realizar los arboles filogenéticos para éstos genes.

En conclusion, este estudio demuestra que continda siendo muy dificultoso identificar
especies causantes de sarna comun en la papa, ya que no se cuenta con un método rapido

gue sea capaz de diferenciar todas las especies.
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DISCUSION GENERAL

La sarna comun de la papa es una enfermedad bacteriana compleja, con diversidad de
sintomas, de agentes causales y de dificil control.

El propdsito de esta tesis consisti en generar conocimiento sobre el tipo de cepas de
Streptomyces spp. que afectan los cultivos de papa en Uruguay como prerrequisito para
desarrollar e implementar estrategias de control eficientes. A continuacién se resumen e
integran los principales resultados obtenidos.

Este trabajo representa el estudio mas extenso en Streptomyces spp. causantes de sarna
comun aislados de las principales regiones paperas de Uruguay. El estudio comenzé
buscando dilucidar el origen de las grandes pérdidas ocasionadas por la enfermedad en los
cultivos de papa durante la zafra de otofio de 2010. Las muestras de tubérculos con sarna 'y
de suelos de regiones paperas fueron obtenidas a partir del afio 2010 y hasta el afio 2012.
Segun el relevamiento realizado, los Streptomyces causantes de sarna en Uruguay son muy
diversos con respecto a sus caracteristicas fenotipicas, genéticas y a su patogenicidad. La
identificacion se realizé mediante el secuenciado del gen rpoB y el método de Multilocus
Sequence Analisis y se identificaron las especies patdégenas S. scabiei, S. acidiscabies y S.
europaeiscabiei. Segun este estudio, el método de MLSA fue el mejor para identificar las
especies de Streptomyces patdgenas, ya que puedo discriminar a la mayoria de las
especies. Por lo tanto, hasta el momento, éste seria la mejor opcion para identificar los
agentes causales de sarna comun.

Por otra parte, el método de MLST aplicado a los aislamientos de S. acidiscabies demostr6
diversidad entre los aislamientos analizados. Se determind que algunos aislamientos
poseian el mismo perfil genético de la cepa de referencia de S. acidiscabies 84-104 aislada
en Estados Unidos en 1984. Una razén que explicaria esto, podria ser el control sanitario de
papa semilla que se realiza para esta enfermedad, que, en nuestro pais, como en otros, se
trata de un control visual, que ademas, autoriza el ingreso de papa-semilla con algunos

sintomas, por lo que podria estar posibilitando la entrada de patdgenos.
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Lo mas preocupante es la gran diversidad genética constatada entre los aislamientos
patdgenos, muchos de los cuéles no pudieron ser identificados. En el estudio por el método
de MLSA se utilizaron secuencias del banco de datos GenBank que cubrian la mayoria de
las especies causantes de sarna reportadas hasta el momento. Por tanto, los aislamientos
no identificados podrian tratarse de especies causantes de sarna comun no reportadas. La
gran diversidad de cepas que poseen los genes involucrados en la patogenicidad
analizados y son patdégenas en papa, indicaria la presencia de patégenos emergentes del
género Streptomyces en nuestros suelos. Ademas, dado que algunos aislamientos no
pudieron ser identificados podria tratarse de potenciales patégenos emergentes aln no
reportados.

El hecho de que los cultivos estén afectados por diversas especies patdégenas con una gran
variabilidad, no es alentador en lo que se refiere a las posibilidades de lograr un control
efectivo de la enfermedad a través del uso de variedades de papa resistentes.

Actualmente, algunos grupos utilizan la toxina taxtomina A para seleccionar variedades
resistentes en programas de mejoramiento (Wilson et al., 2010). Este mecanismo seria
eficaz si la patogenicidad estuviera asociada siempre a la presencia de esta toxina. Sin
embargo y tal como ha sido descrito en la literatura, hemos demostrado dentro de nuestra
coleccion, la presencia de algunos aislamientos patdégenos que no poseen los genes
involucrados en la biosintesis de la taxtomina. Bignell y colaboradores (2014) sugieren que
existen multiples metabolitos secundarios fitotoxicos que estarian jugando un rol en el
fenotipo patogénico de Streptomyces spp. en el medio ambiente y que no siempre las
taxtominas estarian participando en el desarrollo de la enfermedad de la SC. Esto hace de
vital importancia la busqueda de nuevos determinantes de patogenicidad en especies de

Streptomyces causantes de sarna comdn.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Esta tesis permiti6 generar informacion sobre el tipo de cepas de Streptomyces spp. que
afectan los cultivos de papa en Uruguay. Sin embargo, como sucede en la mayoria de las
investigaciones, los avances alcanzados generan nuevas preguntas que quedan por
responder. A continuacién se describen las perspectivas que surgen a partir de la
informacion y experiencia generadas en estos afios de trabajo, las cuales espero continuar
desarrollando en el futuro en el marco de nuevas investigaciones.

La sarna comun es una importante enfermedad en los cultivos de papa en todo el mundo.
La aparicion en los ultimos afios de patdgenos emergentes hace necesario conocer el
potencial patogénico de cepas con diferente localizacién geogréafica. Poseemos una
coleccion de 85 cepas patégenas de Streptomyces aisladas de papa y suelo que posee
gran diversidad genética y gran diversidad con respecto a la patogenicidad dado los
estudios realizados a partir de los genes de patogenicidad detectados y el test de
patogenicidad en discos de papa. Debido a la diversidad en nuestras cepas y a la
preocupacion por la aparicion reciente de patégenos emergentes del género Streptomyces,
deseamos conocer el potencial patogénico de las cepas aisladas en nuestro pais, los
factores de virulencia que presentan, sean éstos los ya descritos 0 nuevos factores y la
capacidad de estas cepas para realizar transferencia horizontal. En particular, nos interesa
conocer si esta presente en nuestras cepas la isla de patogenicidad que ha sido descrita en
S. turgidiscabies o remanentes de ésta que se han encontrado en otras especies y su
genotipo, debido a que este elemento puede llegar a transferirse horizontalmente e
integrarse en genomas de cepas saprofitas dando lugar a patbgenos emergentes. Por tanto,
resulta de gran interés para nosotros, como para el grupo de la Dra. Loria en la Universidad
de Florida (EEUU), estudiar cuales serian los posibles factores de virulencia en estas cepas
y conocer la diversidad de la isla de patogenicidad asociada al fenotipo y su distribucion

geografica.
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Por otra parte, estamos interesados en mejorar el sistema MLSA (Multilocus Sequence
Analysis) para la identificacion de especies patdégenas del género Streptomyces. Mediante
éste método se identificaron aislamientos como S. acidiscabies, S. scabiei y S.
europaeiscabiei. Este es el primer reporte de S. europaeiscabiei como especie patbégena de
papa en Uruguay.

Los resultados en ésta tesis permitieron concluir que el método MLSA es el mas efectivo
para identificar especies de este género ya que posee la ventaja de amortiguar las
distorsiones generadas por recombinacion en la filogenia. Sin embargo, el método existente
de MLSA, basado en el secuenciado de cuatro genes housekeeping (atpD, recA, rpoB y
trpB) no alcanza a discriminar entre algunas de las especies patégenas. Estudios genémico
comparativos proyectados a realizar proximamente, permitirdn proponer nuevos genes
pertenecientes al Genoma Core para incorporar al MLSA existente e identificar mejor las
distintas especies de Streptomyces patégenos. Esperamos evaluar la solidez de los nuevos
genes que sean propuestos utilizando cepas de referencia de las distintas especies
patégenas ya descritas asi como las cepas patdgenas de nuestra coleccidon. De esta forma

pensamos aportar a mejorar la dificultosa identificacion de este complejo de especies.
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ANEXO |

MEDIOS DE CULTIVO

Agar Yeast malt extract (YME) (ISP2) (Shirling & Gottlieb, 1966)

Extracto de Levadura.............cocooviiiiiiiinnnnn. 49
Extractode Malta.............c.oooiiiiiiiii 10g
DeXtroSa. ......ouvuiiiii 49
AGA. . 20g
Aguadestilada.............ooooiii 1000mL

Se realizaron la tomas en peso de cada componente y se agregd el correspondiente
volumen de agua destilada. Se ajusté el pH del medio a 7.0. Se esteriliz6 en autoclave
durante 15 min a 121°C y se repartié en placas de Petri de a 20 mL aproximadamente.
Luego de solidificado el agar, las placas se secaron a temperatura ambiente durante 16-24

horas y se conservaron en bolsas de nylon a 4°C hasta su uso.

Caldo Yeast malt extract (YME) (Shirling & Gottlieb, 1966)

Extracto de Levadura.............cooviiiiiiiiinnnn.. 4q
Extractode Malta.................coooiiininnn . 10g
DexXtrosa.....ccoviiiii 49
Aguadestilada..............cooii 1000mL

Se realizaron la tomas en peso de cada componente y se agregd el correspondiente
volumen de agua destilada. Se ajust6 el pH del medio a 7.0. Se repatrtié en tubos de ensayo
de a 5 mL. Se esterilizé en autoclave durante 15 min a 121°C y conservaron a 4°C hasta su

uso.
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Solucién Stock de Antibiéticos (Williams & Davies, 1965)

Nistatina. ..o 500mg
Sulfato de B-polimixina...........cccoovviiiiiiiinnnnn, 50mg
Penicilina-G sodica..........c.coveviiiiiiiiiiiina 10mg
Cicloheximida...........coooiiiiiiiie, 500mg
Agua destilada.............oooiiii 100mL

Se realizaron la tomas en peso de cada componente y se agregd el correspondiente
volumen de agua destilada. Esta solucion se esteriliza por filtracion y se conserva a 4°C

hasta su uso.

Nistatina, polimixina, penicilina, cicloheximida (NPPC) agar agua (Wiliams &

Davies, 1965)

Solucién stock de antibioticos.........cooevviiniiinn. 10mL
Al 20g
Aguadestilada...................o, 1000mL

Se realizé la toma en peso del agar y se agregdé el correspondiente volumen de agua
destilada. Se esterilizé en autoclave durante 15 min a 121°C. Se dej6 enfriar a 45-50°C y se
agregaron 10mL de la solucién stock de antibidticos previamente esterilizada por filtracion.
Inmediatamente el medio se homogenizé y se reparti6 en placas de Petri de a 20 mL
aproximadamente. Luego de solidificado el agar, las placas se secaron a temperatura

ambiente durante 16-24 horas y se conservaron en bolsas de nylon a 4°C hasta su uso.

109



Anexo | CAPITULO

Agar Tirosina (ISP7) (Shirling & Gottlieb, 1966)

GlICEIOL. ... 15¢g
L-tiroSina. ... 0.5g
L-asparaging........c..ouvuieiiiii 19
KoHPO . 0.5g
MOS04.7H20. ..o 0.5¢g
NaCH .. 0.5g
FES04 THoO. .. 0.01g
AGA. 20g
Agua destilada............cccoiiii 1000mL

Se realizaron la tomas en peso de cada componente y se agreg6 el correspondiente
volumen de agua destilada. Se ajustd el pH del medio a 7.2. Se esteriliz6 en autoclave
durante 15 min a 121°C y se repartié en placas de Petri de a 20 mL aproximadamente.
Luego de solidificado el agar, las placas se secaron a temperatura ambiente durante 16-24

horas y se conservaron en bolsas de nylon a 4°C hasta su uso.
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Medio para utilizacién de Carbono (ISP9) (Shirling & Gottlieb, 1966)

A. Fuentes de Carbono

Glucosa al 10%

D-GIUCOSA. .. . 10g

Aguadestilada.............oooiiiii 100mL

Rafinosa al 10%

Rafinosa.... ..o, 10g

Agua destilada.............cooiiiiii 100mL

Se realiz6 la toma en peso de cada carbohidrato y se agrego6 el correspondiente volumen de
agua destilada. Estas soluciones se esterilizan por filtracion y se conservan a 4°C hasta su
uso. La glucosa es el control positivo, mientras que el no agregar ninguna fuente de carbono

se considera control negativo.

B. Solucion Pridham y Gottlieb de sales traza

CUSO 4. BHoO 0.64g
FESO.. THoO . e 0.11g
MNCla. 4H0. 0.79¢g
ZNSO4. TH20. e 0.15¢g
Aguadestilada...........cccooiiiiii . 100mL

Se realizaron la tomas en peso de cada componente y se agregd el correspondiente
volumen de agua destilada. Se esteriliz6 en autoclave durante 15 min a 121°C y se

conservo a 4°C hasta su uso.
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C. Medio mineral basal

(NH2)2SO0 . e 2.64g
KHoPOsanhidro. ..o, 2.38g
KoHPO4. BH20. e, 5.65¢
MOSO4. TH20. ..o 19
SOIUCION B ImL
AGA. . 15.0g
Aguadestilada.............oooiiiii 1000mL

Se realizaron la tomas en peso de cada componente y se agregd el correspondiente
volumen de agua destilada. Se ajusté el pH del medio a 6.8. Se esteriliz6 en autoclave
durante 15 min a 121°C y se conservo a 4°C hasta su uso.

D. Medio completo

Un litro del medio mineral basal estéril (C), se dej6 enfriar a 60°C y se le agregd 10 ml de la
solucion con la fuente de carbono (A) previamente esterilizada por filtracion.
Inmediatamente el medio se homogenizd y se reparti6 en placas de Petri de a 20 mL
aproximadamente. Luego de solidificado el agar, las placas se secaron a temperatura
ambiente durante 16-24 horas y se conservaron en bolsas de nylon a 4°C hasta su uso.

Para realizar la prueba de utilizacién de fuentes de carbono se inocul6 cada aislamiento en
3 placas de Petri con: medio D con glucosa, medio D con rafinosa y medio D sin ningun

carbohidrato.
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ANEXO I

SECUENCIAS

En este Anex6 se muestran a modo de ejemplo el alineamiento de las secuencias del gen
rpoB (Capitulo 2) y las secuencias correspondientes a los alelos del gen atpD de las cepas

de S. acidiscabies utilizadas en el MLST.

A) Alineamiento de secuencias nucleotidicas del fragmento del gen rpoB de los 61
aislamientos de Streptomyces spp. y cinco cepas de referencia analizados mediante el

Clustal X en el programa MEGA 5.0.

>Seql organism Streptomyces sp. 1 isolate St101 RNA polymerase beta subunit (rpoB) gene partial
CDS
TGCGCAACGTCGGCGAGCTGATCCAGAACCAGGTCCGCACGGGTCTCGCCCGTATGGAGCGTGTCGTGCG
TGAGCGCATGACCACCCAGGACGTCGAGGCGATCACGCCGCAGACCCTGATCAACATCCGGLCCGGTCGTC
GCCTCCATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGTCGCAGTTCATGGACCAGAACAACCCGCTCTCGGG
TCTCACCCACAAGCGCCGTCTGTCGGCGCTCGGCCCGGGTGGTCTCTCGCGTGAGCGGGCCGGGTTCGA
GGTCCGTGACGTGCACCCCTCGCACT

>Seq?2 organism Streptomyces sp. 1 isolate St102 RNA polymerase beta subunit (rpoB) gene partial
CDS
TGCGCAACGTCGGCGAGCTGATCCAGAACCAGGTCCGTACGGGTCTCGCCCGTATGGAGCGTGTCGTGCG
TGAGCGCATGACCACCCAGGACGTCGAGGCGATCACGCCGCAGACCCTGATCAACATCCGGLCCGGTCGTC
GCCTCCATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGTCGCAGTTCATGGACCAGAACAACCCGCTCTCGGG
TCTCACCCACAAGCGCCGTCTGTCGGCGCTCGGCCCGGGTGGTCTCTCGCGTGAGCGGGCCGGCTTCGA
GGTCCGTGACGTGCACCCCTCGCACT

>Seq3 organism Streptomyces acidiscabies isolate St103 RNA polymerase beta subunit (rpoB) gene
partial CDS
TGCGGTCGGTCGGCGAGCTGATCCAGAACCAGGTCCGTACGGGTCTCGCCCGTATGGAGCGGGTCGTGC
GTGAGCGCATGACCACCCAGGACGTCGAGGCGATCACGCCGCAGACCCTGATCAACATCCGGC CCGGTCGT
CGCCTCCATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGTCGCAGTTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGG
GTCTCACCCACAAGCGCCGTCTGTCGGCTCTTGGCCCGGGTGGTCTCTCCCGTGAGCGGGCCGGCTTCGA
GGTCCGTGACGTGCACCCCTCGCACT

>Seq4 organism Streptomyces acidiscabies isolate St104 RNA polymerase beta subunit (rpoB) gene
partial CDS
TGCGGTCGGTCGGCGAGCTGATCCAGAACCAGGTCCGTACGGGTCTCGCCCGTATGGAGCGGGTCGTGC
GTGAGCGCATGACCACCCAGGACGTCGAGGCGATCACGCCGCAGACCCTGATCAACATCCGGCCGGTCGT
CGCCTCCATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGTCGCAGTTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGG
GTCTCACCCACAAGCGCCGTCTGTCGGCGCTCGGCCCGGGTGGTCTCTCCCGTGAGCGGGCCGGCTTCGA
GGTCCGTGACGTGCACCCCTCGCACT

>Se@5 organism Streptomyces acidiscabies isolate St105 RNA polymerase beta subunit (rpoB) gene
partial CDS
TGCGGTCGGTCGGCGAGCTGATCCAGAACCAGGTCCGTACGGGTCTCGCCCGTATGGAGCGGGTCGTGC
GTGAGCGCATGACCACCCAGGACGTCGAGGCGATCACGCCGCAGACCCTGATCAACATCCGGCCGGTCGT
CGCCTCCATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGTCGCAGTTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGG

113



Anexo I CAPITULO | B

GTCTCACCCACAAGCGCCGTCTGTCGGCGCTCGGCCCGGGTGGTCTCTCCCGTGAGCGGGCCGGCTTCGA
GGTCCGTGACGTGCACCCCTCGCACT

>Seq6 organism Streptomyces acidiscabies isolate St106 RNA polymerase (rpoB) gene partial CDS
TGCGGTCGGTCGGCGAGCTGATCCAGAACCAGGTCCGTACGGGTCTCGCCCGTATGGAGCGGGTCGTGC
GTGAGCGCATGACCACCCAGGACGTCGAGGCGATCACGCCGCAGACCCTGATCAACATCCGGCCGGTCGT
CGCCTCCATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGTCGCAGTTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGG
GTCTCACCCACAAGCGCCGTCTGTCGGCGCTCGGCCCGGGTGGTCTCTCCCGTGAGCGGGCCGGCTTCGA
GGTCCGTGACGTGCACCCCTCGCACT

>Seq7 organism Streptomyces acidiscabies isolate St107 RNA polymerase beta subunit (rpoB) gene
partial CDS
TGCGGTCGGTCGGCGAGCTGATCCAGAACCAGGTCCGTACGGGTCTCGCCCGTATGGAGCGCGTCGTGCG
CGAGCGCATGACCACCCAGGACGTCGAGGCGATCACGCCGCAGACCCTGATCAACATCCGGLCCGGTCGTC
GCCTCCATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGTCGCAGTTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGG
TCTCACCCACAAGCGCCGTCTGTCGGCGCTCGGTCCGGGTGGTCTCTCCCGTGAGCGGGCCGGCTTCGAG
GTCCGTGACGTGCACCCCTCGCACT

>Seq8 organism Streptomyces acidiscabies isolate St108 RNA polymerase beta subunit (rpoB) gene
partial CDS
TGCGGTCGGTCGGCGAGCTGATCCAGAACCAGGTCCGTACGGGTCTCGCCCGTATGGAGCGCGTCGTGCG
CGAGCGCATGACCACCCAGGACGTCGAGGCGATCACGCCGCAGACCCTGATCAACATCCGGCCGGTCGTC
GCCTCCATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGTCGCAGTTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGG
TCTCACCCACAAGCGCCGTCTGTCGGCGCTCGGTCCGGGTGGTCTCTCCCGTGAGCGGGCCGGCTTCGAG
GTCCGTGACGTGCACCCCTCGCACT

>Seq9 organism Streptomyces acidiscabies isolate St109 RNA polymerase beta subunit (rpoB) gene
partial CDS
TGCGGTCGGTCGGCGAGCTGATCCAGAACCAGGTCCGTACGGGTCTCGCCCGTATGGAGCGCGTCGTGCG
CGAGCGCATGACCACCCAGGACGTCGAGGCGATCACGCCGCAGACCCTGATCAACATCCGGCCGGTCGTC
GCCTCCATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGTCGCAGTTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGG
TCTCACCCACAAGCGCCGTCTGTCGGCGCTCGGTCCGGGTGGTCTCTCCCGTGAGCGGGCCGGCTTCGAG
GTCCGTGACGTGCACCCCTCGCACT

>Seq10 organism Streptomyces acidiscabies isolate St1010 RNA polymerase beta subunit (rpoB)
gene partial CDS
TGCGGTCGGTCGGCGAGCTGATCCAGAACCAGGTCCGTACGGGTCTCGCCCGTATGGAGCGCGTCGTGCG
CGAGCGCATGACCACCCAGGACGTCGAGGCGATCACGCCGCAGACCCTGATCAACATCCGGCCGGTCGTC
GCCTCCATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGTCGCAGTTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGG
TCTCACCCACAAGCGCCGTCTGTCGGCGCTCGGTCCGGGTGGTCTCTCCCGTGAGCGGGCCGGCTTCGAG
GTCCGTGACGTGCACCCCTCGCACT

>Seqll organism Streptomyces acidiscabies isolate St1011 RNA polymerase beta subunit (rpoB)
gene partial CDS
TGCGGTCGGTCGGCGAGCTGATCCAGAACCAGGTCCGTACGGGTCTCGCCCGTATGGAGCGCGTCGTGCG
CGAGCGCATGACCACCCAGGACGTCGAGGCGATCACGCCGCAGACCCTGATCAACATCCGGCCGGTCGTC
GCCTCCATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGTCGCAGTTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGG
TCTCACCCACAAGCGCCGTCTGTCGGCGCTCGGTCCGGGTGGTCTCTCCCGTGAGCGGGCCGGCTTCGAG
GTCCGTGACGTGCACCCCTCGCACT

>Seql2 organism Streptomyces acidiscabies isolate St1012 RNA polymerase beta subunit (rpoB)
gene partial CDS
TGCGGTCGGTCGGCGAGCTGATCCAGAACCAGGTCCGTACGGGTCTCGCCCGTATGGAGCGCGTCGTGCG
CGAGCGCATGACCACCCAGGACGTCGAGGCGATCACGCCGCAGACCCTGATCAACATCCGGCCGGTCGTC
GCCTCCATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGTCGCAGTTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGG
TCTCACCCACAAGCGCCGTCTGTCGGCGCTCGGTCCGGGTGGTCTCTCCCGTGAGCGGGCCGGCTTCGAG
GTCCGTGACGTGCACCCCTCGCACT
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>Seql3 organism Streptomyces acidiscabies isolate St1013 RNA polymerase beta subunit (rpoB)
gene partial CDS
TGCGGTCGGTCGGCGAGCTGATCCAGAACCAGGTCCGTACGGGTCTCGCCCGTATGGAGCGCGTCGTGCG
CGAGCGCATGACCACCCAGGACGTCGAGGCGATCACGCCGCAGACCCTGATCAACATCCGGCCGGTCGTC
GCCTCCATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGTCGCAGTTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGG
TCTCACCCACAAGCGCCGTCTGTCGGCGCTCGGTCCGGGTGGTCTCTCCCGTGAGCGGGCCGGCTTCGAG
GTCCGTGACGTGCACCCCTCGCACT

>Seql4 organism Streptomyces acidiscabies isolate St1014 RNA polymerase beta subunit (rpoB)
gene partial CDS
TGCGGTCGGTCGGCGAGCTGATCCAGAACCAGGTCCGTACGGGTCTCGCCCGTATGGAGCGCGTCGTGCG
CGAGCGCATGACCACCCAGGACGTCGAGGCGATCACGCCGCAGACCCTGATCAACATCCGGLCCGGTCGTC
GCCTCCATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGTCGCAGTTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGG
TCTCACCCACAAGCGCCGTCTGTCGGCGCTCGGTCCGGGTGGTCTCTCCCGTGAGCGGGCCGGCTTCGAG
GTCCGTGACGTGCACCCCTCGCACT

>Seql5 organism Streptomyces acidiscabies isolate St1015 RNA polymerase beta subunit (rpoB)
gene partial CDS
TGCGGTCGGTCGGCGAGCTGATCCAGAACCAGGTCCGTACGGGTCTCGCCCGTATGGAGCGCGTCGTGCG
CGAGCGCATGACCACCCAGGACGTCGAGGCGATCACGCCGCAGACCCTGATCAACATCCGGLCCGGTCGTC
GCCTCCATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGTCGCAGTTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGG
TCTCACCCACAAGCGCCGTCTGTCGGCGCTCGGTCCGGGTGGTCTCTCCCGTGAGCGGGCCGGCTTCCAG
GTCCGTGACGTGCACCCCTCGCACT

>Seql6 organism Streptomyces acidiscabies isolate St1016 RNA polymerase beta subunit (rpoB)
gene partial CDS
TGCGGTCGGTCGGCGAGCTGATCCAGAACCAGGTCCGTACGGGTCTCGCCCGTATGGAGCGCGTCGTGCG
CGAGCGCATGACCACCCAGGACGTCGAGGCGATCACGCCGCAGACCCTGATCAACATCCGGCCGGTCGTC
GCCTCCATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGTCGCAGTTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGG
TCTCACCCACAAGCGCCGTCTGTCGGCGCTCGGTCCGGGTGGTCTCTCCCGTGAGCGGGCCGGCTTCGAG
GTCCGTGACGTGCACCCCTCGCACT

>Seql7 organism Streptomyces acidiscabies isolate St1017 RNA polymerase beta subunit (rpoB)
gene partial CDS
TGCGGTCGGTCGGCGAGCTGATCCAGAACCAGGTCCGTACGGGTCTCGCCCGTATGGAGCGCGTCGTGCG
CGAGCGCATGACCACCCAGGACGTCGAGGCGATCACGCCGCAGACCCTGATCAACATCCGGLCLCGGTCGTC
GCCTCCATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGTCGCAGTTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGG
TCTCACCCACAAGCGCCGTCTGTCGGCGCTCGGTCCGGGTGGTCTCTCCCGTGAGCGGGCCGGCTTCGAG
GTCCGTGACGTGCACCCCTCGCACT

>Seq18 organism Streptomyces acidiscabies isolate St1018 RNA polymerase beta subunit (rpoB)
gene partial CDS
TGCGGTCGGTCGGCGAGCTGATCCAGAACCAGGTCCGTACGGGTCTCGCCCGTATGGAGCGCGTCGTGCG
CGAGCGCATGACCACCCAGGACGTCGAGGCGATCACGCCGCAGACCCTGATCAACATCCGGCCGGTCGTC
GCCTCCATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGTCGCAGTTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGG
TCTCACCCACAAGCGCCGTCTGTCGGCGCTCGGTCCGGGTGGTCTCTCCCGTGAGCGGGCCGGCTTCGAG
GTCCGTGACGTGCACCCCTCGCACT

>Seql9 organism Streptomyces acidiscabies isolate St1019 RNA polymerase beta subunit (rpoB)
gene partial CDS
TGCGGTCGGTCGGCGAGCTGATCCAGAACCAGGTCCGTACGGGTCTCGCCCGTATGGAGCGCGTCGTGCG
CGAGCGCATGACCACCCAGGACGTCGAGGCGATCACGCCGCAGACCCTGATCAACATCCGGCCGGTCGTC
GCCTCCATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGTCGCAGTTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGG
TCTCACCCACAAGCGCCGTCTGTCGGCGCTCGGTCCGGGTGGTCTCTCCCGTGAGCGGGCCGGCTTCGAG
GTCCGTGACGTGCACCCCTCGCACT
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>Seq20 organism Streptomyces acidiscabies isolate St1020 RNA polymerase beta subunit (rpoB)
gene partial CDS
TGCGGTCGGTCGGCGAGCTGATCCAGAACCAGGTCCGTACGGGTCTCGCCCGTATGGAGCGCGTCGTGCG
CGAGCGCATGACCACCCAGGACGTCGAGGCGATCACGCCGCAGACCCTGATCAACATCCGGCCGGTCGTC
GCCTCCATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGTCGCAGTTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGG
TCTCACCCACAAGCGCCGTCTGTCGGCGCTCGGTCCGGGTGGTCTCTCCCGTGAGCGGGCCGGCTTCGAG
GTCCGTGACGTGCACCCCTCGCACT

>Seq21 organism Streptomyces acidiscabies isolate St1021 RNA polymerase beta subunit (rpoB)
gene partial CDS
TGCGGTCGGTCGGCGAGCTGATCCAGAACCAGGTCCGTACGGGTCTCGCCCGTATGGAGCGCGTCGTGCG
CGAGCGCATGACCACCCAGGACGTCGAGGCGATCACGCCGCAGACCCTGATCAACATCCGGLCCGGTCGTC
GCCTCCATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGTCGCAGTTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGG
TCTCACCCACAAGCGCCGTCTGTCGGCGCTCGGTCCGGGTGGTCTCTCCCGTGAGCGGGCCGGCTTCGAG
GTCCGTGACGTGCACCCCTCGCACT

>Seq22 organism Streptomyces acidiscabies isolate St111 RNA polymerase beta subunit (rpoB)
gene partial CDS
TGCGGTCGGTCGGCGAGCTGATCCAGAACCAGGTCCGTACGGGTCTCGCCCGTATGGAGCGGGTCGTGC
GTGAGCGCATGACCACCCAGGACGTCGAGGCGATCACGCCGCAGACCCTGATCAACATCCGGLCCGGTCGT
CGCCTCCATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGTCGCAGTTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGG
GTCTCACCCACAAGCGCCGTCTGTCGGCGCTCGGCCCGGGTGGTCTCTCCCGTGAGCGGGCCGGCTTCGA
GGTCCGTGACGTGCACCCCTCGCACT

>Seq23 organism Streptomyces acidiscabies isolate St112 RNA polymerase beta subunit (rpoB)
gene partial CDS
TGCGGTCGGTCGGCGAGCTGATCCAGAACCAGGTCCGTACGGGTCTCGCCCGTATGGAGCGGGTCGTGC
GTGAGCGCATGACCACCCAGGACGTCGAGGCGATCACGCCGCAGACCCTGATCAACATCCGGLCCGGTCGT
CGCCTCCATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGTCGCAGTTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGG
GTCTCACCCACAAGCGCCGTCTGTCGGCTCTTGGCCCGGGTGGTCTCTCCCGTGAGCGGGCCGGCTTCGA
GGTCCGTGACGTGCACCCCTCGCACT

>Seq24 organism Streptomyces acidiscabies isolate St113 RNA polymerase beta subunit (rpoB)
gene partial CDS
TGCGGTCGGTCGGCGAGCTGATCCAGAACCAGGTCCGTACGGGTCTCGCCCGTATGGAGCGGGTCGTGC
GTGAGCGCATGACCACCCAGGACGTCGAGGCGATCACGCCGCAGACCCTGATCAACATCCGGCCGGTCGT
CGCCTCCATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGTCGCAGTTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGG
GTCTCACCCACAAGCGCCGTCTGTCGGCGCTCGGCCCGGGTGGTCTCTCCCGTGAGCGGGCCGGCTTCGA
GGTCCGTGACGTGCACCCCTCGCACT

>Seq25 organism Streptomyces acidiscabies isolate St114 RNA polymerase beta subunit (rpoB)
gene partial CDS
TGCGGTCGGTCGGCGAGCTGATCCAGAACCAGGTCCGTACGGGTCTCGCCCGTATGGAGCGGGTCGTGC
GTGAGCGCATGACCACCCAGGACGTCGAGGCGATCACGCCGCAGACCCTGATCAACATCCGGC CCGGTCGT
CGCCTCCATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGTCGCAGTTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGG
GTCTCACCCACAAGCGCCGTCTGTCGGCGCTCGGCCCGGGTGGTCTCTCCCGTGAGCGGGCCGGCTTCGA
GGTCCGTGACGTGCACCCCTCGCACT

>Seq26 organism Streptomyces acidiscabies isolate St115 RNA polymerase beta subunit (rpoB)
gene partial CDS
TGCGGTCGGTCGGCGAGCTGATCCAGAACCAGGTCCGTACGGGTCTCGCCCGTATGGAGCGGGTCGTGC
GTGAGCGCATGACCACCCAGGACGTCGAGGCGATCACGCCGCAGACCCTGATCAACATCCGGCCGGTCGT
CGCCTCCATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGTCGCAGTTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGG
GTCTCACCCACAAGCGCCGTCTGTCGGCGCTCGGCCCGGGTGGTCTCTCCCGTGAGCGGGCCGGCTTCGA
GGTCCGTGACGTGCACCCCTCGCACT
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>Seq27 organism Streptomyces acidiscabies isolate St116 RNA polymerase beta subunit (rpoB)
gene partial CDS
TGCGGTCGGTCGGCGAGCTGATCCAGAACCAGGTCCGTACGGGTCTCGCCCGTATGGAGCGGGTCGTGC
GTGAGCGCATGACCACCCAGGACGTCGAGGCGATCACGCCGCAGACCCTGATCAACATCCGGCCGGTCGT
CGCCTCCATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGTCGCAGTTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGG
GTCTCACCCACAAGCGCCGTCTGTCGGCGCTCGGCCCGGGTGGTCTCTCCCGTGAGCGGGCCGGCTTCGA
GGTCCGTGACGTGCACCCCTCGCACT

>Seq28 organism Streptomyces sp. 2 isolate St119 RNA polymerase beta subunit (rpoB) gene partial
CDS
TGCGCAGCGTCGGCGAGCTCATCCAGAACCAGGTCCGTACGGGTCTGGCGCGTATGGAGCGCGTCGTGC
GCGAGCGCATGACGACCCAGGACGTCGAGGCGATCACGCCGCAGACCCTGATCAACATCCGGCCGGTEGT
CGCCTCCATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGTCGCAGTTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCCG
GGCTGACGCACAAGCGTCGTCTGTCCGCGCTCGGCCCGGGTGGTCTCTCCCGTGAGCGGGCCGGCLTTCG
AGGTCCGTGACGTGCACCCCTCGCACT

>Seq29 organism Streptomyces scabiei isolate St1113 RNA polymerase beta subunit (rpoB) gene
partial CDS
TGCGCAGCGTCGGCGAGCTCATCCAGAACCAGGTCCGTACGGGTCTGGCGCGTATGGAGCGTGTCGTCCG
CGAGCGCATGACGACCCAGGACGTCGAGGCGATCACGCCCCAGACCCTGATCAACATCCGGLCCGGTCGTC
GCCTCCATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGTCGCAGTTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGG
TCTGACGCACAAGCGTCGTCTCTCGGCGCTGGGTCCCGGTGGTCTGTCCCGCGAGCGGGCCGGCTTCGAG
GTCCGTGACGTGCACCCCTCGCACT

>Seq30 organism Streptomyces scabiei isolate St1114 RNA polymerase beta subunit (rpoB) gene
partial CDS
TGCGCAGCGTCGGCGAGCTCATCCAGAACCAGGTCCGTACGGGTCTGGCGCGTATGGAGCGTGTCGTCCG
CGAGCGCATGACGACCCAGGACGTCGAGGCGATCACGCCCCAGACCCTGATCAACATCCGGCCGGTCGTC
GCCTCCATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGTCGCAGTTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGG
TCTGACGCACAAGCGTCGTCTCTCGGCGCTGGGTCCCGGTGGTCTGTCCCGCGAGCGGGCCGGCTTCGAG
GTCCGTGACGTGCACCCCTCGCACT

>Seq31 organism Streptomyces sp. 3 isolate St1117 RNA polymerase beta subunit (rpoB) gene
partial CDS
TGCGCAGCGTCGGCGAGCTGATCCAGAACCAGGTCCGTACGGGTCTCGCCCGTATGGAGCGTGTCGTGCG
CGAGCGCATGACCACCCAGGACGTCGAGGCGATCACGCCCCAGACCCTGATCAACATCCGGLCCGGTCGTC
GCCTCCATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGTCCCAGTTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGG
TCTCACCCACAAGCGCCGTCTGTCGGCTCTTGGTCCGGGTGGTCTCTCCCGTGAGCGGGCCGGCTTCGAG
GTCCGTGACGTGCACCCGTCGCACT

>Seq32 organism Streptomyces sp. 4 isolate St1118 RNA polymerase beta subunit (rpoB) gene
partial CDS
TCCGTAACGTCGGCGAGCTGATCCAGAACCAGGTCCGCACGGGTCTGGCGCGTATGGAGCGCGTCGTCCG
CGAGCGCATGACCACTCAGGACGTCGAGGCGATCACGCCGCAGACCCTGATCAACATCCGGCCGGTCGTC
GCCTCCATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGTCGCAGTTCATGGACCAGACGAACCCGCTGTCGG
GTCTGACCCACAAGCGCCGTCTGAACGCGCTCGGCCCCGGTGGTCTCTCCCGTGAGCGGGCGGGCTTCGA
GGTCCGTGACGTGCACCCCTCGCACT

>Seq33 organism Streptomyces sp. 5 isolate St1119 RNA polymerase beta subunit (rpoB) gene
partial CDS
TCCGTAACGTCGGCGAGCTGATCCAGAACCAGGTCCGCACGGGTCTGGCCCGTATGGAGCGCGTCGTCCG
CGAGCGCATGACGACTCAGGACGTCGAGGCGATCACGCCGCAGACCCTGATCAACATCCGGCCGGTCGTC
GCCTCCATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGTCGCAGTTCATGGACCAGACGAACCCGCTGTCGG
GTCTGACCCACAAGCGCCGTCTGAACGCGCTGGGCCCCGGTGGTCTGTCCCGTGAGCGGGCGGGCTTCG
AGGTCCGTGACGTGCACCCGTCGCACT
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>Seq34 organism Streptomyces sp. 6 isolate St1122 RNA polymerase beta subunit (rpoB) gene
partial CDS
TCCGCAACGTCGGCGAGCTGATCCAGAACCAGGTCCGTACGGGTCTCGCCCGTATGGAGCGGGTCGTGCG
CGAGCGCATGACCACCCAGGACGTCGAGGCGATCACGCCGCAGACCCTGATCAACATCCGGCCGGTCGTC
GCCTCCATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGTCCCAGTTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGG
TCTGACGCACAAGCGTCGTCTCAACGCGCTCGGCCCGGGTGGTCTCTCCCGTGAGCGGGCCGGCTTCGAG
GTCCGTGACGTTCACCCGTCGCACT

>Seq35 organism Streptomyces sp. 7 isolate St1124 RNA polymerase beta subunit (rpoB) gene
partial CDS
TCCGCAACGTCGGCGAGCTGATCCAGAACCAGGTCCGTACGGGTCTCGCCCGTATGGAGCGCGTCGTGCG
CGAGCGCATGACCACCCAGGACGTCGAGGCGATCACGCCGCAGACCCTGATCAACATCCGGLCCGGTCGTC
GCCTCCATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGTCCCAGTTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGG
GCTGACGCACAAGCGTCGTCTGAACGCCCTCGGCCCGGGTGGTCTCTCCCGTGAGCGGGCCGGCTTCGA
GGTCCGTGACGTGCACCCCTCGCACT

>Seq36 organism Streptomyces sp. 8 isolate St1125 RNA polymerase beta subunit (rpoB) gene
partial CDS
TGCGCAGCGTCGGCGAGCTGATCCAGAACCAGGTCCGTACGGGTCTCGCCCGTATGGAGCGCGTCGTGCG
CGAGCGCATGACGACCCAGGACGTCGAGGCGATCACGCCGCAGACCCTGATCAACATCCGGLCCGGTCGTC
GCCTCCATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGTCGCAGTTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGG
TCTCACCCACAAGCGCCGTCTGTCGGCTCTTGGCCCGGGTGGTCTCTCCCGTGAGCGGGCCGGCTTCGAG
GTCCGTGACGTGCACCCGTCGCACT

>Seq37 organism Streptomyces sp. 9 isolate St1130 RNA polymerase beta subunit (rpoB) gene
partial CDS
TGCGCAACGTCGGCGAGCTCATCCAGAACCAGGTCCGTACGGGTCTCGCCCGCATGGAGCGCGTCGTGCG
CGAGCGCATGACCACCCAGGACGTCGAGGCGATCACGCCGCAGACCCTGATCAACATCCGGCCGGTCGTC
GCCTCCATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGTCGCAGTTCATGGACCAGACGAACCCGCTGTCGG
GCCTGACCCACAAGCGTCGTCTGTCCGCGCTGGGCCCCGGTGGTCTGTCCCGTGAGCGGGCCGGCLCTTCG
AGGTCCGTGACCGGCACCCCTCGCACT

>Seq38 organism Streptomyces sp. 10 isolate St1131 RNA polymerase beta subunit (rpoB) gene
partial CDS
TGCGCAGCGTCGGCGAGCTGATCCAGAACCAGGTCCGTACGGGTCTCGCCCGTATGGAGCGCGTCGTGCG
CGAGCGCATGACGACCCAGGACGTCGAGGCGATCACGCCGCAGACCCTGATCAACATCCGGLCCGGTCGTC
GCCTCCATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGTCGCAGTTCATGGACCAGAACAACCCCCTGTCTGG
TCTCACGCACAAGCGCCGTCTGTCGGCGCTCGGCCCCGGTGGTCTGTCCCGTGAGCGGGCCGGCTTCGA
GGTCCGTGACGTGCACCCCTCGCACT

>Seq39 organism Streptomyces sp. 5 isolate St1133 RNA polymerase beta subunit (rpoB) gene
partial CDS
TCCGTAACGTCGGCGAGCTGATCCAGAACCAGGTCCGTACGGGTCTGGCCCGTATGGAGCGCGTCGTCCG
CGAGCGCATGACGACTCAGGACGTCGAGGCGATCACGCCGCAGACCCTGATCAACATCCGGCCGGTCGTC
GCCTCCATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGTCGCAGTTCATGGACCAGACGAACCCGCTGTCGG
GTCTGACCCACAAGCGTCGTCTGAACGCGCTGGGCCCCGGTGGTCTGTCCCGAGAGCGGGCGGGCLTTCG
AGGTCCGAGACGTGCACCCGTCGCACT

>Seq40 organism Streptomyces sp. 4 isolate St1134 RNA polymerase beta subunit (rpoB) gene
partial CDS
TCCGTAACGTCGGCGAGCTGATCCAGAACCAGGTCCGCACGGGTCTGGCGCGTATGGAGCGCGTCGTCCG
CGAGCGCATGACCACTCAGGACGTCGAGGCGATCACGCCGCAGACCCTGATCAACATCCGGCCGGTCGTC
GCCTCCATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGTCGCAGTTCATGGACCAGACGAACCCGCTGTCGG
GTCTGACCCACAAGCGCCGTCTGAACGCGCTCGGCCCCGGTGGTCTCTCCCGTGAGCGGGCGGGCTTCGA
GGTCCGTGACGTGCACCCCTCGCACT
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>Seqg41 organism Streptomyces sp. 11 isolate St1140 RNA polymerase beta subunit (rpoB) gene
partial CDS
TGCGCAGTGTCGGCGAGCTCATCCAGAACCAGGTCCGTACGGGTCTGGCGCGTATGGAGCGTGTCGTCCG
CGAGCGCATGACGACCCAGGACGTCGAGGCGATCACGCCGCAGACCCTGATCAACATCCGGCCGGTCGTC
GCCTCCATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGTCGCAGTTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGG
TCTCACCCACAAGCGCCGTCTGTCGGCTCTTGGCCCCGGTGGTCTCTCCCGTGAGCGGGCCGGCTTCGAG
GTTCGTGACGTGCACCCGTCCCACT

>Seq42 organism Streptomyces sp. 12 isolate St121 RNA polymerase beta subunit (rpoB) gene
partial CDS
TGCGCTCGGTCGGTGAGCTGATCCAGAACCAGGTCCGTACGGGTCTCGCCCGTATGGAGCGCGTCGTGCG
CGAGCGCATGACCACCCAGGACGTCGAGGCGATCACGCCGCAGACCCTGATCAACATCCGGLCCGGTCGTC
GCCTCCATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGTCGCAGTTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGG
TCTCACCCACAAGCGCCGTCTGTCGGCCCTTGGCCCGGGTGGTCTCTCCCGTGAGCGGGCCGGCTTCGAG
GTCCGTGACGTGCACCCCTCGCACT

>Seq43 organism Streptomyces sp. 13 isolate St122 RNA polymerase beta subunit (rpoB) gene
partial CDS
TGCGTAACGTCGGCGAGCTCATCCAGAACCAGGTCCGTACGGGTCTCGCCCGTATGGAGCGTGTCGTGCG
TGAGCGCATGACCACCCAGGACGTCGAGGCGATCACGCCGCAGACCCTGATCAACATCCGGLCCGGTCGTC
GCCTCCATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGTCGCAGTTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGG
TCTGACCCACAAGCGCCGTCTGTCGGCGCTGGGCCCGGGTGGTCTGTCCCGTGAGCGCGCCGGCTTCGA
GGTCCGTGACGTGCACCCGTCCCACT

>Seq44 organism Streptomyces sp. 14 isolate St123 RNA polymerase beta subunit (rpoB) gene
partial CDS
TGCGCAGCGTCGGCGAGCTCATCCAGAACCAGGTCCGCACGGGTCTGGCGCGTATGGAGCGAGTCGTCC
GCGAGCGGATGACGACCCAGGACGTCGAGGCGATCACGCCGCAGACCCTGATCAACATCCGG CCGGTCGT
CGCCTCCATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGTCGCAGTTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGG
GTCTCACCCACAAGCGCCGCCTGTCGGCGCTCGGTCCGGGTGGTCTCTCCCGTGAGCGGGCCGGCTTCGA
GGTCCGTGACGTGCACCCCTCGCACT

>Seq45 organism Streptomyces scabiei isolate St124 RNA polymerase beta subunit (rpoB) gene
partial CDS
TGCGCAGCGTCGGCGAGCTCATCCAGAACCAGGTCCGTACGGGTCTGGCGCGTATGGAGCGTGTCGTCCG
CGAGCGCATGACGACCCAGGACGTCGAGGCGATCACGCCCCAGACCCTGATCAACATCCGGLCLCGGTCGTC
GCCTCCATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGTCGCAGTTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGG
TCTGACGCACAAGCGTCGTCTCTCGGCGCTGGGTCCCGGTGGTCTGTCCCGTGAGCGGGCCGGCTTCGAG
GTCCGTGACGTGCACCCCTCGCACT

>Seq46 organism Streptomyces scabiei isolate St125 RNA polymerase beta subunit (rpoB) gene
partial CDS
TGCGCAGCGTCGGCGAGCTCATCCAGAACCAGGTCCGTACGGGTCTGGCGCGTATGGAGCGTGTCGTCCG
CGAGCGCATGACGACCCAGGACGTCGAGGCGATCACGCCCCAGACCCTGATCAACATCCGGCCGGTCGTC
GCCTCCATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGTCGCAGTTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGG
TCTGACGCACAAGCGTCGTCTCTCGGCGCTGGGTCCCGGTGGTCTGTCCCGCGAGCGGGCCGGCTTCGAG
GTCCGTGACGTGCACCCCTCGCACT

>Seq47 organism Streptomyces scabiei isolate St126 RNA polymerase beta subunit (rpoB) gene
partial CDS
TGCGCAGCGTCGGCGAGCTCATCCAGAACCAGGTCCGTACGGGTCTGGCGCGTATGGAGCGTGTCGTCCG
CGAGCGCATGACGACCCAGGACGTCGAGGCGATCACGCCCCAGACCCTGATCAACATCCGGCCGGTCGTC
GCCTCCATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGTCGCAGTTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGG
TCTGACGCACAAGCGTCGTCTCTCGGCGCTGGGTCCCGGTGGTCTGTCCCGTGAGCGGGCCGGCTTCGAG
GTCCGTGACGTGCACCCCTCGCACT
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>Seq48 organism Streptomyces scabiei isolate St127 RNA polymerase beta subunit (rpoB) gene
partial CDS
TGCGCAGCGTCGGCGAGCTCATCCAGAACCAGGTCCGTACGGGTCTGGCGCGTATGGAGCGTGTCGTCCG
CGAGCGCATGACGACCCAGGACGTCGAGGCGATCACGCCCCAGACCCTGATCAACATCCGGCCGGTCGTC
GCCTCCATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGTCGCAGTTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGG
TCTGACGCACAAGCGTCGTCTCTCGGCGCTGGGTCCCGGTGGTCTGTCCCGCGAGCGGGCCGGCTTCGAG
GTCCGTGACGTGCACCCCTCGCACT

>Seq49 organism Streptomyces scabiei isolate St128 RNA polymerase beta subunit beta subunit
(rpoB) gene partial CDS
TGCGCAGCGTCGGCGAGCTCATCCAGAACCAGGTCCGTACGGGTCTGGCGCGTATGGAGCGTGTCGTCCG
CGAGCGCATGACGACCCAGGACGTCGAGGCGATCACGCCCCAGACCCTGATCAACATCCGGLCCGGTCGTC
GCCTCCATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGTCGCAGTTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGG
TCTGACGCACAAGCGTCGTCTCTCGGCGCTGGGTCCCGGTGGTCTGTCCCGCGAGCGGGCCGGCTTCGAG
GTCCGTGACGTGCACCCCTCGCACT

>Seq50 organism Streptomyces scabiei isolate St129 RNA polymerase beta subunit (rpoB) gene
partial CDS
TGCGCAGCGTCGGCGAGCTCATCCAGAACCAGGTCCGTACGGGTCTGGCGCGTATGGAGCGTGTCGTCCG
CGAGCGCATGACGACCCAGGACGTCGAGGCGATCACGCCCCAGACCCTGATCAACATCCGGLCCGGTCGTC
GCCTCCATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGTCGCAGTTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGG
TCTGACGCACAAGCGTCGTCTCTCGGCGCTGGGTCCCGGTGGTCTGTCCCGCGAGCGGGCCGGCTTCGAG
GTCCGTGACGTGCACCCCTCGCACT

>Seq51 organism Streptomyces scabiei isolate St1210 RNA polymerase beta subunit (rpoB) gene
partial CDS
TGCGCAGCGTCGGCGAGCTCATCCAGAACCAGGTCCGTACGGGTCTGGCGCGTATGGAGCGTGTCGTCCG
CGAGCGCATGACGACCCAGGACGTCGAGGCGATCACGCCCCAGACCCTGATCAACATCCGGCCGGTCGTC
GCCTCCATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGTCGCAGTTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGG
TCTGACGCACAAGCGTCGTCTCTCGGCGCTGGGTCCCGGTGGTCTGTCCCGCGAGCGGGCCGGCTTCGAG
GTCCGTGACGTGCACCCCTCGCACT

>Seq52 organism Streptomyces sp. 15 isolate St1218 RNA polymerase beta subunit (rpoB) gene
partial CDS
TCCGCAGCGTCGGCGAGCTGATCCAGAACCAGGTCCGTACGGGTCTCGCCCGTATGGAGCGCGTCGTGCG
CGAGCGCATGACCACGCAGGACGTCGAGGCGATCACGCCGCAGACCCTGATCAACATCCGGLCCGGTCGTC
GCCTCCATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGTCCCAGTTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGG
GCTGACGCACAAGCGTCGTCTGAACGCCCTGGGCCCGGGTGGTCTCTCCCGTGAGCGGGCCGGCTTCGA
GGTCCGTGACGTGCACCCGTCGCACT

>Seq53 organism Streptomyces sp. 7 isolate St1219 RNA polymerase beta subunit (rpoB) gene
partial CDS
TCCGCAACGTCGGCGAGCTGATCCAGAACCAGGTCCGTACGGGTCTCGCCCGTATGGAGCGCGTCGTGCG
CGAGCGCATGACCACCCAGGACGTCGAGGCGATCACGCCGCAGACCCTGATCAACATCCGGCCGGTCGTC
GCCTCCATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGTCCCAGTTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGG
GCTGACGCACAAGCGTCGTCTGAACGCCCTCGGCCCGGGTGGCCTCTCCCGTGAGCGGGCCGGCTTCGA
GGTCCGTGACGTGCACCCCTCGCACT

>Seg54 organism Streptomyces sp. 16 isolate St1226 RNA polymerase beta subunit (rpoB) gene
partial CDS
TGCGCAGCGTCGGCGAGCTCATCCAGAACCAGGTCCGCACGGGTCTGGCCCGTATGGAGCGCGTCGTCC
GCGAGCGGATGACCACGCAGGACGTCGAGGCGATCACGCCGCAGACCCTGATCAACATCCGGCCGGTCGT
CGCCTCCATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGTCCCAGTTCATGGACCAGAACAACCCGCTCTCCG
GGCTGACGCACAAGCGGCGTCTGTCCGCGCTGGGCCCTGGTGGTCTCTCCCGTGAGCGGGCCGGCTTCG
AGGTCCGTGACGTGCACCCCTCGCACT
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>Seg55 organism Streptomyces sp. 14 isolate St1227 RNA polymerase beta subunit (rpoB) gene
partial CDS
TGCGCAGCGTCGGCGAGCTCATCCAGAACCAGGTCCGCACGGGTCTGGCGCGTATGGAGCGAGTCGTCC
GCGAGCGGATGACGACCCAGGACGTCGAGGCGATCACGCCGCAGACCCTGATCAACATCCGGCCGGTCGT
CGCCTCCATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGTCGCAGTTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGG
GTCTCACCCACAAGCGCCGCCTGTCGGCGCTCGGTCCGGGTGGTCTCTCCCGTGAGCGGGCCGGCTTCGA
GGTCCGTGACGTGCACCCCTCGCACT

>Seq56 organism Streptomyces sp. 17 isolate St1229 RNA polymerase beta subunit (rpoB) gene
partial CDS
TGCGCAGCGTCGGCGAGCTCATCCAGAACCAGGTCCGTACGGGTCTGGCGCGTATGGAGCGAGTCGTCCG
CGAGCGCATGACGACCCAGGACGTCGAGGCGATCACGCCGCAGACCCTGATCAACATCCGGLCCGGTCGTC
GCCTCCATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGTCGCAGTTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGG
TCTCACCCACAAGCGCCGTCTGTCGGCACTTGGCCCGGGTGGTCTCTCCCGTGAGCGGGCCGGCTTCGAG
GTCCGTGACGTGCACCCGTCCCACT

>Seq57 organism Streptomyces scabiei isolate St1230 RNA polymerase beta subunit (rpoB) gene
partial CDS
TGCGCAGCGTCGGCGAGCTCATCCAGAACCAGGTCCGTACGGGTCTGGCGCGTATGGAGCGTGTCGTCCG
CGAGCGCATGACGACCCAGGACGTCGAGGCGATCACGCCCCAGACCCTGATCAACATCCGGLCCGGTCGTC
GCCTCCATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGTCGCAGTTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGG
TCTGACGCACAAGCGTCGTCTCTCGGCGCTGGGTCCCGGTGGTCTGTCCCGCGAGCGGGCCGGCTTCGAG
GTCCGTGACGTGCACCCCTCGCACT

>Seq58 organism Streptomyces scabiei isolate St1232 RNA polymerase beta subunit (rpoB) gene
partial CDS
TGCGCAGCGTCGGCGAGCTCATCCAGAACCAGGTCCGTACGGGTCTGGCGCGTATGGAGCGTGTCGTCCG
CGAGCGCATGACGACCCAGGACGTCGAGGCGATCACGCCCCAGACCCTGATCAACATCCGGCCGGTCGTC
GCCTCCATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGTCGCAGTTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGG
TCTGACGCACAAGCGTCGTCTCTCGGCGCTGGGTCCCGGTGGTCTGTCCCGTGAGCGGGCCGGCTTCGAG
GTCCGTGACGTGCACCCCTCGCACT

>Seq59 organism Streptomyces sp. 18 isolate St1233 RNA polymerase beta subunit (rpoB) gene
partial CDS
TGCGCAGCGTCGGCGAGCTCATCCAGAACCAGGTCCGCACGGGTCTGGCCCGTATGGAGCGCGTCGTGC
GCGAGCGCATGACCACGCAGGACGTCGAGGCGATCACGCCGCAGACCCTGATCAACATCCGGCCGGTCGT
CGCCTCCATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGTCCCAGTTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCCG
GGCTGACGCACAAGCGTCGTCTGTCCGCGCTCGGCCCGGGTGGTCTCTCCCGTGAGCGGGCCGGCTTCG
AGGTCCGTGACGTGCACCCCTCGCACT

>Seq60 organism Streptomyces sp. 19 isolate St1234 RNA polymerase beta subunit (rpoB) gene
partial CDS
TGCGCAGCGTCGGCGAGCTCATCCAGAACCAGGTCCGTACGGGTCTGGCGCGTATGGAGCGAGTCGTCCG
CGAGCGGATGACGACCCAGGACGTCGAGGCGATCACGCCGCAGACCCTGATCAACATCCGGCCGGTCGTC
GCCTCCATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGTCGCAGTTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGG
TCTCACCCACAAGCGCCGTCTGTCGGCGCTCGGCCCGGGTGGTCTCTCCCGTGAGCGGGCCGGCTTCGAG
GTCCGTGACGTGCACCCGTCCCACT

>Seg61 organism Streptomyces scabiei isolate St1236 RNA polymerase beta subunit (rpoB) gene
partial CDS
TGCGCAGCGTCGGCGAGCTCATCCAGAACCAGGTCCGTACGGGTCTGGCGCGTATGGAGCGTGTCGTCCG
CGAGCGCATGACGACCCAGGACGTCGAGGCGATCACGCCCCAGACCCTGATCAACATCCGGCCGGTCGTC
GCCTCCATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGTCGCAGTTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGG
TCTGACGCACAAGCGTCGTCTCTCGGCGCTGGGTCCCGGTGGTCTGTCCCGTGAGCGGGCCGGCTTCGAG
GTCCGTGACGTGCACCCCTCGCACT
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>Se(62 organism Streptomyces stelliscabiei strain DSM41803 RNA polymerase beta subunit (rpoB)
gene partial CDS
TGCGCAGCGTCGGCGAACTCATCCAGAACCAGGTCCGTACGGGTCTGGCGCGTATGGAGCGTGTCGTCCG
CGAGCGCATGACGACCCAGGACGTCGAGGCGATCACGCCCCAGACCCTGATCAACATCCGGCCGGTCGTC
GCCTCCATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGTCGCAGTTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGG
TCTGACGCACAAGCGTCGTCTCTCGGCGCTGGGTCCCGGTGGTCTGTCCCGTGAGCGGGCCGGCTTCGAG
GTCCGTGACGTGCACCCCTCGCACT

>Seq63 organism Streptomyces scabiei strain DSM41658 RNA polymerase beta subunit (rpoB) gene
partial CDS

TGCGCAGCGTCGGCGAGCTCATCCAGAACCAGGTCCGTACGGGTCTGGCGCGTATGGAGCGTGTCGTCCG
CGAGCGCATGACGACCCAGGACGTCGAGGCGATCACGCCCCAGACCCTGATCAACATCCGGCCGGTCGTC
GCCTCCATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGTCGCAGTTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGG
TCTGACCCACAAGCGTCGTCTCTCGGCGCTGGGTCCCGGTGGTCTGTCCCGTGAGCGGGCCGGCTTCGAG
GTCCGTGACGTGCACCCCTCGCACT

>Seq64 organism Streptomyces turgidiscabies strain DSM41838 RNA polymerase beta subunit
(rpoB) gene partial CDS
TGCGCAACGTCGGCGAGCTCATCCAGAACCAGGTCCGTACGGGTCTGGCGCGTATGGAGCGTGTCGTCCG
CGAGCGCATGACGACTCAGGACGTCGAGGCGATCACGCCGCAGACCCTGATCAACATCCGGLCCGGTCGTC
GCCTCCATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGTCGCAGTTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGG
TCTCACCCACAAGCGCCGTCTGTCGGCTCTTGGCCCGGGTGGTCTCTCCCGTGAGCGGGCCGGCTTCGAG
GTCCGTGACGTGCACCCCTCGCACT

>Se(65 organism Streptomyces acidiscabies strain DSM41668 RNA polymerase beta subunit (rpoB)
gene partial CDS
TGCGGTCGGTCGGCGAGCTGATCCAGAACCAGGTCCGTACGGGTCTCGCCCGTATGGAGCGGGTCGTGC
GTGAGCGCATGACCACCCAGGACGTCGAGGCGATCACGCCGCAGACCCTGATCAACATCCGGCCGGTCGT
CGCCTCCATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGTCGCAGTTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGG
GTCTCACCCACAAGCGCCGTCTGTCGGCGCTCGGCCCGGGTGGTCTCTCCCGTGAGCGGGCCGGCTTCGA
GGTCCGTGACGTGCACCCCTCGCACT

>Se(66 organism Streptomyces europaeiscabiei strain CFBP4497 RNA polymerase beta subunit
(rpoB) gene partial CDS
TGCGCAACGTCGGCGAGCTCATCCAGAACCAGGTCCGTACGGGCCTGGCGCGGATGGAGCGCGTCGTGC
GCGAGCGCATGACCACCCAGGACGTCGAGGCGATCACGCCGCAGACCCTGATCAACATCCGGCCGGTCGT
CGCCTCCATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGTCGCAGTTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGG

GTCTCACCCACAAGCGCCGTCTGTCGGCTCTTGGCCCGGGTGGTCTCTCCCGTGAGCGGGCCGGCTTCGA
GGTCCGAGACGTGCACCCGTCCCACT
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B) Diferentes alelos obtenidos mediante el ingreso del alineamiento del fragmento del gen

atpD a la base de datos MLST (http://pubmist.org/analysis/) utilizando la opcion non-

redundant database (NRDB). El alineamiento contenia las secuencias de 16 aislamientos de
S. acidiscabies y la cepa de referencia Streptomyces acidiscabies 84-104. A continuacion se

muestras los datos obtenidos:

Alelo 1

>ST105

=ST106

=ST113

=ST114

=ST116

=gi|372137541|gb|AHBF01000081.1|:16252-16747_Streptomyces_acidiscabies_84-104
CGCGCTTCGACGAGCTCGAGTCGAAGACCGAGATGTTCGAGACCGGCGTCAAGGTCATCGACCTGCTGAC
CCCGTACGTCAAGGGCGGCAAGATCGGCCTGTTCGGCGGTGCCGGCGTCGGCAAGACGGTGCTCATCCA
GGAGATGATCTACCGCGTCGCCAACAACCACGACGGTGTCTCCGTGTTCGCCGGTGTCGGCGAGCGCACC
CGTGAGGGCAACGACCTCATCGAGGAGATGGCCGACTCGGGCGTCATCGACAAGACGGCCCTCGTCTTCG
GCCAGATGGACGAGCCCCCGGGCACCCGTCTGCGCGTGGCCCTCGCGGGTCTGACCATGGCGGAGTACT
TCCGCGATGTGCAGAAGCAGGACGTGCTGTTCTTCATCGACAACATCTTCCGCTTCACGCAGGCCGGTTCC
GAGGTGTCGACCCTTCTCGGTCGTATGCCCTCGGCCGTGGGTTACCAGCCGAACCTCGCCGACGAGATGG
GTCTCCT

Alelo 2

>ST107

=ST108

=ST109

=ST1011

=ST1013

=ST1015
CGCGCTTCGACGAGCTCGAGTCGAAGACCGAGATGTTCGAGACCGGCGTCAAGGTCATCGACCTGCTGAC
CCCGTACGTCAAGGGCGGCAAGATCGGTCTGTTCGGCGGTGCCGGCGTCGGCAAGACGGTGCTCATCCAG
GAGATGATCTACCGCGTCGCCAACAACCACGACGGTGTCTCCGTGTTCGCCGGTGTCGGCGAGCGCACCC
GTGAGGGCAACGACCTCATCGAGGAGATGGCCGACTCGGGCGTCATCGACAAGACGGCCCTCGTCTTCGG
TCAGATGGACGAGCCCCCGGGCACCCGTCTGCGCGTGGCCCTCGCGGGTCTGACCATGGCGGAGTACTTC
CGCGATGTGCAGAAGCAGGACGTGCTGTTCTTCATCGACAACATCTTCCGCTTCACGCAGGCCGGTTCCGA
GGTCTCCACGCTGCTCGGCCGTATGCCGTCCGCGGTGGGTTACCAGCCGAACCTGGCCGACGAGATGGGT
CTCCT

Alelo 3

>ST103
CGCGCTTCGACGAGCTCGAGTCGAAGACCGAGATGTTCGAGACCGGCGTCAAGGTCATCGACCTGCTGAC
CCCGTACGTCAAGGGCGGCAAGATCGGCCTGTTCGGCGGTGCCGGCGTCGGCAAGACGGTGCTCATCCA
GGAGATGATCTACCGCGTCGCCAACAACCACGACGGTGTCTCCGTGTTCGCCGGTGTCGGCGAGCGCACC
CGTGAGGGCAACGACCTCATCGAGGAGATGGCCGACTCGGGCGTCATCGACAAGACGGCCCTCGTCTTCG
GCCAGATGGACGAGCCCCCGGGCACCCGTCTGCGCGTGGCCCTCGCGGGTCTGACCATGGCGGAGTACT
TCCGCGATGTGCAGAAGCAGGACGTGCTGTTCTTCATCGACAACATCTTCCGCTTCACGCAGGCCGGTTCC
GAGGTGTCGACCCTTCTCGGTCGGATGCCCTCGGCCGTGGGTTACCAGCCGAACCTCGCCGACGAGATGG
GCCTCCT
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Alelo 4

>ST1018
CGCGCTTCGACGAGCTCGAGTCGAAGACCGAGATGTTCGAGACCGGCGTCAAGGTCATCGACCTGCTGAC
CCCGTACGTCAAGGGCGGCAAGATCGGTCTGTTCGGCGGTGCCGGCGTCGGCAAGACGGTGCTCATCCAG
GAGATGATCTACCGCGTCGCCAACAACCACGACGGTGTCTCCGTGTTCGCCGGTGTCGGCGAGCGCACCC
GTGAGGGCAACGACCTCATCGAGGAGATGGCCGACTCGGGCGTCATCGACAAGACGGCCCTCGTCTTCGG
TCAGATGGACGAGCCCCCGGGCACCCGTCTGCGCGTGGCCCTCGCGGGTCTGACCATGGCGGAGTACTTC
CGCGATGTGCAGAAGCAGGACGTGCTGTTCTTCATCGACAACATCTTCCGCTTCACGCAGGCCGGTTCCGA
GGTCTCCACGCTGCTCGGCCGTATGCCGTCCGCGGTGGGTTACCAGTCCAACCTGGCTGTCGAGATGGGT
CTCCT

Alelo 5

>ST111
CGCGCTTCGACGAGCTCGAGTCGAAGACCGAGATGTTCGAGACCGGCGTCAAGGTCATCGACCTGCTGAC
CCCGTACGTCAAGGGCGGCAAGATCGGCCTGTTCGGCGGTGCCGGCGTCGGCAAGACGGTGCTCATCCA
GGAGATGATCTACCGCGTCGCCAACAACCACGACGGTGTCTCCGTGTTCGCCGGTGTCGGCGAGCGCACC
CGTGAGGGCAACGACCTCATCGAGGAGATGGCCGACTCGGGCGTCATCGACAAGACGGCCCTCGTCTTCG
GCCAGATGGACGAGCCCCCGGGCACCCGTCTGCGCGTGGCCCTCGCGGGTCTGACCATGGCGGAGTACT
TCCGCGATGTGCAGAAGCAGGACGTGCTGTTCTTCATCGACAACATCTTCCGCTTCACGCAGGCCGGTTCC
GAGGTGTCGACCCTTCTCGGTCGTATGCCCTCGGCCGTGGGTTACCAGCCGAACCTCGCCGACGAGATGG
GCCTCCT

Alelo 6

>ST112
CGCGCTTCGACGAGCTCGAGTCGAAGACCGAGATGTTCGAGACCGGCGTCAAGGTCATCGACCTGCTGAC
CCCGTACGTCAAGGGCGGCAAGATCGGCCTGTTCGGCGGTGCCGGCGTCGGCAAGACGGTGCTCATCCA
GGAGATGATCTACCGCGTCGCCAACAACCACGACGGTGTCTCCGTGTTCGCCGGTGTCGGCGAGCGCACC
CGTGAGGGCAACGACCTCATCGAGGAGATGGCCGACTCGGGCGTCATCGACAAGACGGCCCTCGTCTTCG
GCCAGATGGACGAGCCCCCGGGCACCCGTCTGCGCGTGGCCCTCGCGGGTCTGACCATGGCGGAGTACT
TCCGCGATGTGCAGAAGCAGGACGTGCTGTTCTTCATCGACAACATCTTCCGCTTCACACAGGCCGGTTCC
GAGGTGTCGACCCTTCTCGGCCGGATGCCCTCGGCCGTGGGTTACCAGCCGAACCTCGCCGACGAGATGG
GTCTCCT

Alelo 7

>ST115
CGCGCTTCGACGAGCTCGAGTCGAAGACCGAGATGTTCGAGACCGGCGTCAAGGTCATCGACCTGCTGAC
CCCGTACGTCAAGGGCGGCAAGATCGGCCTGTTCGGCGGTGCCGGCGTCGGCAAGACGGTGCTCATCCA
GGAGATGATCTACCGCGTCGCCAACAACCACGACGGTGTCTCCGTGTTCGCCGGTGTCGGCGAGCGCACC
CGTGAGGGCAACGACCTCATCGAGGAGATGGCCGACTCGGGCGTCATCGACAAGACGGCCCTCGTCTTCG
GCCAGATGGACGAGCCCCCGGGCACCCGTCTGCGCGTGGCCCTCGCGGGTCTGACCATGGCGGAGTACT
TCCGCGATGTGCAGAAGCAGGACGTGCTGTTCTTCATCGACAACATCTTCCGCTTCGCGCAGGCCGGTTCC
GAGGTGTCGACCCTTCTCGGTCGTATGCCCTCGGCCGTGGGTTACCAGCCGAACCTCGCCGACGAGATGG
GTCTCCT
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