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RESUMEN

La mancha negra del cacao (MNC) causada por distintas especies de Phytophthora es de
importancia por las perdidas considerables que causa a nivel mundial en todos los paises
productores de cacao. En la presente investigacion se realiz6 un estudio detallado de
caracteristicas morfoldgicas y moleculares de 31 aislamientos de las plantaciones de cacao del
Oomyceto del género Phytophthora procedentes de diferentes zonas ecoldgicas del estado de
Tabasco y Chiapas. Los patrones culturales observados de las cepas en estudio como el
comportamiento del crecimiento en funcidn de las temperaturas; caracteristicas morfolégicas ,
dimensiones de los esporangios, clamidosporas y estructuras reproductivas sexuales (anteridio,
oogonio y oospora) permitieron clasificar morfolégicamente a la mayoria de los aislados
pertenecientes a las especies de P. capsici de acuerdo a las criterios de Stamps et al. (1996) y P.
tropicalis Aragaki y Uchida (2001) y Martin et al, (2012). La amplificacion mediante PCR
utilizando cebadores universales (LV1 / LV2 y 350) del gen 18S del ADNr, confirmo la
identificacion de ambas especies. El estudio filogenético a partir de la secuenciacion de
fragmentos amplificados del gen 18S mostré la existencia de dos grupos de aislados
identificando como P. capsici y un grupo de aislados de P. tropicalis. Asi, se confirma la
presencia de P. capsici y P. tropicalis involucradas en la enfermedad de MNC en México y se
hace el primer reporte de la presencia de P. tropicalis en los cacaotales de Tabasco y el Norte

de Chiapas.

Palabras clave: Phytophthora, cacao, gen 18S ADNr, P. capsici, P. tropicalis.



MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF Phytophthora
SPECIES ASSOCIATED WITH COCOA CROP (Theobroma cacao L.) IN
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ABSTRACT

The black pod cacao provoked by different species of Phytophthora is important because this
causes considerable losses worldwide in all the cocoa producing countries. In the present
research work, a detailed study of the morphological and molecular characteristics of 31 isolates
of the genus Phytophthora collected from the cacao plantations located in different ecological
zones of the Tabasco and Chiapas State was conducted. The collected isolates were
morphologically classified based on cultural characters of colonies, morphological
characteristics, dimensions of the sporangia, chlamydospores and sexual reproductive structures
(antheridium, oogonium and oospore), belonging to the species of P. capsici according to the
criteria of Stamps et al. (1996) and P. tropicalis according to Aragaki and Uchida (2001) and
Martin et al. (2012). Amplification by PCR using universal primers (LV1/LV2 and 350) of the
18S ribosomal DNA gene confirmed the identification of both species. The phylogenetic study
through the sequencing of amplified fragments of the 18S gene showed the existence either of
P. capsici or of P. tropicalis isolates. Thus, in this research work, the presence of both P. capsici
and P. tropicalis fungi as causal agents of the cocoa black pod disease in Mexico has been
confirmed. To our acknowledgement, this is the first report of the presence of P. tropicalis in
the cacao plantations of Tabasco and the North of Chiapas.

Palabras clave: Phytophthora, cacao, 18S ribosomal ADN gene, P. capsici, P. tropicalis.
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. INTRODUCCION

El cacao (Theobroma cacao L.) es una planta de origen neotropical. Se distribuye desde
Sudamérica hasta México, desde los 18° norte y 15° latitud sur. Particularmente de la cuenca
amazonica (Whitlock et al., 2001), region considerada como su centro de origen (Cuatrecasas,
1964; Motamayor et al., 2008). A nivel mundial, de la especie T. cacao se reconocen tres tipos,
con base en la diversidad morfoldgica: dos subespecies (Theobroma cacao ssp. cacao, T. cacao
ssp. sphaerocarpum) y un hibrido llamado cacao Trinitario (Cuatrecasas, 1964). Con base en la
diversidad morfologica observada en Centro y Sudamérica (Cuatrecasas, 1964) propuso la
evolucidn de dos grupos morfogeograficos registrados como subespecies: T. cacao ssp. cacao
(Criollo) y T. cacao ssp. v (Forastero). Un tercer grupo originado de cruzas naturales del Criollo
y Forastero es llamado Trinitario. Dicha variabilidad se ha ampliado con marcadores
moleculares a 10 grupos genéticos identificados: Marafion, Curaray, Criollo, Iquitos, Nanay,
Contamana, Amelonado, Purls, Nacional y Guaiana (Motamayor et al., 2008).

La produccién mundial de cacao asciende a los 4.2 millones de toneladas (FAO, 2014). Los
principales paises productores son: Costa de Marfil, Ghana, Nigeria y Cameran. Estos paises
aportan cerca de 66% de la produccion mundial y 75% de las exportaciones mundiales de granos
de cacao. Otros paises productores de granos de cacao son: Indonesia, Malasia, Brasil,
Colombia, Ecuador, Republica Dominicana y México (FAO, 2014). En México se cultivan
61,397 ha, en los estados de Tabasco, Chiapas y Guerrero (SIAP, 2015), con una produccion
28,006.59 ha y un rendimiento de 0.47 t/ha, lo que equivale a 1, 034,792.76 (miles de pesos) a
nivel nacional (SIAP, 2015).

En las plantaciones de cacao, las enfermedades bioticas conforman la principal limitante en la
produccidn de cacao a nivel mundial. Entre ellas destaca la mancha negra (Phytopphthora spp.),
la cual ocasionan pérdidas en promedio de hasta 30% de la produccion mundial. Para 2012, se
estimé una pérdida de 700,000 t de la produccidn, originada por este patogeno (Ploetz, 2016).
En Ameérica destaca la moniliasis. Sin embargo, las incidencias de la mancha negra se expresan
en funcion de la especie que la causa P. megakarya, presente Ginicamente en los paises de Africa,
puede destruir hasta el 80% de la produccién; mientras que P. palmivora, presente en centro y
Sudameérica, Asia y Oceania provocan dafios de menores consecuencias; asi mismo el complejo

de P. capsici y P. tropicalis con mayor severidad en Brasil, México y Hawai (Ortiz-Garcia,



1996) provocan dafios intermedios. Por tal razén es considerad la enfermedad de mayor impacto

a nivel mundial.

La mancha negra del cacao (MNC) se conoce como una enfermedad de aparicion ciclica. Esto
sugiere una estrecha relacion con los factores tiempo y microclima, que asumen un papel
importante en la aparicion de brotes de la enfermedad. Existe una correlacion negativa entre la
temperatura y la incidencia de la enfermedad; y a su vez, hay una correlacion entre temperaturas
menores a 20 °C. Humedad relativa superior al 85%; sin embargo, en los ultimos afios también
se le ha relacionado con la susceptibilidad de la variedad de cacao (Ortiz-Garcia, 1996).

La MNC en estos frutos se caracteriza por la presencia de manchas circulares obscuras
individuales o multiples, tanto en las puntas y bases como en las partes medias, en cualquier
etapa de desarrollo. También puede generar pudriciones de la raiz, cancros en tallos y cojinetes
florares, esto dependiendo de la especie de Phytophthora (Phillips, 2003).

La especie de Phytophthora responsable de la MNC inicialmente recibié el nombre de
Phytophthora faberi por Maublanc en 1909; Butler (1919) y mas tarde Ashby (1929) establecen
que cepas del género Phytophthora, aislados de cacao, hule, palma, coco y algodon, estaban
estrechamente relacionados entre si; por lo que se le renombro P. palmivora. Desde entonces,
hasta el final de la década de los 70, la MNC en todo el mundo fue considerada como una sola
especie: P. palmivora (Brasier y Griffin, 1979). Estos autores corrigieron este error proponiendo
cuatro grupos morfoldgicos distintos (MF), entre los cuales ratificaron a P. palmivora como
patdgeno del cacao y con distribucion mundial, y describieron a P. megakarya como una nueva
especie, con presencia inica en Africa; ademas, propusieron la forma MF4, que posteriormente
fue asociada a P. capsici (Alizadeth y Tsao, 1988), P. citrophthora (Zetmeyer, 1988) y P.
tropicalis (Aragaki y Uchida, 2001). Otras especies sefialadas excepcionalmente como
patdgenas de cacao son: P. heavae (Lozano y Romero, 1984), P. katsurae (Liyanage y Wheeler,
1989), P. meadii (Baker, 1936; Sreenivasan, 1975), P. botryosa (Chee y Wastie, 1970), P.
parasitica y P. megasperma (Zentmyer, 1983); sin embargo, solo ocho especies incluyendo las
antes mencionadas (P. palmivora, P. capsici, P. tropicalis, P. megakarya, P. citrophthora, P.
nicotianae var. parasitica, P. megasperma y P. arecae) se reportan con mayor importancia
patogénicas para T. cacao (Stamps et al., 1998).

En México se han realizados diversos estudios sobre la etiologia, epidemiologia y taxonomia
del agente causal de MNC, tanto en Tabasco como en Chiapas. Dentro de la primera lista de
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hongos de México (Zenteno et al., 1955) se registraron los estudios realizados por Limon-
Badillo (1945) quien sefialaba a P. palmivora causando la mancha negra del cacao en Tabasco.
Otros estudios de taxonomia de Phytophthora de cacao basado en criterios morfologicos fueron
realizados por Lozano y Romero (1984). Reportaron la presencia de P. citropthora, P. capsici,
P. palmivora y P. heavae; sin embargo, no precisan el origen de cada aislamiento. Asimismo,
Montes-Belmontes y de los Santos (1989), reportaron la presencia de P. citrophthora en todos
los municipios estudiados y P. capsici en los cinco municipios de Tabasco y en Cacahuatan y
Tuxtla Chico de Chiapas; ademas, para la costa pacifica de Chiapas reportaron a P. palmivora
en el municipio de Tuxtla Chico y a P. nicotianae var. parasitica en Rosario Izapa. En Tuxtla
chico y Rosario Izapa, P. nicotianae var. parasitica. Por otro lado, Ortiz-Garcia, (1996) reporto
Unicamente la presencia de P. capsici en los municipios cacaoteros de Tabasco: Paraiso,
Comalcalco, Cunduacéan, Cardenas, Nacajuca, Huimanguillo, Teapa y Tacotalpa y del norte de
Chiapas: Ostuacan y Pichucalco. Un estudio mas reciente en Chiapas confirma la presencia de
P. capsici por técnicas moleculares (Hernandez, 2014).

En la identificacion morfologica de algunas especies de Phytophthora, las diferencias entre
especies de un mismo grupo son reducidas y algunas muy variables lo cual dificulta la correcta
identificacion, (Jaramillo, 2003; Martin et al., 2003). Esta situacién ha mejorado con la
adopcion de técnicas moleculares, como las que describe Abad (2008). Las cuales asocian
criterios morfoldgicos y moleculares, lo que ha favorecido la descripcién de nuevas especies,
ratificando la integracion de grupos complejos como P. capsici (Martin, 2003). Asi, Aragaki y
Uchida (2001) empleando caracteristicas moleculares describieron en Hawai la presencia de una
nueva especie P. tropicalis antes asociadas al grupo P. capsici.

Actualmente no existen estudios moleculares que corroboren las especies de Phytophthora
descritas como agentes causales de la mancha negra del cacao en México que ubiquen a P.
capsici, P. palmivora, P. citrophthora y P. nicotianae var. parasitica como las Gnicas especies
presente en estas plantaciones. Con base a lo anteriormente descrito, es imperativo la revision
de las especies del género Phytophthora que atacan al cacao en el sureste de México,
apoyandose tanto en técnicas morfoldgicas como en moleculares, para diferenciar las especies
presentes en el sureste de México (Tabasco y Chiapas) con el propdsito de aportar al

esclarecimiento de la o las especies presentes en el sureste de México causando la MNC.



1.1. Objetivo General
Identificar morfologica y molecularmente las especies de Phytophthora, responsables de la
enfermedad conocida como mancha negra, presentes en plantaciones de cacao (Theobroma

cacao) en Tabasco y Chiapas.

1.1.2. Objetivos especificos

a) Caracterizar morfologica y fisiologicamente cepas de Phytophthora aisladas en plantaciones

de cacao de Tabasco y Chiapas, para su identificacion.

b) Identificar las especies de Phytophthora mediante la amplificacion de un fragmento del gen
18S.

1.2. Hipotesis

En los cacaotales de los estados de Tabasco y Chiapas podrian coexistir mas de una especie de
Phytophthora causantes de la mancha negra en cacao.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. Generalidades del cacao

El cacao es una planta neotropical perenne de la familia Malvacea (Alverson et al., 1999), su
centro de origen es la cuenca amazénica (Cuatrecasas, 1964) (Whitlock et al., 2001, Motamayor
et al., 2008). El cacao fue domesticado por las culturas prehispanicas mesoamericanas (Coe y
Coe, 2013). Utensilios de esa época muestran evidencias del uso y consumo por las antiguas
culturas en México (Makayas y Olmecas) quienes se remontan a 3.800 afios (1800-1000 A. C.)
y son consideradas las culturas que domesticaron al cacao (Powis et al., 2011). Se desarrolla
desde los 20° N y 20° S, en altitudes de 0 hasta 1250 msnm. Theobroma cacao se desarrolla en
ambientes de selvas tropicales con abundante precipitacion y baja luminosidad; las condiciones
de crecimiento del arbol dependeran del ambiente donde se desarrolle al igual que el genotipo
y el sistema de cultivo. Su habito de crecimiento es dimorfico, con brotes ortotrdpicos o
chupones que tienen hojas en espiral y las ramas plagiotrdpicas o en abanico con hojas alternas.
La inflorescencia se localiza en el tallo, alrededor de la yema axilar y en la cicatriz que dejan
las hojas al caerse, originando con el tiempo una estructura llamada cojinete floral. Es de
polinizacién entomofila, el fruto es una baya (anfisarca) conocida como mazorcas, las semillas
estan dispuestas en placentacion axial e incrustadas en una masa mucilaginosa (L6pez et al.,
1996).

2.1.2. El cacao en Tabasco y Chiapas

En México, las plantaciones comerciales de cacao se encuentran en el sureste, donde destacan
los estados de Tabasco y Chiapas, los cuales producen el 99.45% del total nacional de cacao.
Tabasco es el estado con mayor superficie de cultivo, con aproximadamente 40,878 ha, con una
produccién anual de 15,921t en la cual interviene municipios como: Huimanguillo, Cardenas,
Cunduacan, Comalcalco y Paraiso, Jalpa de Méndez, Nacajuca, Teapa, y Tacotalpa. En el estado
de Chiapas se reporta una superficie de 18,794 ha, una produccion anual de 8,834t con la
participacion de cinco municipios: Tuxtla Gutiérrez, Ostuacan, Pichucalco, Palenque y
Tapachula (SIAP, 2017). En Tabasco y Chiapas, los cacaoteros emplean mano de obra familiar
para la produccion y diversifican su cacaotal con especies maderables y frutales (Cordova, 2008
y Hernandez, 2014).



2.1.3. Enfermedades del cacao

Las enfermedades bidticas son las que tienen mayor impacto en la produccion de cacao en el
mundo. Entre ellas destacan la mazorca negra (P. palmivora), la moniliasis del cacao
(Moniliophthora roreri) (Cif and Par.) (Evans et al., 2003) y la escoba de bruja (Moniliophthora
perniciosa Stahel (Aime y Phillips, 2005) provocando pérdidas superiores por estas
enfermedades de hasta 80% en la produccion (Griffith et al., 2003; Phillips, 2004; Phillips et
al., 2006). En México y particularmente en Tabasco, las enfermedades son uno de los principales

factores limitantes en la produccion del cacao (L6pez et al., 1996).

2. 2. Importancia del género Phytophthora

La mayoria de las especies del género Phytophthora producen sintomas en diferentes tipos de
plantas, generalmente como: pudriciones de raiz, ahogamiento de plantulas, lesion en tallos,
pudriciones de yema, frutos y tizones foliares. Algunas especies son especificas al hospedero
otras tienen un amplio rango y pueden producir sintomas similares o distintos en muchos tipos
de plantas hospederas (Griffith y Shaw 1998, Agrios, 2005).

Al respecto P. palmivora, P. megakarya, P. capsici y P. citropthora, causan manchas circulares
en los frutos de cacao (Ortiz-Garcia, 1996); sin embargo, algunas de ellas también son patdgenas
de cocotero, hule, citricos, papaya, zapote, pimienta, palma africana, cuya coexistencia podria
favorecer la diversificacion genética de estos patdgenos con impacto negativo en la agricultura
(Lbpez et al., 1996).

2. 2. 1. Taxonomia de Phytophthora

Debido a su morfologia filamentosa, inicialmente fue incluida en el reino vegetal y después al
Reino fungi (Raven et al., 1999). Posteriormente, Gunderson, et al. (1987) y Paquin et al. (1997)
propusieron a este género en el reino Chromista. Actualmente, el género Phytophthora esta
incluido en el reino Stramenopila (Birch y Whisson, 2001) como se muestra en el Cuadro 1,
debido a caracteristicas moleculares que diferencian a este género de los hongos verdaderos,

como la presencia de celulosa en la pared a diferencia de la quitina.



Cuadro 1. Clasificacion taxonémica de Phytophthora.

Alexopoulous, 1979

Gunderson et al., 1987

Birch y Whisson, 2001

Reino: Chromista

Reino: Stramenopila

Division: Eumycota

Phylum: Oomycota

Phylum: Oomycota

Clase: Oomycetes

Clase: Oomycetes

Clase: Oomycetes

Orden: Peronosporales

Orden: Peronosporales

Orden: Peronosporales

Familia: Pythiaceae

Familia: Pythiaceae

Familia: Pythiaceae

Género : Phytophthora

Género: Phytophthora

Género: Phytophthora

2.2.2. Ciclo de vida de Phytophthora en cacao

El ciclo de vida de Phytophthora se integra tanto por estructuras asexuales como micelio,
esporangios, zoosporas, clamidosporas y sexual como las oosporas.

El ciclo de vida inicia cuando las clamidosporas (Frias, 1981), germinan de forma indirecta
produciendo esporangios liberando zoosporas o bien de forma directamente produciendo
micelio, y formando esporangios las cuales en condiciones Optimas de humedad (> 80%) y
temperatura (15°-38°C) forman y liberan zoosporas mdviles de vida corta (Figura 1); Estas
zoosporas poseen dos flagelos que le confieren motilidad y tienen las funciones de la
diseminacion del patégeno a nuevos hospederos y la del reconocimiento de sefiales en el sitio
de infeccion (Walker y Van West, 2007). Ahi, las zoosporas forman quistes que emiten un
micelio y penetran sobre la superficie de la mazorca, por medio del salpique de lluvias, estas
provocan formacion de puntos transparentes que se desarrollan en lesiones de color café, las que
después de 2 a 5 dias empieza a crecer hasta cubrir toda la superficie de la mazorca, sobre la
superficie se forma una mancha café en la cual aparece una pelusa blanquecina (micelio), en el
que se forma masas de esporangios, lo que conlleva nuevamente al inicio del ciclo que se repite
mientras se presenten las condiciones favorables para germinar y diseminarse.

Los granos o almendras de las mazorcas enfermas permanecen sin dafio durante varios dias,
después del inicio de la infeccion en la superficie de mazorca, hasta que progresivamente
Phytophthora invade todo el tejido. Una vez completo el ciclo de vida, Phytophthora puede

continuar su dispersion a gran escala a través del agua o por insectos (Lopez, et al., 1996).

Durante el proceso infectivo, dos micelios de compatibilidad complementaria (Al y A2) pueden
encontrarse, Gallegly y Galindo (1958); entonces, se puede dar la reproduccion sexual, en la
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cual se forman estructuras de resistencias llamadas oosporas. En este proceso intervienen dos
tipos de estructuras especializadas llamadas anteridios (estructura reproductiva masculina) y
oogonio (estructura reproductiva femenina). Sin embargo, las oosporas son raramente
observadas en la naturaleza, debido a que los dos tipos de apareamiento (Al y A2) pocas veces
coinciden (Guest, 2007).

~ Infeccidn por zoozporas

Liberacion / FASE ASEXUAL
de zoospo i
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Figura 1. Ciclo de vida de Phytophthora (Ortiz-Garcia, 1996). Adaptado por Ramos Grajales
Yansi Karina.



2.2.3. Caracteristicas morfologicas asexuales y sexuales de Phytophthora
2.2.4. Micelio y formas de colonias

Todas las especies del género Phytophthora poseen el micelio liso cenocitico, observandose
raramente la presencia de septos en las partes viejas carentes de protoplasma. Existen algunas
especies en las cuales, bajo ciertas condiciones de cultivo, el micelio se presenta toruloso, con
protuberancias y vesiculas o caracteristicas propias de la especie (Waterhouse, 1963; Boccas y
Laville, 1976). En medios de cultivo solidos, el micelio se presenta de forma aérea y puede tener
crecimiento marcadamente radiado o ligeramente estrellado, presentando bordes de la colonia
redondeados o sinuosos y sumergido en el medio, siendo precisamente en este ultimo en el que

pueden diferenciarse las protuberancias y engrosamientos (Tuset, 1977).

Asimismo, se pueden originar variaciones del aspecto del micelio en algun sector de la colonia,
las cuales pueden ser relevantes tanto macroscopica como microscopicamente; Ademas de las
variaciones morfoldgicas, también pueden presentarse variaciones fisioldgicas y de virulencia,
debido a que pueden producir nuevas razas mas agresivas (Boccas y Laville, 1976). Cuando las
especies del género Pythophthora son cultivadas, el desarrollo del micelio se ve condicionado
por varios factores tales como la composicion del medio, temperatura, nutrientes, tension de
oxigeno y COg, el pH y la luz (Tuset, 1997; Erwin et al., 1993).

Es importante resaltar el papel que ocupa la temperatura entre los factores que limitan el
crecimiento vegetativo de Phytophthora, razones por las cuales constituye un parametro de
elevada relevancia en la taxonomia. EI margen de temperatura compatible con el desarrollo del
micelio va desde 1 a 37 °C, donde la temperatura 6ptima para la mayoria de las especies estéa el
intervalo de 20 a 28 °C; teniendo en cuenta que este valor es especifico para cada una de ellas
(Erwin y Ribeiro, 1996).

En el caso del pH, el rango permisible para medios de cultivo de Phytophthora se encuentra
entre 3.5y 10, en intervalo de 4.5 y 5.5. Generalmente, los valores de pH que permiten el mejor
desarrollo del micelio también son favorables para la produccion de esporangios, clamidosporas

y oosporas (Boccas y Laville, 1976).



2.2.5. Esporangios

Los esporangios son las estructuras reproductivas asexuales de Phytophthora; éstos pueden
presentarse de multiples formas, lo que dependera de la especie. Estan unidos al micelio por
esporangidforos o pedicelos y en algunas ocasiones pueden presentar hinchamientos. Todas las
especies del género presentan esporangios, generalmente se insertan terminalmente en el
esporangioforo, aungque también pueden ser intercalares. Existen caracteristicas del esporangio
que son muy importantes para la taxonomia de las especies como su forma y tamafio, ademas
de sus dimensiones, la manera en que éstos se producen, asi como la mayor o menor facilidad
para desprenderse del esporangio6foro. Esta Ultima caracteristica permite clasificarlos como:
caducos, si se desprenden facilmente y no caducos, si no se desprende con facilidad; del
esporangioforo. Desde un punto de vista taxonomico, también es importante la longitud del
pedicelo al desprenderse del esporangiéforo (Zentmyer y Mitchell, 1986). Las papilas también
resultan de importancia a la hora de la caracterizacién, la presencia o no sus formas papiladas,
semipapiladas. Ademés de sus dimensiones, en la taxonomia de Phytophthora resulta
significativas para agruparlas (Erwin & Ribeiro, 1996).

La temperatura éptima para la produccién de esporangios es diferente y especifica para cada
especie, por lo que juega un papel destacado en la taxonomia de este género, comprendida entre
20y 28 °C (Zentmyer y Mitchell, 1986).

2.2.6. Clamidosporas

Las clamidosporas constituyen otro organo asexual de conservacion y supervivencia de
Phytophthora (Erwin y Ribeiro, 1996). Generalmente estas estructuras son de forma redondeada
con pared bien definida (mas de 2 pum de espesor), con posicion en el micelio de forma intercalar,
aunque también pueden producirse en el extremo terminal de las hifas. Sin embargo, debido a
gue no se forman en todas las especies, por lo que su presencia es importante para la taxonomia
de este género (Waterhouse, 1963; Boccas y Laville, 1976; Tuset, 1977).

2.2.7. Oosporas

Las oosporas son estructuras de sobrevivencia de origen sexual, se forman por el acoplamiento
de dos tipos de estructuras especializadas, anteridio y oogonio de compatibilidad
complementaria (Al y A2), las cuales pueden estar en el mismo individuo (homotalicos o
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autofértil) o en individuos separados (heterotalicos o autoestéril) (Savage et al., 1968). Las
oosporas germinan desarrollando micelio o bien esporangios en el extremo dando origen a las
zoosporas.

Los tipos de compatibilidad en Phytophthora se designaron como Al y A2, mediante estudios
de apareamiento que producen oosporas cuando entran en contacto con cepas compatibles.
Dentro del género Phytophthora existen especies homotélicas como P. cactorum, P.
megaspermayy P. citricola, las cuales son capaces de completar su ciclo de vida con aislamientos
individuales (Waterhouse, 1963).

Segin Waterhouse (1974), los tipos de compatibilidad A1 y A2 se registraron para P.
palmivora; sin embargo, la compatibilidad alcanza el dominio sobre el otro en la distribucion
en ciertos cultivos. Por ejemplo, en cacao P. palmivora, la compatibilidad es de tipo A2, la cual
es predominante en todo el mundo (Turner, 1961; Zentmyer, 1974), a excepcion de Jamaica,
donde se informd del tipo Al. Por el contrario, en P. megakarya el tipo de compatibilidad
dominante es el A1, aunque se reporta la distribucion de ambos tipos (Brasier y Griffin, 1979).
Del mismo modo se reporta que Al es el tipo de compatibilidad predominante en P. capsici
(Ortiz-Garcia, 1996; Chowdappa y Chandramohanan, 1997).

Entre las caracteristicas destacadas de las oosporas es generar mayor variabilidad entre las
especies, ademas de ser una estructura de mayor sobrevivencia, que le permite resistir

condiciones desfavorables (Smart el al., 2000).

2.3. Epidemiologia de la mancha negra del cacao

Este género oomyceto se ve favorecido por las bajas temperaturas, alta humedad en el suelo y
atmosférica. Los factores que favorecen el desarrollo de la enfermedad pueden variar de acuerdo
con la especie; sin embargo, se ha encontrado que la incidencia de la enfermedad depende de la
cantidad de in6culo, precipitacion, temperatura, humedad o la combinacién entre estos factores
(Galindo, 1986). La precipitacion es uno de los factores mas importantes para la ocurrencia de
una epidemia, iniciandose de cuatro a cinco dias después de una intensa lluvia. El principal
agente de diseminacion vertical de las zoosporas es el salpique ocasionado por la lluvia y el
agua que escurre de troncos y ramas. Asi mismo la incidencia y severidad de la enfermedad se
incrementa cuando hay una alta humedad relativa durante largos periodos de tiempo y las

temperaturas son 18-20 °C, condiciones que favorecen la reproduccion de Phytophthora. Las
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principales fuentes de inéculo para Phytophthora son el suelo infectado, frutos enfermos, las
mazorcas momificadas, la corteza del tronco y los brotes de cacao infectados que crecen cerca
del suelo (Ortiz-Garcia, 1996).

En Tabasco se ha reportado que el suelo es la fuente de inoculo primario, que al estar en contacto
con las mazorcas mas proximas al suelo se observan los primeros sintomas de esta enfermedad
a inicios de las lluvias por salpique de suelo contaminado el cual se inicia la multiplicacion de
Phytophthora atreves de la germinacion de las esporas, las que se distribuyen por medio del
agua o insectos; ademas de la produccion de oosporas y clamidosporas (Marquez y Montes,
1978).

2.4. Especies de Phytophthora asociadas a la mancha negra de cacao

Ocho especies del género Phytophthora se han descrito en cacaotales, con distribucién
heterogénea en el mundo, predominando P. palmivora de acuerdo con la zona geogréfica y en
algunos casos con ciertos hospederos. Estas especies ademas de P. palmivora, P. también se
encuentra megakarya, P. capsici, P. citrophthora, P. nicotianae var. parasitica, P. megasperma
y P. arecae (Ortiz- Garcia, 1996). Asi como P. tropicalis que fue descrita recientemente
(Aragaki y Uchida, 2001).

2.5. Distribucion geogréafica de Phytophthora asociadas a mancha negra del cacao

Phytophthora palmivora fue descrita por Butler en 1907 con el nombre de Pythium palmivora
y el mismo autor la reclasificé como P. palmivora en 1909. Entre los principales hospedantes
se encuentra el cacao, palma de coco, papaya, higo y citricos (Romero, 1993). P. palmivora se
desarrolla en el rango de temperaturas de 11 a 35 °C, con una temperatura 6ptima 27 y 32 °C;
presenta hifas uniformes, cenociticas, medianamente ramificado pocas veces sobrepasan los 5
um de diametro. En medios de cultivos presenta colonias circulares uniformes, ligeramente
radiadas. Los esporangios de forma ovales, obpiriformes >75 um, promedio del 4-75um, con
papila conspicua (> 3.5 um). A menudo, esta especie produce clamidiosporas abundantes con
didmetro < 25um esfericas o subesféricas 25-35 um o >35 pm con pared de 2-3 pum a menudo
laterales y sésiles (Stamps et al., 1990). Sexualmente los aislados se comportan de forma
heterotalicas, con oogonios globosos de 20-42 pum de didmetro y oosporas pleroticas de paredes

de 2 um y presenta anteridios anfigino, esféricos u ovales con un tamafio de 15 x 14 um. En
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cultivos apareados abundan cuando son aislados de compatibilidad opuesta (Al y A2) Gallegly
y Galindo, 1958. Phytophthora palmivora se encuentra ampliamente distribuida en las regiones
tropicales con climas calidos y de alta pluviosidad; Brassier y Griffit (1979) la reportaron
presente en paises cacaoteros de Asia, Africa, Islas de las Antillas y el Mar Caribe, América
central y de Sudamérica. En México sélo se ha reportado causando dafios en cacao, en
plantaciones vecinas a la frontera con Guatemala, en Chiapas (Tuxtla chico) (Montes-Belmont
y de los Santos, 1989).

Phytophthora capsici fue descrita por primera vez en Nuevo México, U. S. A., por Leonian
(1922) atacando a cultivos de pimiento morron; posteriormente, se reporté la presencia de esta
especie en otras hortalizas. En México, fue reportada por primera vez por Dr. Galindo en 1956
en plantaciones de chile en el centro del pais (Romero, 1993). P. capsici presenta un rango de
crecimiento por arriba de los 35 °C, las hifas de esta especie son gruesas de 5-7 um de ancho.
Las colonias en medios de cultivos son finamente radiados (Stamps et al., 1990).

Los esporangios son a menudo de forma muy variable; elipsoidales, ovoide, obpiriforme,
elipticos, distorsionados y con una 0 méas de una papila, pueden medir 45-75um y >75 pm. Las
clamidiosporas son ausentes o raras; los aislamientos sexualmente se comportan de manera
heterotalicas, sin embargo, hay reportes de que algunos aislamientos llegan a producir oogonios
de manera homotalica. Las oosporas son apleréticas de pared rugosa y con la edad pueden ser
lisas, miden < 30 um con promedios de 30-40 um, los oogonio miden 20-30; 30 y 40 um y
forma anteridio anfigeno de 15 x 17 um (Stamps et al., 1990). P. capsici se encuentra distribuida
en Europa (Bulgaria, Francia, Italia, Grecia, Espafia, Unidn Soviética), Asia (China, India, Iran,
Israel, Japon, Corea, Libano, Malasia, Arabia Saudita, Turquia), América del Norte (Canad4,
Estados Unidos y México), Centro y Suramérica y las Antillas (Romero, 1993). En cacao se ha
reportado en Chiapas (Hernandez, 2014) y Tabasco (Ortiz-Garcia, 1996) como el agente causal
de la enfermedad MNC, sin embargo, éstas presentan caracteristicas morfoldgicas mas como
MF4 que describe Brasier y Griffin (1979) y Stamp et al. (1990), colonias en forma de flor
redondeada con I6bulos muy marcados. En estos estados previamente los aislamientos de cacao
se reportaban comdnmente como P. palmivora (Limoén-Badillo, 1945; Marquez y Montes, 1978;
Frias, 1981).
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Phytophthora megakarya fue descrita por primera vez por Brasier y Griffin (1979) con aislados
provenientes de Africa occidental, como un elemento mas del Grupo Il de Phytophthora
(Waterhouse, 1963), donde causa la enfermedad de mazorca negra. Segun define Stamps et al.
(1990), P. megakarya en medios de cultivos se caracteriza por producir micelio aéreo
abundante, produce esporangios en racimos, papilados y caducos, son de forma + esféricos,
ovoides de < 45 um de largo promedio de 45-75 um. Los pedicelos de 10-30 um de largo y
papila prominente, y no producen clamidosporas. Esta especie es heterotalica, el oogonio
presenta forma conica en la base, con anteridio anfigeno, generalmente formada en grupos de
tamafio < 30 um y promedio de 30-40 um y pared de mas de 2 um. Las oosporas son plétoricas
de 20-30 y 30-40 um de diametro, P. megakarya esta distribuida solamente en Africa (Ortiz-
Garcia, 1996; ICA, 2012).

Phytophthora citrophthora fue aislado por primera vez por Smith y Smith en 1906, en limones
podridos bajo el nombre de Pythiacystis citrophthora. Es un patégeno importante de los citricos
e infecta las raices y las coronas que provoca una goma del tronco. En 1925 se le renombro P.
citrophthora por Leonian (Bush et al., .2006). P. citrophthora presenta las hifas de hasta 6 o0 7
um de ancho. Los esporangios en su mayoria son papilares, persistentes y no caducos, de formas
multiples, esféricos, elipsoidales, ovoides, obpiriforme, distorsionados, intercalares de 45-75
um 'y >75 um, generalmente con vesiculas intercalares y basales, las estructuras asexuales no
estan incluidas en las claves (Stamps et al., 1990). Las clamidosporas no ocurren normalmente
en los aislados, el diametro es de <25 a 35 um, un promedio de >35um. Sin embargo, Mchau y
Coffey (1995) informaron que los esporangios pueden producirse caducos para unos
aislamientos y para otros no. Los medios de cultivo presentan una apariencia finamente radiada.
Se encuentra distribuida en Africa (Argelia, Angola, Congo, Egipto, Mauricio, Marruecos,
Mozambique, Rodesia del Norte, Sudafrica, Rodesia del Sur, Tunez); Asia (China, India, Irak,
Israel, Japon, Malasia, Filipinas, Tailandia, Turquia); Australia (Australia, Islas Cook, Hawai,
Nueva Celedonia, Nueva Zelanda); Europa (Chipre, Francia, Italia, Espafia); América Central
(Cuba, El Salvador, Jamaica, Puerto Rico); América del Norte (México, Estados Unidos);
Suramérica (Argentina, Brasil, Chile, Per(, Surinam, Uruguay) (Stamps et al., 1990). En
México existen reportes de la presencia de P. citrophthora en Tabasco y Chiapas afectando al

cultivo de cacao (Montes-Belmont y de los Santos, 1989).
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Phytophthora nicotianae var. parasitica descrita, en 1913, por Dastur en plantas de ricino en
India; mas tarde Fawcett (1916) lo report6 en Argentina atacando citricos (Romero, 1993). Esta
especie presenta hifas gruesas, de hasta 9 um de ancho irregular, pero sin la protuberancia tipica
en la base de la hifa. Las formas de esporangios varian desde elipsoides, ovoides, piriformes,
hasta esféricos con una papila prominente; los esporangios no son caducos, presentan papilas y
se producen individualmente o en un simpodio suelto, los esporangios tienen entre <45 um de
largo y 45-75 um de ancho. La especie tiene clamidiosporas abundantes de hasta <25 con
promedio de 25-35um y >75 pum, con un grosor de pared de 2-3 um. El oogonio se produce en
cultivo puro tras varias semanas de crecimiento con un tam afio <30 y rangos de 30-40
um, el anteridio es esférico y tiene esporas apleréticas de 20-30 um . Los medios de cultivo con
un patrén irregular de forma de roseta. Las temperaturas de crecimiento >35 °C (Stamps et al.,
1990). Este pseudohongo también es comin en Grecia, Espafia, Portugal, Estados Unidos,
Brasil, Venezuela y México que ademas de cacao también se le ha encontrado en: citricos,
tabaco, guayaba y jamaica (Romero, 1993). En México se ha reportado en Rosario Izapa

Chiapas, afectando mazorcas de cacao (Montes-Belmont y De los Santos, 1989).

Phytophthora megasperma fue encontrada y descrita por Drechsler, en 1931, aislada de Althea
rosea de raiz y tallo (Romero 1993). Las hifas de esta especie tienen 3 um de ancho. LoS
esporangios no son papilados, son de forma ovoide, obpiriforme, de 45 a 75 um de largo, no
caducos, no presentan papila, pero si un engrosamiento apical ligero. Los Organos de
reproduccion sexual abundan en medio de cultivo. Presenta anteridio paragino y anfigeno
subterminal o intercalar. Los oogonios son esféricos con didmetro de 30-40 um en promedio o
de 40-50 pum, con paredes hialinas o ligeramente amarillentas y con presencia de oosporas
aplerdticas. También se ha reportado algunos aislamientos que afectan al cacao en Venezuela 'y
Cuba (Stamps et al., 1990).

Phytophthora arecae, inicialmente descrita como P. omnivora var. arecae se considero hasta
hace poco como una especie distinta, pero ahora se considera que es sinonimo de P. palmivora
tal como lo sugirio originalmente Tucker en 1931 (Cooke et al., 2000). Presenta hifas uniformes,
cenociticas. En medios de cultivos presenta colonias uniformes, ligeramente radiadas.

Esporangidéforo simple o ramificado irregularmente en simpodio, los esporangios de forma
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ovales, o piriformes, promedio de 45- 75um. A menudo, esta especie produce clamidiosporas
en algunos aislados >35 pm, con oogonios <30 um y promedio de 30-40 um, oosporas de 20-
30 um hasta 30-40 um individuales en algunas aislados. Presenta anteridios anfigino, esféricas

u ovales (Stamps et al., 1990).

Phytophthora tropicalis inicialmente clasificado como P. capsici (Tsao y Alizadeth, 1988) o P.
MF4 (Brasier y Griffin, 1977), fue separada en una especie distinta por Aragaki y Uchida (2001)
basados en las diferencias morfologicas; esta especie presenta esporangios que se forman
individualmente o sobre una umbela, son caducos con un pedicelo generalmente mas largo que
50 um. Los esporangios tienen papilas conspicuas, usualmente una, pero ocasionalmente
algunos aislamientos pueden presentar multiples. Las formas del esporangio son uniformes,
ovoide, piriforme o elipsoidal con bases conicas. En su mayoria simetria radial, pero la simetria
bilateral puede ser comun en algunos aislamientos. Rango de 19-27 um de didmetro, 40-55 um
de largo con una relacion de longitud: de 1.8-2.4 um. Las clamidosporas pueden producirse en
algunos medios de cultivo con promedio de 27.6 y 33.9 um de didmetro con paredes de hasta 3

um de grosor. Son heterotélicas pero muchos aislamientos pueden ser sexualmente esteriles.

El oogonio esférico, de paredes lisas con un promedio de 28 um de diametro. Anteridio anfigino,
de forma amplia cilindrica o en forma de barril 13.0 x 14. 8 um. Oosporas esféricas, hialinas,
plerdticas y de paredes gruesas. Las temperaturas de crecimiento: minimo por debajo de 10 °C,
Optimo de 24-28 °C y méaximo de 35 °C, P. tropicalis puede diferenciarse de P. capsici por su
estrecho esporangio caduco de menos de 26 um de didmetro, con predominancia de esporangios
ahusados, crecimiento pobre o nulo a 35 °C vy virulencia débil o nula a Capsicum (Aragaki y

Uchida 2001). Distribucion en los mimos lugares que P. capsici.
2.6. Caracterizacion molecular de Phytophthora
2.6.1. Analisis moleculares en Phytophthora

Analisis filogenéticos del género Phytophthora, han revelado que las especies de este género
pueden ser clasificadas en diez grandes grupos (Taiz y Zeiger, 2010). Asi también han

permitido, aclarar algunas controversias entre la pertenencia de aislados y a describir nuevas
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especies, de tal manera que en la actualidad se han duplicado a 58 especies descritas
morfolégicamente (Stamps et al. 1990).

Los marcadores de ADN se basan fundamentalmente en el andlisis de las diferencias en
pequefias secuencias de ADN entre individuos. Las técnicas empleadas para ello son muy
diversas y dan el nombre a los distintos tipos de marcadores, los cuales pueden ser de carécter
dominante o codominante (Karp y Edwards, 1998). Antes de la introduccidn de las herramientas
moleculares, varias caracteristicas fenotipicas y fisiologicas fueron utilizadas para caracterizar
las poblaciones de Phytophthora, tales como la morfologia de los esporangios, la especificidad
con los hospedantes y los tipos de apareamiento presentes. Estos caracteres, a pesar de su
variabilidad dentro de un solo aislamiento, cuando se usan en conjunto con marcadores
moleculares apropiados, son muy utiles para ilustrar la diversidad poblacional (Lamour et al.,
2012).

Los genes comprenden una pequefia porcion del ADN genémico que codifica caracteristicas y
estan sujetos a una presion de seleccién en respuesta a los cambios ambientales. Sin embargo,
la mayoria de las modificaciones que diferencian a los individuos sobre la base de su ADN
ocurren en las regiones no codificantes, regiones conservadas, que estan libres de algun tipo de
seleccion (McDonald y Linde, 2002).

Antes de las herramientas moleculares, un nimero de especies fueron presentadas en la literatura
como nuevas con estudios morfol6gicos, posteriormente se comprobd que correspondian a
especies previamente descritas. Un ejemplo de ello fue la identificacion de algunos aislamientos
de P. mexicana (Hotson y Hartge, 1923), la cual; se describié como una especie nueva luego se
comprobd que correspondia a P. capsici (Erwin y Ribeiro, 1996). Por otro lado, P. capsici y P.
tropicalis fueron consideradas en una misma especie sobre la base de similitudes morfolégicas
y de datos isoenzimaticos (Mchau y Coffey, 1995; Aragaki y Uchida, 2001) y s6lo a partir de la
informacion aportada por la secuencia de ADN se fundamentd la separacion de ambas especies.

En la medida en que se desarrollan los secuenciadores automaticos, las técnicas moleculares de
identificacion de las especies se tornaron una practica comdn que posibilitan la identificacion
mas precisa de las especies, sobre todo cuando hay superposicién de caracteres morfoldgicos
(Ristaino y Johnson, 1999).
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2.6.2. Importancia de los analisis moleculares para Phytophthora

Se han documentado varios métodos de identificacion para Phytophthora basados en el ADN
(Forster y Coffer, 1992; Ristaino et al., 1998; Cooke et al., 2002; Kong et al., 2003). Entre estos
se destacan el polimorfismo en la longitud de los fragmentos amplificados (AFLP) utilizado
para construir mapas filogenéticos para P. capsici. Los marcadores genéticos AFLP y
microsatélites, (SSR o STR por sus acronimos en inglés para simple sequence repeat y short
tandem repeat), permitieron la caracterizacién de un nimero importante de aislamientos y se
rastrearon los linajes clonales dentro de las poblaciones, el polimorfismo de conformacion de la
cadena simple del ADN ribosomal (ADNr) y los productos de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) (Kroon et al., 2012).

En el método molecular, la identificacion de aislamientos a nivel de especie se logra a través del
analisis de la secuencia de loci especificos. En los estudios realizados en Phytophthora, el ADN
que codifica el ARN ribosomal (ARNT), es el locus secuenciado con mas frecuencia. Compuesto
por tres subunidades de genes (18S, 5.8S y 28S) separadas por dos espaciadores transcriptos
internos (ITS1 e ITS2); que permite detectar diferencias entre y dentro de las especies (Drenth
et al., 2006; Gallegly y Hong, 2008).

El primer estudio filogenético sobre el género Phytophthora, basado en las secuencias ITS1 e
ITS2 fue realizado por Cooke et al. (2000). Incluyeron 234 aislamientos de 50 especies de
Phytophthora y proporciond la base para la nomenclatura de grupos actuales. Esta extensa base
de datos incluye todas las especies descritas y continta siendo un pilar para propositos de
investigacion. Sin embargo, el locus estudiado no es el Optimo para todas las especies,
particularmente para las que estdn mas proximas filogenéticamente, por ejemplo P. rubi y P.
fragariae quienes tienen secuencias de ITS idénticas. Recientemente se han secuenciado con
fines filogenéticos algunos loci nucleares (proteina ribosomal L10 60S, B-tubulina, enolasa,
proteina HS 90, subunidad del ARNTr, gen de fusion TigA, factor de elongacion 1a) (Kroon et
al., 2004; Blair et al., 2008) y mitocondriales de Phytophthora (cox I, nad 1, cox Il, nad 9, rps
10 y sec Y) (Martin y Tooley, 2003; Kroon et al., 2004; Martin et al., 2012).
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2.6.3. Uso del gen 18S para la identificacion molecular de Phytophthora

El grupo de genes que codifican para las moléculas de ARNr 18S, 5.8S y 28S se considera que
son altamente conservados entre los organismos eucarioticos y normalmente se emplean como
marcadores moleculares. El polimorfismo en la longitud del ADN y la variacion en la secuencia
de las bases pueden utilizarse para agrupar organismos de acuerdo con su origen y relacion
evolutiva. La identificacion de secuencias de ADN desconocidas también puede realizarse
comparandolas con bases de datos de secuencias de nucledtidos de taxones conocidos (Viaud et
al., 2000; Baayen et al., 2000; Down, 2002).

El gen ribosomal 18S es la region del genoma de los Glomeromycota (hongos formadores de
micorrizas arbuscular) secuenciada para estudios de filogenia (Simon et al., 1993). Los datos
filogenéticos obtenidos de las secuencias del ADNr 18S de diferentes hongos se han usado para
fechar su origen entre 353 a 462 millones de afios (Simon et al., 1993), lo que corresponde al
periodo en que las plantas primitivas colonizaron los continentes (Gomez et al.,2012). Aunque
los iniciadores disefiados para la amplificacion y secuenciacion de un fragmento de este gen son
efectivos para detectar hongos en las raices de las plantas, su sensibilidad y especificidad se
incrementa cuando se combina con una técnica de enriquecimiento selectivo del ADN

amplificado (SEAD, por sus siglas en inglés) (Clapp et al., 1995).

Estudios realizados han demostrado que ha sido til el uso del gen 18S ADNr en amplificaciones
de ADNTr para Phytophthora permitiendo la identificacion de especies del género Phytophthora
tal como se registra en base de datos de la NBCI para P. palmivora, P. megakarya, P.
citrophthora. P. nicotiana var. parasitica, P. megasperma y P. capsici reportadas como

causantes de la mancha negra en cacao.

Por otra parte, Acosta-Pérez et al., 2012) utilizando el gen 18S, asi como los oligonucleétidos
iniciadores universales: LV1 (5’CCTGCCAGTAGTCATATGCTTGTCT3’) y LV2 (5°
CACCTACGGAAACCTTGTTACGACT3’) de hongos, lograron identificar a P. nicotianae

var. parasitica aisladas de tallos de citricos en Tabasco, México.
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El género Phytophthora es uno de los grupos que constantemente se modifica y en los 120 afios
se han identificado 58 especies para este mismo género. En la Gltima década, el nimero de
especies de Phytophthora se han duplicado debido a que se han afiadido nuevas especies casi
mensualmente en la literatura. Este aumento de especies nuevas se debe, a la disponibilidad de
herramientas mas sofisticadas como lo es las técnicas moleculares (Kroon et al., 2010) y a la

exploracion de nuevas areas y especies vegetales.
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1. Area de estudio

El muestreo se realizo en plantaciones de cacao del estado de Tabasco y Chiapas, México. En
Tabasco se muestrearon comunidades de los municipios de Huimanguillo, Cardenas,
Cunduacéan, Comalcalco y Paraiso, (subregion de la Chontalpa); Jalpa de Méndez (subregion
del Centro); Teapa y Tacotalpa (subregion de la Sierra). En el estado de Chiapas se muestrearon
comunidades de los municipios de Pichucalco y Ostuacan en la Region Norte y Tuxtla Chico en
la Region del Soconusco. Los trabajos de laboratorio se realizaron en el Laboratorio de
Fitopatologia del Colegio de Postgraduados, Campus Tabasco, ubicado en el Periférico Carlos
A. Molina s/n, Km. 3.5, H. Cérdenas, Tabasco.

3.2. Material bioldgico
3.3. Colecta y aislamientos de Phytophthora de los cacaotales

En cada plantacion muestreada, se colectaron frutos de cacao con sintomas de mancha negra.
(Ortiz-Garcia, 1996; Figura 2).

Figura 2. Lesiones sintomaticas de muestras de campo usadas para aislar el patégeno de interés.
Fotos: Dr. Carlos Fredy Ortiz Garcia.
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Los frutos enfermos fueron colectados y georeferenciados en las plantaciones de cacao de
productores cooperantes de las comunidades de los municipios cacaoteros de Tabasco y Chiapas
(Figura 3), fueron depositadas en bolsas de polietileno, etiquetadas y conservadas en un lugar
fresco y transportadas al Laboratorio de Fitopatologia del Campus Tabasco del Colegio de

Postgraduados, donde se realizaron los aislamientos.
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Figura 3. Distribucién geogréfica de sitios de muestreo de Phytophthora, en el estado
deTabasco y norte de Chiapas, México.

3.3.1. Aislamientos de Phytophthora

En laboratorio, cada mazorca fue lavada superficialmente con agua destilada estéril y
desinfestada con alcohol al 95% (Ortiz-Garcia, 1996). Para el aislamiento del agente causal, se
hicieron pequefios cortes de tejidos del borde de la mancha y se tomaron porciones de tejidos
sano y enfermo el cual se cultivé en cajas de Petri de 90 mm de diametro con medio de cultivo
V8-Agar estandar y se incubaron a obscuridad a 25+1°C, por tres dias. Finalmente fueron
reaislados del borde de las colonias limpias, se pasaron a cajas Petri de 90 mm de diametro con
medio de cultivo V8-Agar estandar, por triplicado y se incubaron a obscuridad a 25+1°C, por
10 dias.
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3.3.2. Aislamiento de Phytophthora a partir de muestras de suelo inoculado en mazorca de

cacao sana

Las muestras de suelo se tomaron siguiendo la misma metodologia usada por Frias, 1981. Este
tipo de aislamiento solo se realizd unicamente con las muestras del Soconusco Chiapas, debido
a que no se encontraron mazorcas enfermas. Por lo anterior, se procedi6 aislar al patogeno del
suelo empleando mazorcas en proceso de maduracion, provenientes de las mismas plantaciones.
Con este fin las mazorcas desinfectadas, se les hicieron perforaciones superficiales (sacabocados
de 3 mm de didmetro) donde fueron inoculadas con 0.20 g de suelo. Las zonas de inoculo se
cubrieron con un algodon humedo estéril (Frias, 1981). Se incubaron a temperatura ambiente en
camaras humedas. Una vez que se observo el desarrollo de manchas negras circulares, tipicas

de dafio de Phytophthora, se procedio a aislar al patdgeno con la metodologia antes descrita.

3.3.3. Clonacion de los aislamientos

Todos los aislamientos fueron resembrados en medio Agua-Agar selectivo con pimaricina 10
mg, ampicilina 20 mg, AMSA Laboratorios ®, 10 mg hidrocloruro de vancomina, SIGMA-
ALDRICH®, por litro de medio de cultivo y filtrado, con filtro de 0.20 um e incubados a
25+1°C por 48 h, con la finalidad de eliminar cualquier tipo de contaminante bacteriolégico
(Ortiz-Garcia, 1996). De las colonias desarrolladas, se transfirieron a cajas Petri con medio V8
clarificado, siguiendo la técnica de clonacion de “punta de hifa”. La obtencion de hifas se realizd
con un microscopio estereoscopio desinfestado, en una cdmara de flujo laminar. Las cepas
obtenidas por punta de hifas fueron identificadas con la clave CPC (Colegio de Postgraduados
Cacao) seguidos por la letra M (Muestra) y el nimero que las diferencia. Todas las cepas y
aislamientos madres fueron depositadas en el cepario del laboratorio de Fitopatologia del

Colegio de Postgraduados Campus Tabasco.

3.3.4. Cepas de referencia

Adicionalmente, se emplearon dos cepas de P. capsici como referencias. La cepa 2c de
compatibilidad A1y la 3c de compatibilidad complementaria A2, aisladas de chile, provenientes
de Chihuahua, México que, fueron proporcionadas por la Dra. Silvia Fernandez Pavia de la

Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo. Estas cepas fueron empleadas en las
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distintas pruebas de caracterizacion y fueron renombrados para la coleccion como CPCM2C y
CPCM3C.

3.4. Caracterizacion fisioldgica y morfoldgica de las cepas
3.4.1. Efecto de la temperatura sobre el desarrollo de las colonias

Para determinar el efecto de la temperatura sobre la tasa de crecimiento micelial (TCM), las
cepas se sembraron en placas De Petri (90 x 12 mm) con medio V8, con cinco repeticiones y se
incubaron a 15, 20, 25, 30 y 35 °C. Las evaluaciones del desarrollo radial de las colonias se
realizaron cada 12 h. El crecimiento micelial se registr6 en cuatro radios horizontales
previamente dibujados en el reverso de la caja Petri (Saldafia, 2002). La prueba finalizd hasta
que una de las colonias llen6 completamente la placa de Petri.

Con los datos tomados se estimé la tasa de crecimiento promedio (TCP) de cada una de las
cepas; posteriormente se realizo la separacion de los grupos mediante un andlisis de varianza y
pruebas de comparacion de medias (Tukey) entre cepas y entre grupos separados. Los analisis
estadisticos se hicieron con el paquete estadistico Statical Analysis System (SAS Institute,
1988).

3.5. Caracterizacion morfocultural de cepas

La identificacion morfoldgica de los aislamientos de Phytophthora se realizé siguiendo los
criterios de Stamps et al. (1990), para definir las especies. Asi, se realizaron las descripciones
de las estructuras de 30 cepas y dos cepas adicionales de P. capsici que se emplearon como
referencias.

Las estructuras asexuales fueron obtenidas en medio de cultivo sélido de \VV8-clarificado en cajas
Petri de 90 x 12 mm por triplicado y en placas inundadas con agua. Las placas fueron incubadas
a temperatura de 25 £ 1°C durante cuatro dias obscuridad y expuestas a un fotoperiodo 12/12 h
luz y obscuridad durante cinco dias, con la finalidad de inducir la formacion de las estructuras
asexuales: micelio, esporangios y clamidosporas. En estos cultivos se determinaron las
caracteristicas cualitativas y cuantitativas del micelio, esporangios y clamidosporas para lo cual
se hicieron preparaciones semipermanentes y poder observar 30 estructuras por tejido y para su
diferenciacion de acuerdo los criterios de (Saldafia, 2002) y las claves morfologicas de Stamp
et al. (1990).
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3.4.2. Morfologia colonial

Las cepas fueron cultivadas por quintuplicado en cajas de Petri de cristal de 90 mm de diametro,
usando los medios de cultivos de VV8-Agar estandar y agar, de acuerdo con Daniel et al. (2003),
se incubaron a obscuridad durante tres dias a 25+1°C. Una vez desarrolladas las colonias, se
describieron la morfologia de las colonias de acuerdo a las variables cualitativas como: forma
de la colonia, color, la altura del micelio y tipo de margenes, ademas de documentarlas

fotograficamente.
3.4 .3. Tipos de micelio y dimensiones

Para la observacion de micelio se hicieron montajes semipermanentes y se determinaron las
caracteristicas del micelio como: grosor en micras (um), tipo y aspecto. Las observaciones se
realizaron en microscopio 6ptico 40x marca MOTIC® con camara digital y software Motic de
captura de iméagenes.

3. 4. 4. Tipos de esporangios y dimensiones

La observacion y medicién microscépica de los esporangios en um se realizaron con la
preparacion de placas semipermanentes con lactofenol blanco. Las mediciones de los
esporangios de los aislamientos y cepas de referencia se realizaron con 30 estructuras por cada
aislamiento, empleando un microscopio marca MOTIC®, equipado con objetivo de 40x, camara
digital y software Motic de captura de iméagenes. Las imagenes fueron, medidas con el software
Imagen Tool® 3.00 para Windows. Las dimensiones registradas fueron el largo, ancho, se
calcul6 la R/L (relacion largo ancho) de ambas y promedio de estas estructuras; ademas de los
tamanos de papilas, esporangios y largo de pedicelos. Todas las mediciones se realizaron bajo
el objetivo de 10 y 40x, logrando un aumento total de 400x. Los datos fueron capturados en una
base de datos de Excel donde se determinaron los intervalos, maximos, minimos, promedios y

la relacion entre ellos. Asimismo, se registraron las formas de los esporangios y el nimero de la

papila.
3.4.5. Formacidn de Clamidosporas, dimensiones y posicion

Estas estructuras se caracterizaron igualmente con la ayuda de preparaciones semipermanentes.

Asimismo, se realizaron mediciones del largo, ancho y grosor de pared de las clamidosporas.
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Para posteriormente calcular la R/L. También se describid la posicion de la clamidospora
respecto al micelio.

3.5. Caracterizacion de estructuras sexuales
3.5.1. Tipo de compatibilidad sexual de las cepas de cacao

Todas las cepas en estudio se confrontaron con las cepas de referencia (Al y A2) en placas Petri
con medio nutritivo V8, Agar-zanahoria, Agar-ejote, Agar-avena y PDA. Las cajas fueron
incubadas durante 15 dias a 25 °C £ 1, en oscuridad. La evaluacion se realiz6 tomando muestras
de la interface de contacto entre los dos aislados. De esta forma, las cepas que generaron
oosporas con la cepa de referencia del tipo A2 se identificaron como aislados tipo Al. Por el
contrario, los que indujeron oosporas con la cepa de referencia A1, se clasificaron como aislados
tipo A2 y a los que no se les considero estéril (Tooley et al., 1989).

3.5.2. Formas de zoosporas y dimensiones

Para conocer las estructuras sexuales y sus dimensiones se siguio la metodologia descrita por
Ortiz-Garcia, (1996). ElI método consistio en el apareamiento in vitro de cepas de cacao del tipo
de compatibilidad Al contra el tipo A2, incluyendo a las cepas referencia. El apareamiento se
realiz6 en cajas Petri con medios de cultivo Agar-ejote y Agar-avena e incubados en obscuridad
durante una semana a 25 °C + 1 en una incubadora marca Prendo BB0116. Las observaciones
se llevaron a cabo cuando hubo formacién de las estructuras morfoldgicas de zoosporas. Con
los cultivos formadores de oosporas se hicieron preparaciones en placas permanentes con
lactofenol blanco. Las preparaciones fueron visualizadas con un microscopio 6ptico Marca
Motic, con camara digital y software Motic. La captura de imagenes con el objetivo de 40x de
cada uno de los aislados. Posteriormente, se realizaron mediciones del largo por ancho y grosor
de la oospora, oogonio y anteridio ancho por el alto, con el software Image Tool® 3.00 para
Windows. Con las medidas obtenidas de cada una de las estructuras, se calcularon los promedios

de cada uno de los aislamientos, tomando 30 oosporas por cepa.
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3.6. Caracterizacion molecular
3.6.1. Extraccion de ADNr

Para la extraccion del ADNr se emplearon 33 cepas de Phytophthora, las cuales fueron aisladas
a partir de mazorcas de cacao. El presente trabajo fue realizado en los Laboratorios de
Fitopatologia y de Biotecnologia del Colegio de Postgraduados Campus Tabasco.

La extraccion de ADNr se realizo siguiendo la metodologia descrita por Panabieres et al. (1989).
En todos los casos, las centrifugaciones se llevaron a cabo en una microcentrifuga Eppendorff,
a 12 000 rpm, durante cinco minutos, a temperatura ambiente.

El ADN fue extraido a partir de 250 mg de micelio cosechado. Las muestras fueron lisadas en
un mortero con nitrégeno liquido, agregando 500 ul de regulador de NBI [NaCl 100 mM, Tris-
HCI 30mM, pH 8.0, EDTA10 mM, B-mercaptoethanol10 mM] y NP 40 0.5% (v/v), la muestra
fue homogenizada con la ayuda de un pistilo.

Las muestras se agitaron vigorosamente en vortex durante 20 min y se centrifugaron a 12,000
rpm durante 5 minutos. Posteriormente se elimino la fase acuosa. A continuacién, el pellet fue
resuspendido con 800 pl de regulador homogeneizador [NaCl 0.1 M, sucrosa 0.2 M, y EDTA
10 mM] y se agito en vdrtex durante 20 segundos. Posteriormente se adicionaron 200 pl de
regulador de lisis [EDTA 0.25 M, Tris 0.5 M, pH 9.2, SDS 2.5%] y se incubaron por 30 min a
55 °C.

Se agreg6 un volumen de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (50:48:2), y nuevamente se agitd
en vortex por 20 segundos y se centrifugd (12,000 rpm por 5 min). La fase acuosa se transfirio
aun micro tubo nuevo; y se realiz6 un segundo paso de extraccién con fenol-cloroformo-alcohol
isoamilico (50:48:2).

El sobrenadante fue recuperado y se precipitado con un volumen de éter frio (1000 um), luego
se agitd en vartex durante 20 segundos y se centrifugd a 12,000 rpm durante 5 min. La fase
acuosa fue transferida a un microtubo nuevo para realizar un segundo paso de extraccién con
éter frio.

El sobrenadante fue desechado y la fase acuosa fue precipitada con dos volimenes de etanol
absoluto. La muestra se incubo a -20°C durante dos horas y se centrifugo para eliminar el etanol

residual, posteriormente se dejé evaporar completamente a temperatura ambiente.
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El pellet de ADN se lavd con dos volumenes de etanol al 75%, se centrifug6 a 12,000 rpm
durante 5 minutos, se elimind el etanol por decantacion y se dejo evaporar completamente a
temperatura ambiente. Finalmente, el ADN se resuspendio en los 20 pl de agua ultra pura, se
incubdado a 50 °C durante 10 minutos y el ADN se almaceno a -20 °C

La concentracion de ADN se determind midiendo la absorbancia a 260 nm y considerando que
1U Aoeo equivale a 50 pg/mL de ADN de doble cadena. La calidad de ADN se determiné por la

relacion de absorbancias Azeo/Azso (Sambrook et al., 1989).
3.6.2. Amplificacion del gen 18S ADNr por PCR

Se uso el gen 18S ADNr como blanco para la identificacion molecular de las cepas aisladas. El
gen 18S DNAr se amplificd empleando los oligonucledtidos iniciadores universales LV1 (oligo
sentido; disefiado a partir de la secuencia de la cadena 5°-3”) y LV2 (oligo antisentido; disefiado
a partir de la secuencia de la cadena 3°-5’) Cuadro 2 descritos por Bautista-Mufioz et al., 2005.
Las reacciones de PCR fueron llevadas a cabo con 10 ng del ADN molde, en un volumen final
de 25 pL bajo la siguiente formulacion: 16.3 pL de agua grado PCR, regulador de reaccion 1X,
MgCI2 2 mM, dNTPs 200 Mm, iniciadores 0.4 mM y 1U de Tag ADN polimerasa.

El ADN fue amplificado en un termociclador Techgene® con el siguiente programa:
desnaturalizacion inicial a 94 °C por 5 minutos; 35 ciclos de una desnaturalizacién a 94 °C por
1 minutos; alineamiento a 67 °C por 1 minuto; y extension a 72 °C por 1 minuto; y una extension
final a 72 °C por 5 minutos (Bautista-Mufioz et al., 2005).

Cuadro 2. Oligonucledtidos iniciadores empleados en las reacciones de amplificacion y

secuenciacion de un fragmento del gen 18S ADNr a partir del ADNr de los aislados de
Phytophthora.

Oligonucledtido Sentido Secuencia (5°— 3°) Ubicacién en
iniciador ADNr
LV-1 Reverse CCTGCCAGTAGTCATATGCTTGTCT 18S Gen
LV-2 Forward CACCTACGGAAACCTTGTTACGACT 18S Gen
F534 Forward AGGGTTCGATTCCGGAGAG 18S Gen
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3.6.3. Electroforesis en geles de agarosa

Los fragmentos de ADN amplificados fueron sometidos a electroforesis convencional en geles
de agarosa, siguiendo el método descrito por Meyers et al. (1976). Se prepard un gel horizontal
de agarosa al 1% en regulador TAE 1X (Tris Base 40 mM, acido acético 20 MM y EDTA 1
mM). El corrimiento electroforético se llevd acabo a 80 V, durante 1 h. El gel fue tefiido con
bromuro de etidio a una concentracion de 0.05 pg/ml en regulador TAE 1X, durante 15 minutos.
Finalmente, el gel fue expuesto a la luz UV /Vis (MiniBis, Bio Imaging Systems), para visualizar
los fragmentos de ADN amplificados. El tamafio de los fragmentos amplificados se calcul6 por
comparacion con un marcador de ADN de talla molecular de 1000pb (Invitrogen) y con la ayuda
del programa Sigma Gel quant versién 1.0 (Jandel Scientific Co., 1995).

3.6.4. Purificacion de los fragmentos de ADNr amplificados

Los fragmentos de ADN amplificados fueron purificados empleando el kit QIAquick Gel
Extracion de QUIAGEN (QUIAGEN Group, HmbH, Germany), siguiendo el protocolo
recomendando por el fabricante. EI ADN fue diluido con 45 pl de agua grado PCR.

3.6.5. Secuenciacion del ADN purificado

Los productos de PCR purificado y enviado a secuenciar, con cada uno de los iniciadores LV1,
LV2 y F534 forward (oligo antisentido; disefiado a partir de la secuencia de la cadena 3°-5), a
la unidad de Sintesis y Secuenciacion de ADN del Instituto de Biotecnologia de la UNAM,
Cuernavaca, Morelos, México. Las secuencias de DNA fueron analizadas, editadas y
ensambladas con el software BioEdit Secuence Alignment Editor, version 7.2.6. Las secuencias
ensambladas fueron alineadas secuencias de genes homologos de especies depositadas en la
base de datos del NCBI (National Center for Biotechnology Information;

www.ncbi.nlm.nih.gov).

3.6.6. Alineamiento multiple de secuencias de genes 18S ADNTr descritos en hongos.

Las secuencias obtenidas con los oligonucleétidos iniciadores mencionados en el cuadro 2,
fueron editadas y ensambladas con el software BioEdit Sequence Aligment Editor, version
7.2.6. La secuencia de ADN parcial obtenida fue comparada mediante la herramienta BLAST

con las secuencias nucleotidicas codificante de genes 18S ADNTr de hongos descrita y depositada
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en la base de datos de la NBCI (http://www.ncbi.nm.nih.gov). Los aislamientos fueron
identificados a nivel de especie por arriba de un 98% de secuencias similares a las secuencias
de especies registradas en el NBCI. Posteriormente, todas las secuencias nucleotidicas fueron
alineadas empleando el software CLUSTAL X Version 2.0.11 (Thompson et al., 1997).

3.6.7. Construccion de arbol de similitudes entre las secuencias de genes 18S ADNTr de las

cepas de Phytophthora aisladas y descritos.

Se efectuaron cinco alineamientos multiples consecutivos y el dltimo alineamiento se usé para
establecer un arbol de similitudes con el programa MEGA (Molecular Evolutionary Genetics
Analisys) version 7.0.21 (Tamura et al., 2013) utilizando el método de agrupamiento de
Neightborth-joining con el indice Poisson (P) y se valor6 estadisticamente para lo cual se
hicieron 1000 aleatorizaciones tipo “bootstrap”. Con base a la organizacioén del dendrograma
filogenético se determiné la especie del género Phytophthora asociada a los aislamientos de
MNC.
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IV. RESULTADOS
4.1. Colecta y aislamientos de Phytophthora de los cacaotales

Durante el periodo de noviembre 2014 a noviembre 2015 se lograron 34 aislamientos del mismo
numero de plantaciones de cacao de Tabasco y Chiapas. En esta prospeccion se considerd que
se capto la variabilidad del patdgeno, debido a que se integraron las regiones con las condiciones
ecoldgicas de las plantaciones cacaoteras de las subregiones de la Chontalpa, Centro y Sierra de
Tabasco Y las regiones del Soconusco y Sierra norte en Chiapas, que forman parte del sureste
de México.

Todas las colonias de Phytophthora, desarrolladas en medio V8 fueron evidentes a partir de las
24 horas después de la siembra, un crecimiento tipico y rapido de este pseudohongo, su
crecimiento micelial radial llen6 la caja Petri a los cuatro dias. Las colonias presentaron un
crecimiento circular tipo petaloide, en forma de flor, con micelio denso, bajo o elevado (Figura
4).

Figura 4. Aislamientos madre de Phytophthora a partir de mazorcas de cacao (izquierda); cepa
pura en cultivo monosporico (derecha). Fotos: Yansi Karina Ramos Grajales.
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Cuadro 3. Cepas de Phytophthora aisladas de fruto de cacao y suelo, en el sureste de México,
por clave, origen geografico, incluyendo geoposicionamiento, estado (Tabasco y Chiapas),

municipio y localidad.

Clave de  Aislado . . o .
y Latitud Longitud Estado Municipio Localidad

coleccion de
1 CPCMO01  Mazorca 17°43°29” 93°22'97.3” Tabasco  Huimanguillo Rafael Mtz. de E.
2 CPCMO02 Mazorca 17°34°53.78” 93°10°38.90” Pejelagartero
3 CPCMO03  Mazorca 17°43°26.9” 93°22°97.3” Macayo
4 CPCM04  Mazorca 17°38°38.82” 93°24°03.33” Ostitan
5 CPCMO05 Mazorca 17°51'44.17 93°23°13.3” Desecho
6 CPCMO06  Mazorca 18°01793” 93°21'71.3” Cardenas Melchor Ocampo
7 CPCMO07  Mazorca 18°10°46.02” 93°31'34.63” Km 21
8 CPCM08 Mazorca 18°13713.03” 93°12'54.06” Comalcalco Morralero
9 CPCM09 Mazorca 18°12734.95” 93°22°04.49” Las arenas 2da seccion
10 CPCM10 Mazorca 18°20°16.00” 93°14720.64” Paraiso Occidente 2da seccion
11 CPCM11 Mazorca 18°24'27.12” 93°14°28.10” Arrinconada
12 CPCM12 Mazorca 18°08°41.00” 93°02°55” Jalpa Nabor Cornelio A.
13 CPCM13 Mazorca 18°07°57.18” 93°10712.36” Galeana 2da seccion
14 CPCM14 Mazorca 18°07°46.77  93°0929.1” Cunduacan Huimango
15 CPCM15 Mazorca 18°01°40.68” 93°21723.04” Mantilla
16 CPCM16 Mazorca 18°05'58.25” 93°20°14.45” Los pinos
17 CPCM17 Mazorca 18°01'74.8” 93°21'69.3” Yoloxochil
18 CPCM18 Mazorca 17°31°38.79” 92°55'44.65” Teapa Puyacatengo
19 CPCM19 Mazorca 17°23°46.25” 92°45721.24” Tacotalpa Col. Nueva B. Vista
20 CPCM20 Mazorca 17°23709.23” 92°44°24.41” Col. Nva Reforma
21 CPCM21 Mazorca 17°26'49.64” 92°49°00.23” Cerro Blanco
22 CPCM22 Mazorca 17°21°02.40” 92°43°34.97” Col. Xotal
23 CPCM23 Mazorca 17°33710.56” 93°18°18.15” Chiapas Pichucalco Platanar arriba
24 CPCM24 Mazorca 17°33°48.40” 93°16°18.21” Volcénica
25 CPCM25 Mazorca 17°34'55.00” 93°20°88” El paraiso Sta Martha
26 CPCM26 Mazorca 17°31716.50” 93°20°25.18” Zaragoza arriba
27 CPCM27 Mazorca 17°31°09.48 93°20°11.72” Zaragoza abajo
28 CPCM28 Mazorca 17°25716.43” 93°20°14.78” Ostuacan Labomba
29 CPCM29 Mazorca 17°24°00.11” 93°19°44.37” Francisco Ledn
33 CPCM33  Suelo 15°06°520”  92°26°389” Tuxtla Chico Tunzantan
34 CPCM34  Suelo 14°58°434”  92°09°433” Rosario Izapa

CPC (Colegio de Postgraduados Cacao) seguidos por la letra M (Muestra) y el nimero que las

diferencia.
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4.2. 1. Caracterizacion fisioldgica y morfol6gica
4.2.2. Efecto de la temperatura sobre el desarrollo de las colonias

Los resultados promedios del desarrollo de los aislados se representaron en el Cuadro 4, mismos
que permitieron compararse con los promedios de las tasas de crecimiento cada 12 horas a 15,
20, 25, 30y 35°C.

Las colonias de cada aislamiento sometidos a las diferentes temperaturas, mantuvieron patrones
de crecimiento promedio consistente (Cuadro 4). Con base en los distintos comportamientos de
la tasa de crecimiento, en las distintas temperaturas evaluadas, se lograron integrar en cuatro
grupos.

Se midié las tasas de crecimiento radial promedio (TCR) para agrupar cada una de las cepas
estudiadas y caracterizarlas fisiolégicamente de acuerdo al desarrollo promedio presentada en

cada una de los aislados en estudio.

Grupo 1 Grupo 2
0.60 T 0.60 T
b b b
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Figura 5. Crecimiento promedio de aislamientos de Phytophthora agrupados por su forma de
desarrollo, al ser sometidos a diferentes temperaturas.
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El primer grupo se integr6 con 11 cepas: CPCMO01, CPCM02, CPCM04, CPCMO07, CPCMO09,
CPCM10, CPCM12, CPCM13, CPCM18, CPCM23 y CPCMZ26. EI patron de crecimiento se
representa en la grafica de la Figura 5 Grupol donde el maximo crecimiento de los aislados se

mantiene estable en las temperaturas de 20, 25, 30 y 35 °C.

En el segundo grupo se forma con 10 de los aislados y la cepa de P. capsici (CPCMO03;
CPCMO08; CPCM11; CPCM15, CPCM19; CPCM20, CPCM21, CPCM24, CPCM25, CPCM29,
y CPCMAL). Que presentaron una tasa de crecimiento méxima constante a temperaturas de 25,
30y 35°C (Figura 5; Grupo 2).

El tercer grupo se formo con ocho de los aislados y la cepa de P. capsici CPCM05, CPCMCO06,
CPCM14, CPCM16, CPCM17, CPCM22, CPCM28, CPCM34 y CPCMA2 donde la tasa
maximo crecimiento de los aislados se mantiene estable en las temperaturas de 20, 25 y 30

disminuyendo significativamente a 35 °C (Figura 5; Grupo 3).

Por ultimo, el cuarto grupo se integr6 Unicamente con el aislado CPCM27, los cuales no
mostraron ninguna relacion con los grupos anteriores, cuyo maximo crecimiento se presentd a
30°C (Figura 5; Grupo 4).

Hay que destacar que todos los aislamientos caracterizados a temperaturas de 15°C mostraron

una tasa de crecimiento menor a las otras temperaturas evaluadas incluida las de 35 °C; que

mostraria la adaptabilidad a altas temperaturas como se registra para P. capsici y P. tropiclais.
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Cuadro 4. Tipo de colonia, intervalo de temperatura de maximo crecimiento y tasa de

crecimiento micelial por cada 12 h, de los aislados obtenidos a partir de mazorcas de cacao.

Tipo Intervalo de
Cepa de Temperatura Tasa de Crecimiento ™ (12 h)
colonia de crecimiento
maximo 15°C 20°C 25°C 30°C 35°C
CPCMO01 R 20-30 158 327 340 351 321
CPCMO02 R 20-30 158 209 291 358 291
CPCMO3 A 25-30 129 254 331 330 3.34
CPCMO04 R 20-30 167 346 340 374 331
CPCMO05 R 25-30 170 353 3.06 374 3.26
CPCMO06 F 30-35 171 319 361 436 3.66
CPCMO7 R 30-35 163 341 337 307 353
CPCMO08 R 25-35 167 267 316 3.16 3.36
CPCMO09 R 20-25 156 274 323 290 3.06
CPCM10 F 20-25 210 335 344 346 2.66
CPCM11 R 20-35 149 305 317 367 3.38
CPCM12 R 25-35 161 287 303 339 346
CPCM13 R 30-35 094 266 308 314 3.24
CPCM14 R 25-30 182 247 391 422 356
CPCM15 R 20-35 152 328 284 254 254
CPCM16 F 25-30 1.80 224 352 420 3.74
CPCM17 F 30 154 214 316 385 327
CPCM18 R 20-30 136 267 208 299 273
CPCM19 R 20-35 162 301 269 297 3.16
CPCM20 R 20-30 170 311 283 351 3.18
CPCM21 R 20-35 138 311 230 316 321
CPCM22 R 30-35 152 3.01 29 337 357
CPCM23 R 20-30 145 313 3.01 387 323
CPCM24 F 25-35 186 255 305 356 324
CPCM25 A 25-30 139 222 308 290 209
CPCM26 R 20-30 174 334 334 319 204
CPCM27 A 30 162 146 184 3.08 164
CPCM28 R 20-30 146 322 221 381 289
CPCM29 R 25-35 161 256 303 324 3.30
CPCM34 R 20-30 159 3.02 313 351 356
CPCM2C R 25-30 124 184 261 260 218
CPCM3C R 25-30 181 244 387 313 175

*valores expresados en cm; Colonia tipo flor o petaloide (F); Colonia radial (R); Algodonosa

(A).
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4.2.3. Caracterizacion morfocultural de cepas
4.2.4. Tipos de colonias

Las cepas evaluadas fueron agrupadas de acuerdo a la forma de la colonia incluyendo las dos
cepas de referencia. Asi, tres patrones de crecimiento colonial fueron identificados, tomando en
cuenta el micelio aéreo, borde de la colonia y aspecto radial

Algunas cepas mostraron cambios en el color, de blanco a colores amarillos claros. El periodo
de crecimiento para la mayoria de las cepas fue de 4 dias para el llenado de caja y alcanzaron
un promedio de crecimiento radial de 3.4 cm. Asi, las cepas se repartieron en tres grupos

morfoldgicos (Figura 5).

El primer grupo de aislados, con 15 aislamientos, presentaron micelio blanquecino a
amarillento, dando lugar a una colonia tipo "radial ", con micelio aéreo abundante y homogéneo,
colonia ligeramente aplanada con bordes de forma lobulada (Figura 5 B). Los aislados que
presentaron este tipo son: CPCMO01, CPCMO02, CPCM04, CPCM05, CPCMO07, CPCMO8,
CPCMO09, CPCM11, CPCM12, CPCM13, CPCM14, CPCM15, CPCM18, CPCM 19, CPCM
20, CPCM 21, CPCM 22, CPCM26, CPCM28, CPCM29, CPCM34, CPFCMALl y CPCMAZ2.

El segundo grupo quedd conformado por 3 aislados (CPCMO03, CPCM25 y CPCM27) que
presentan colonias de color blanco, con abundante micelio aéreo, algodonoso y crecimiento
uniforme sin patron de crecimiento definido, pero si con bordes ovoides o ligeramente lobulada
(Figura5 A).

El tercer grupo qued6 conformado por 6 aislados: CPCM06, CPCM10, CPCM16, CPCM17,
CPCM23 y CPCM24 que formaron colonias blancas de tipo "petaloide”, micelio aéreo
homogéneo de borde lobulado (Figura 5 C). En las observaciones realizadas con el microscopio

invertido, todos los aislados presentaron micelio cenocitico muy ramificado.

36



Figura 5. Patrones de crecimiento de colonias de Phytophthora aisladas de fruto de cacao,
después de 96 h de incubacién a 25 ° C, en medio V8: algodonosa aéreo (A) representativo del
grupo dos; estrellado con micelio bajo compacto representativo del grupo uno (B); petaloide
aéreo algodonoso representativo del grupo tres(C); D y E colonias de cepas de referencia.

4.2.5. Tipos de micelio y dimensiones
Todas las cepas presentaron desarrollo de micelio cenocitico, s6lo los aislados CPCM27,

CPCM16 y CPCM17 mostraron micelio turuloso. Las cepas con micelio liso y grueso

presentaron un rango de 5-7 um de ancho (Figura 6).

Figura 6. Tipos de micelio de los aislados de Phytophthora, micelio toruloso (a) y; micelio liso
y grueso (b).
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4.2.6. Tipo de esporangios y dimensiones

Los esporangios mostraron formas variadas en los que destacaron formas casi esféricas a
elipticas y globosas. Sin embargo, todos fueron caducos y predominantemente papilados, con

base estrecha y pedicelos largos (Figura 7).

En la Cuadro 5 se describen las dimensiones de los esporangios de todos los aislamientos de
Phytophthora. En ella se retnen las caracteristicas cuantitativas promedios de 30 esporangios
como: largo, ancho, relacion largo /ancho, tamafio de las papilas y longitud de los pedicelos de
los esporangios.

Los esporangios fueron ramificados en forma individual, con pedicelos deciduos largo. En
promedio, los rangos de las dimensiones de largo y ancho de los esporangios fueron de 28.07 X
18.17um y de 50.41 x 27.30 um y papila de 4.02-5.63 pum, (L/A) de 1 um. Las cepas usadas
como referencia mostraron tener papilas mas grandes, particularmente el aislado CPCM2C con
un tamafio de 6.09 um.

De acuerdo con los criterios de caracterizacién de Martin et al. (2012) se pudieran considerar
algunos aislados como semipapilados, es decir, que presentaron promedios de papilas menores
a 3.5 um, como en los casos de los aislados CPCMO01 Y CPCM10; de igual manera presentaron
una relacién largo/ancho de esporangio menor en comparacion con los otros aislados. Las
formas de los esporangios presentaron diferencias, siendo ligeramente mas redondeados y mas
pequefios (Figura 8); por lo tanto, el pedicelo también fue mas corto en el caso de la cepa
CPCM10.

Los aislados CPCM06, CPCM13 y CPCM24 mostraron caracteristicas mas especificas:
pedicelos largos, esporangios con papilas conspicuas, generalmente una, formando grupos de
esporangios en arreglo tipo umbela. Las formas de esporangio uniformes, obovado, con tamafio
promedio de largo 44.62 x 26.83 um; ancho 46.29 x 21.30 um; 48.97 x 23.05 um y con bases
conicas rectas del esporangio previa al pedicelo los caracterizaban. Intervalo en forma de tamafio
de 34-13 um de diametro (Figura 9), con una relacion de longitud: anchura mucho maés diferente

en comparacion con los otros aislados de 1.66-2.17 um.
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Figura 7. Forma de esporangios de aislados de Phytophthora de aislamientos de mazorcas de
cacao observados a 40x. Esporangios ovoides elipticos, cuellos largos y papilados, libres e
individuales, semiredondeados, con papila prominente. (Bar =10um).
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Figura 8. Esporangios pequerfios, representativos de los aislados CPCMO01 y CPCM10, con
arreglo simple aparentando un tipo simpodio. (Bar = 10 um).

Figura 9. Esporangios en formas elipsoidales, base coénica, pedicelo largo en arreglo tipo
umbela, tipica de los aislamientos CPCMO06, CPCM13 y CPCM24). (Bar = 10 um).
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Cuadro 5. Caracteristicas morfologicas de aislamiento de Phytophthora de cacao

correspondiente a 30 estructuras asexuales.

Esporangio Papila Pedicelo
Cepa Promedio  Intervalo Intervalo Promedio Promedio
L/A L A R L/A Rango L Rango
CPCMO01 13.05x10.68 19-9 13-8 1.13 1.816 2.7-0.9 17.00 65-02
CPCMO02 28.07x18.17 34-22 20-13 1.54 3.157 3.8-25 71.71 78-60
CPCMO03  39.24x24.35 59-25 32-14 1.61 4.159 5.6-2.4 64.71 162-12
CPCMO04 37.87x26.53 56-25 35-15 1.42 4.029 5.8-2.0 157.1 425-36
CPCMO05 39.84x26.39 49-10 33-16 1.50 3.997 5.2-2.3 58.12 97-09
CPCMO06 44.62x26.83 61-31 32-19 1.66 5.104 6.9-3.3 69.39 198-08
CPCMO07  44.25x26.48 61-24 32-14 1.67 4.810 6.9-2.2 69.90 187-08
CPCMO08 41.65x27.44 61-28 33-17 151 5.274 8.2-2.8 76.48 174-12
CPCMO09  32.19x22.56 45-25 32-16 1.42 4.178 5.4-22 48.19 285-9
CPCM10 12.46x11.15 15-8 14- 7 111 1.921 29-13 27.16 69-01
CPCM11 37.41x28.94 45-27 38-19 1.29 4.592 3.6-3.0 37.26 101-06
CPCM12 33.48x25.43 43-20 32-14 1.31 4.204 6.2-2.3 52.84 98-07
CPCM13  46.29x21.30 163-26 34-13 2.17 4.408 5.8-2.3 156.6 306-23
CPCM14  34.56x25.07 53-18 32-14 1.37 4,535 6.3-2.3 68.57 239-13
CPCM15 49.97x28.39 82-25 77-19 1.75 5.636 9.7-3.7 58.92 207-03
CPCM16 50.41x27.30 123-24 45-19 1.84 5.619 8.8-2.8 47.36 100-05
CPCM17 34.77x18.57 45-16 40-12 1.87 3.727 5.7-2.1 168.7 284-31
CPCM18 42.94x26.78 61-21 33-14 1.60 4731 33-18 61.07 33-18
CPCM19 40.47x26.68 34-17 36-18 151 5.521 6.6-2.5 86.12 160-03
CPCM20 34.12x24.93 46-25 29-19 1.36 4.193 6.1-2.9 81.75 161-40
CPCM21 36.27x28.07 45-21 44-15 1.29 4.464 6.3-2.1 87.52 171-26
CPCM22 38.71x25.44 56-23 44-15 1.52 4.489 8.1-2.7 55.61 181-04
CPCM23  47.19x26.22 68-30 34-17 1.79 4916 8.0-2.0 79.89 160-45
CPCM24  48.97x23.05 65-30 31-17 2.12 5.380 7.4-15 75.75 195-06
CPCM25 33.31x26.48 41-21 34-15 1.25 4.344 8.0-2.5 74.89 179-07
CPCM26  36.21x26.53 46-27 34-20 1.36 4,933 6.4-3.5 48.65 92-08
CPCM27  38.46x24.54 69-21 39-13 1.56 4.568 6.6-1.8 68.88 164-12
CPCM28 40.22x25.24 56-21 34-14 1.59 4.563 7.0-2.2 55.41 161-06
CPCM29 42.24x25.27 61-33 36-20 1.67 5.036 6.7-4.2 88.31 161-55
CPCM34 34.21x21.61 50-20 33-16 1.58 4.297 6.6-2.1 107.5 224-17
CPCM2C  47.49x35.52 61-31 60-27 1.33 6.091 8.5-3.5 104.8 232-27
CPCM3C 41.41x24.94 57-21 33-15 1.65 4714 6.5-2.2 70.43 145-11

NOTA: Dimension (u); n=30' Promedio del largo entre el ancho (L/A); largo (L); Ancho (A);
Relacion Largo/Ancho (RLA).
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4.2.7. Formacion de clamidosporas, dimensiones y posicion

La formacion de las clamidosporas solo se presentd en 15 de los 32 aislamientos y en niUmero
reducido. Estas estructuras se presentaron de manera terminal e intercalar (Figura 10) y fueron
regularmente de forma esférica y con pared gruesa. Las medidas descriptivas promedio, por
aislamiento se registran en el Cuadro 6.

Cuadro 6. Medidas de las caracteristicas morfoldgicas correspondientes a clamidosporas.

Clamidosporas

Cepa Promedio Intervalo Intervalo G P Posicion
Claves L/A L A R L/A
CPCMO01  29.63x29.69 37-22 36-22 0.99 1.60 T/l

CPCMO03 25.65x25.08 32-19 32-20 1.02 2.33 T/
CPCMO05  24.77x25.02 29-21 30-20 0.99 2.18 T
CPCMO7 25.25x24.97 32-18 31-18 1.01 3.41 T
CPCMO08 24.47x24.97 26-22 28-22  0.97 2.13 T/
CPCM10  27.57x27.54 33-20 33-20 1.00 2.26 T
CPCM17 24.97x25.26 30-19 34-20 0.98 2.40 T
CPCM18 26.99x26.67 33-18 33-18 1.01 2.80 T
CPCM19 28.41x28.74 34-17 36-18  0.98 2.19 T/
CPCM22 26.66x26.51 32-17 30-18 1.00 2.25 T/
CPCM23  30.56x30.66 36-23 36-25 0.99 2.61 T
CPCM24  30.16x30.55 32-26 33-26  0.98 2.68 |

CPCM25  24.20x23.08 28-18 29-18 1.04 1.99 T/
CPCM29 25.85x24.51 30-22 29-22  1.05 2.39 T
CPCM34  29.35x28.95 39-20 34-19 101 2.14 I

CPCM3C  22.54x22.52 25-19 25-19 1.00 1.56 T/

Posicion de la clamidospora terminal (T); Intercalar (1).
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El promedio del grosor de la pared de las clamidosporas, de la mayoria de los aislados, fue de
1.60 a 2.80 um, excepto por, el aislado CPCMO7 el cual presento, un promedio de 3.41 um, lo
cual es una pared gruesa en comparacion a los otros aislados; ademas, de ser la Unica cepa con

abundante formacion de clamidosporas.
Los aislados CPCMO02, CPCMO04, CPCMO06, CPCM09, CPCM11, CPCM12, CPCM13,
CPCM14, CPCM15, CPCM16 CPCM20, CPCM21, CPCM26, CPCM27, CPCM28 y CPCMA1

no mostraron presencia de clamidosporas o no fueron significativas para su medicion.

g

Figura 10. Clamidosoas de Phytophthora de aislados de cacao de acuerdo a su posicion:
forma terminal (a) y forma intercalar en el micelio (b). (Bar=10 um).

4.3. Caracterizacion de estructuras sexuales

En el Cuadro 7 se muestran las respuestas de los estimulos sexuales de las cepas, en funcion al
medio de cultivo, el Agar-Ejote fue el més efectivo, aceler6 la formacion de oosporas hasta en
una semana y el nimero de cepas se para la formacién de estas estructuras registraron en este

medio
4.3.1. Tipo de compatibilidad sexual de las cepas de cacao

Se presentan los tipos de compatibilidad sexual de las cepas problema (Cuadro 7) como Al 'y
A2. La determinacion fue realizada con una serie de 30 cepas confrontada a dos cepas de P.
capsici (Figura 11). Asi, se determin6 que el 90% de las cepas correspondieron al tipo de
compatibilidad Al, mientras que el 10% de los aislados correspondieron al tipo de
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compatibilidad A2. Mostrando las caracteristicas heterotélicas de las cepas. Sin embargo, los
cruzamientos entre las cepas problemas obtenidas de cacao, previamente identificados con
compatibilidad sexual de Al o A2, resultaron negativas. El apareamiento realizado entre las dos
cepas de referencia con los diferentes aislados evidencio la existencia de los tipos Al y A2

predominando uno sobre el otro.

Figura 11. Desarrollo de colonias de las cepas confrontadas in vitro con las cepas de referencia:
confrontacién en medios de cultivo V8 clarificado. Colonias duales (P. capsici izquierda y
Phytophthora aisladas de cacao, derecha) (A) y colonia dual de la confrontacién de dos cepas
de Phythopthora aisladas de cacao (B).
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Cuadro 7. Desarrollo de colonias en diferentes medios de cultivos y tipo de compatibilidad de

las cepas.
Cepas Medios de cultivo
Jugo- PDA  Agar- Agar- Agar- * +
V8 Zanahoria  avena Ejote

CPCMO1 b Al ST
CPCMO02 b Al ST
CPCMO03 b b A2 ST
CPCMO04 b Al ST
CPCMO05 b Al ST
CPCMO06 b Al ST
CPCMO7 b Al ST
CPCMO08 b Al ST
CPCMO09 a b Al ST
CPCM10 b Al ST
CPCM11 a Al ST
CPCM12 b Al ST
CPCM13 b Al ST
CPCM14 b Al ST
CPCM15 Al ST
CPCM16 b Al ST
CPCM17 b Al ST
CPCM18 b Al ST
CPCM19 b Al ST
CPCM20 b Al ST
CPCM21 a Al ST
CPCM22 b Al ST
CPCM23 b Al ST
CPCM24 b A2 ST
CPCM25 b b Al ST
CPCM26 C b Al ST
CPCM27 a C A2 ST
CPCM28 a C Al ST
CPCM29 C b Al ST
CPCM34 A2 ST
CPCM2C a Cc c b b Al Al
CPCM3C a c c b b A2 A2

a: Formacion de estructuras sexuales: 30 dias muy pocas; (b) 7 dias abundantes; (c) 37 dias

pocas; Compatibilidad (*); Compatibilidad entre cepas de cacao por cacao (+); ST (Estéril).
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4. 3. 2. Formay dimensiones de las oosporas

Las 30 cepas de Phytophthora aisladas a partir de cacao fueron confrontados con las cepas de
referencia de P. capsici A1y A2 en el ensayo de compatibilidad sexual. Sin embargo, solo se le
hicieron mediciones a las oosporas formadas en la parte media de contacto de ambas cepas o
del lado de la cepa problema. Lo anterior, debido a que se observo que en muchos de los ensayos
de confrontacion las oosporas se formaron del lado de la cepa referencia, lo que implica que
estas reciben el estimulo complementario de la cepa de cacao, pero, no estaban aparentemente

produciendo sus propias 00sporas.

En el Cuadro 8 presentan los resultados de las mediciones de 30 oospora, anteridio y oogonio
por aislado. Este ensayo nos permitié determinar que las cepas son hetorotalicas, ya que ninguna
cepa produce oosporas de manera individual sin embargo si en la confrontacion con P. capsici.
Las oosporas de P. capsici se caracterizaron por presentar oogonios hialinos circulares y lisos
con anteridio anfigenos (Figura 12 A).Por otro lado, las cepas de Phytophthora de frutos cacao,
sus oosporas fueron, con caracteristicas mas especificas, las estructuras sexuales presentes en
algunos aislados de cacao (ej. CPCMO03) se encontraron ornamentaciones alrededor del oogonio
de forma granulada a diferencia de otros aislados (ej. CPCM27) que se observaron paredes

coloridas de amarillo a naranja en el oogonio (Figura 12 D).

Las dimensiones del oogonio fueron: didmetros de 40.20 x 38.45 pum - 34.30 x 35.95 um y de
formas esférica. Las oosporas igualmente de forma esférica pleréticas mostraron un promedio
de didmetro 26.08 x 25.99 um 31.61x32.33 um; y con pared de 1.75-3.52. Los anteridios para
todos los aislados fueron anfigino y ligeramente redondeados de 14-10 um a 21-10 um, Ademas

de presentar un apéndice basal (Figura 12 C).
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Figura 12. Organos sexuales de Phytophthora: oosporas de Phytophthora capsici (A);
Anteridio anfiginos, oogonio y oospora de la confrontacién de P. capsici (CPCM2C) con cepas
de cacao (B); P. capsici (A1) x CPCMO03 (Az) con oogonio de forma adornada (C), y oospora de
confrontacion de P. capsici (CPCM3C) x CPCM27 (A2) (D).(Bar = 10 um).
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4. 3. 3. Especies encontradas morfolégicamente

De los 30 aislamientos colectados de mazorcas de cacao y con base en las descripciones de los
resultados morfoldgicos se lograron formar dos grupos con caracteristicas particulares, el primer
grupo queda formado por 27 aislamientos: CPCM01, CPCM02, CPCM03, CPCM04, CPCMO5,
CPCMO07, CPCMO08, CPCM09, CPCM10, CPCM11, CPCM12, CPCM14, CPCM15, CPCM16,
CPCM17, CPCM18, CPCM19, CPCM20, CPCM21, CPCM22, CPCM23, CPCM25, CPCM26,
CPCM27, CPCM28, CPCM29 y CPCM34. El segundo grupo estuvo formado con los aislados
CPCMO06, CPCM13, CPCM24. Estas cepas formaron colonias blancas tipo "petaloide o flor ",
micelio aéreo homogéneo de borde lobulado Producen esporangios con pedicelo largo
agrupados en arreglo tipo umbela, caracteristicas morfoldgicas y una relacion largo/ancho de
2.1 pm, excepto por el aislado CPCMO06 que presento valores menores en comparacion a esta

relacion largo/ancho (1.66 pum).

4. 4. Caracterizaciéon molecular

4.4.1. Electroforesis en geles de agarosa

Los iniciadores LV1y LV2 permitieron la amplificacion, por la técnica de PCR punto final, de
un fragmento de 1700pb aproximadamente (Figura 13) a partir del ADNr cromosémico de las

cepas aisladas de cacao.

M CPCM5S CPCM2? CPCM7 CPCMA: CPCMI1 CPCMA, CPCM24 CPCMI3

:

§55588855 3
T

Figura 13. Fragmento de ADN del gen 18S ADNr amplificado por PCR con los
oligonucledtidos iniciadores LV1 y LV2 a partir del ADNr de las cepas CPCM5, 27, 7, A2,
M11, Al, 24 y 13, aisladas a partir de mazorcas de cacao. Se amplifico un fragmento de ADN
de 1700pb aproximadamente (M) Marcador de talla molecular de ADN de 1 kb plus.
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4. 4. 2. Secuenciacion del ADN purificado

Se obtuvieron 99 fragmentos de ADN a partir de las 33 cepas ensayadas, las cuales fueron
editadas y ensambladas con el software BioEdit Secuence Aligment Editor, version 7.2.6. Las
secuencias fueron registradas en la base de datos GenBank de la NCBI y estan disponibles con
un namero de acceso asignado a cada secuencia (Cuadro 9).

4. 4. 3 Alineamiento multiple de las secuencias parciales del gen 18S ADNr obtenida de las

cepas de Phytophthora aisladas a partir de cacao

La secuencia de nucleétidos parcial de ADN ensamblada fue comparada mediante la
herramienta BLAST con secuencias nucleotidicas codificantes de genes 18S ADNr de hongos

descritas y depositadas en la base de datos de la NBCL (www.ncbi.nlm.nih.gov).

Posteriormente, todas las secuencias nucleotidicas fueron alineadas empleando el software
CLUSTAL X version 2.1 (Thompson et al., 1997). El alineamiento grafico mostro las regiones
con un alto grado de identidad de 99 % y 100%.

4. 4. 4. Establecimiento de Dendrogramas o Arbol de similitudes

En el dendrograma (Figura 14) se presentaron dos grupos bien definidos, a partir del analisis de
los valores basados en 30 aislamientos de Phytophthora. Estos resultados moleculares
confirman que los aislados basados en la amplificacion de iniciadores universales con el gen
18S ADNIr descrito por Bautista-Mufioz et al. (2005) corresponden al grupo de Phytophthora,
todos los aislados estan identificados como parte del grupo P. capsici, dentro de esta division se
pueden distinguir dos subgrupos: uno formados por los aislados: CPCMO01, CPCM02, CPCMO03,
CPCMO04, CPCM08, CPCM10, CPCM11, CPCM12, CPCM14, CPCM15, CPCM28, las dos
cepas de referencia P. capsici integradas al estudio (CPCM2C y CPCM3C) y la P. capsici de
clave de acceso BT032234 con 100% de similitud. El segundo grupo esta compuesto por cuatro
individuos los aislados CMPC06, CPCM13 Y CPCM24 y la secuencia de P. tropicalis
(AY742743). El otro subgrupo a la vez se subdivide en otros cuatro subgrupos que podemos
Ilamar de forma atipica de P capsici con 99% similitud, conformada por las cepas CPCMO05,
CPCMO07, CPCM09, CPCM19, CPCM22, CPCM29, CPCM23, CPCM34, CPCM21, CPCM26,
CPCM20 CPCM25, CPCM18.
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Cuadro 9. Porcentaje de identidad de la secuencia parcial del gen 18S ADNr de las cepas
Phytophthora con las secuencias de referencias de los parientes mas proximos.

Cepa NUmero de  Pariente mas proximo  Bases idénticas/  Porcentaje
acceso dentro del género de Total de bases  maximo de
GenBank Phytophthora comparadas identidad
CPCMO01  MF783050  Phytophthora capsici 1731/1731 100%
CPCMO02  MF784270  Phytophthora capsici 1714/1714 100%
CPCM03  MF782852  Phytophthora capsici 1729/1729 100%
CPCM04  MF782870  Phytophthora capsici 1731/1731 100%
CPCMO05 ND Phytophthora capsici 1723/1724 99%
CPCM06  MF783018 Phytophthora tropicalis 1729/1729 100%
CPCMO7 ND Phytophthora capsici 1725/1727 99%
CPCM08  MF783052  Phytophthora capsici 1731/1731 100%
CPCMO09 ND Phytophthora capsici 1726/1727 99%
CPCM10  MF783086  Phytophthora capsici 1729/1729 100%
CPCM11  MF783088  Phytophthora capsici 1729/1729 100%
CPCM12  MF783089  Phytophthora capsici 1726/1726 100%
CPCM13  MF784087 Phytophthora tropicalis 1729/1729 100%
CPCM14  MF784089  Phytophthora capsici 1728/1728 100%
CPCM15  MF784264  Phytophthora capsici 1725/1726 100%
CPCM16 ND Phytophthora capsici 1722/1723 99%
CPCM17 ND Phytophthora capsici 1724/1726 99%
CPCM18 ND Phytophthora capsici 1722/1723 99%
CPCM19 ND Phytophthora capsici 1722/1723 99%
CPCM20 ND Phytophthora capsici 1725/1728 99%
CPCM21 ND Phytophthora capsici 1724/1725 99%
CPCM22 ND Phytophthora capsici 1725/1726 99%
CPCM23 ND Phytophthora capsici 1719/1720 99%
CPCM24  MF784267 Phytophthora tropicalis 1731/1731 100%
CPCM25 ND Phytophthora capsici 1728/1729 99%
CPCM26 ND Phytophthora capsici 1728/1729 99%
CPCM27 ND Phytophthora capsici 1726/1727 99%
CPCM28 MF784268  Phytophthora capsici 1726/1726 100%
CPCM29 ND Phytophthora capsici 1723/1724 99%
CPCM34 ND Phytophthora capsici 1728/1729 99%
CPCM33 EF426539 Pythium 1703/1703 100%
CPCM2C ND Phytophthora capsici 1724/1724 100%
CPCM3C ND Phytophthora capsici 1708/1708 100%

ND. No disponible
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Figura 14. Relaciones de similitud de las secuencias nucleotidicas del gen 18S ADNr de
Phytophthora aisladas de frutos de cacao. La barra indica el nimero de cambios por cada
100 nucleotidos. EI nimero de cada nodo indica el valor de bootstrap mostrado en
porcentaje. Se utilizaron secuencias de referencia de P. capsici (BT032234) y P.
tropicalis (AY742743) y organismo externo fuera del grupo a Pythium (EF26539).
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De acuerdo a los resultados moleculares se distribuyeron regionalmente 5 grupos el cual se
designaron como P. capsici tipica, P. tropicalis y P. capsici atipica como A, By C.
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Figura 15. Distribucién geogréfica de los aislados de acuerdo a la especie identificada
molecularmente.

La Figura 17 muestra la distribucion geografica de los cuatro grupos de aislados caracterizados

molecularmente, en el norte de Tabasco y Chiapas.
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V. DISCUSION

Las formas de las colonias con crecimiento abundante con aspecto de flor y forma radial de
aspecto plegado coinciden con las formadas que describen a P. capsici. Estas caracteristicas son
Utiles para agrupar a este género Appiah et al. (2003) y Ribeiro (1983).

Los aislados del grupo 1, muestran un comportamiento en su tasa de crecimiento a temperatura
de 20 a 35 °C que indicaron su crecimiento mayor en esas temperaturas para los aislamientos
descritos como Phytophthora MF4, mas tarde descrito como P. capsici. Estas caracteristicas no
las cumplen las especies de P. palmivora ni P. megakarya (Brasier y Griffin, 1979). Los aislados
tienen un crecimiento relativamente rapido a 25°C y 35°C en 48 horas, mientras que a
temperaturas de 15°C el crecimiento disminuye, por lo tanto, cumplen con el intervalo de
crecimiento sefialado como tipicas de P. capsici (Stamps et al., 1990). Sin embargo, el aislado
CPCM27 mostro una curva diferente respecto a estos grupos donde su tasa de desarrollo 6ptimo
se observo a temperatura de 30°C.

Dentro de los aislados la variabilidad de forma de esporangios, principalmente en el largo de
pedicelos, papilas y tamafio de esporangio, en los aislados: CPCM01, CPCMO05, CPCM10,
CPCM15, CPCM16, CPCM17, CPCM19, CPCM22, CPCM27 que muestran medidas en los
intervalos que van desde muy largos (> 20 um) a menores a 5 um, los cuales sobrepasan las
caracteristicas descritas por Martin et al. (2012); mientras que los aislamientos CPCMO05,
CPCMO01 y CPCM10 se podrian sefialar como caracteristicas variantes que pudieron existir en
los medios de cultivos in vitos y condicionado a multiples factores como la luz y la temperatura
tal como sefial6 en reportes previos (Tuset, 1997 ) y Erwin et al., (1993) o variantes de la
morfologia descritas por Cooke et al. (2000) para este género por su capacidad de adaptacion.
Por otro lado, Stamps et al. (1990) especifica intervalos de los esporangios de P. capsici de 45—
75 um, intervalo similar a los obtenidos en este estudio y se representan en el Cuadro 5. La
caducidad de los esporangios que son también caracteristicas importantes y que resultaron
favorables a P. capsici de acuerdo a los resultados antes descritos. Ademas, cabe sefialar que los
pedicelos observados fueron largos y libres, no se observaron en forma simpodial en agua ni
medio solido, caracteristica que difiere con lo que sefiala Stamps et al. (1990).

De igual forma, en algunos aislados las clamidosporas se formaron de manera terminal e
intercalar, cuando presentaron, sin embargo, en otros casos fueron pocas y en algunos aislados

no se encontro la formacion de éstas lo cual concuerda con las caracteristicas referidas para P.
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capsici (Zentmyer, 1987; Stamps et al., 1990; Romero, 1993; Martin et al., 2012). Estos
resultados obtenidos también coinciden con lo reportado por Montes y de los Santos (1989),
caracterizados como P. capsici en Tabasco y Chiapas. En contraste s6lo un aislado se registro
con formacién abundante de clamidosporas (CPCMO07), lo cual se podria interpretar como una
variante dentro del grupo de los aislados.

La formacion de estructuras sexuales para Phytophthora es la segunda caracteristica mas
importante en la taxonomia de este género (Martin et al., 2012). En este estudio todas las cepas
respondieron sexualmente a las de referencia P. capsici, Al 0 A2, siendo mayoritariamente (9:1)
el tipo Al sobre el grupo A2, indicando un comportamiento heterotélicas. Los oogonios
presentan oosporas plerdticas con anteridio anfigeno y de dimensiones promedio tal como
sugieren Stamps et al. (1999) y Erwin y Ribeiro (1996) (Cuados 8).

Estructuras sexuales con oogonio esférico con dimensiones maximas de 40.20 x 38.45 y
minimas de 34.93 x 36.26 um, relacion L/A de 1.0. Oospora con dimensiones maximas de 33.24
x 31.54 um y minimas de 26.08 x 25.99 um. Anteridio con dimensiones maximas 15.90 x 14.84
um, minimas de 11.93 x 11.93 um. Las caracteristicas descritas para los aislados de fruto de
cacao correspondiente al primer grupo, coinciden con las caracteristicas descritas realizadas por
Stamps et al. (1990) y Martin et al. (2012) y Montes y de los Santos (1989) como P. capsici.
Sin embargo, los aislados que presentaron variacion como la forma de las estructuras asexuales
también se agruparon dentro de esta misma especie.

De acuerdo a las caracteristicas descritas correspondientes al primer grupo corresponde a la
especie de P. capsici, con caracteristicas de crecimiento micelial abundante tomando la forma
colonial de aspecto variado como se muestra en la Figura 5, con forma radial y flor en algunos
aislados. Temperaturas de crecimiento 6ptimos de 20-35 °C. Esporangios individuales y formas
predominantemente elipticos, ovoides, con dimensiones promedios maximas de 50.41 x 27.30
pum y minimas de 12.46 x 11.15 pum, relacion L/A de 1.07/1.11 um con papilas de 3.1 a 5.61 pm.
Pedicelos largos con dimensiones promedio méaximas de 168 y minima de 17 pm.
Clamidosporas con dimensiones maximas de 30.56 x 30.66 um, minimas 24.20 x 23.08 um con
un grosor de pared de 1.60-2.80 pum.

El segundo grupo las caracteristicas coinciden totalmente con P. tropicalis realizadas por
Aragaki y Uchida (2001), quienes la describieron con arreglo esporangial en tipo umbela y con

pedicelo usualmente mayor de 50 um como se observa en estos mismos aislados que van de
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69.39, 156.6 y 75.75 um aun cuando dentro de los mismos aislados estudiados hay promedios
mayores a este (Cuadro 5); no presentan la caracteristica tipica de esta especie del tipo
umbelado. Ademas, Appiah et al. (2003) reporta las variaciones morfoldgicas de phythopthora
asociada a cacao y sefiala que los principales parametros descriptivos para P. tropicalis como el
ancho de esporangio menor al largo y la relacién de esta > 1.8 um, lo que coincide con nuestros
aislados en esta importante caracteristica referenciado por dichos autores.

En cuanto a la produccién de clamidosporas solo en el aislado CPC24 se observo la formacion,
y oscilaban entre 30.16 x 30.55 um de diametro con paredes de hasta 2.6 um de grosor. Sin
embargo, no todos los aislamientos con esta misma caracteristica produjeron clamidosporas en
los medios de cultivo. En relacion a la temperatura se observé que el desarrollo 6ptimo de la
tasa de crecimiento fue a 30°C, aunque la cepa CPCM13 difiere ligeramente, mostrando mejor
crecimiento a 35°C, caracteristicas que muestran similitud en las caracteristicas que describe
Martin et al. (2012). Por lo que podriamos afirmar que corresponden a la especie P. tropicalis.
Estos aislados fueron heterotélicos en la confrontacion con P. capsici, aunque estos aislamientos
se mostraron sexualmente estériles cuando se confrontan entre cepas complementarias de cacao,
pese a que se exploraron en mas de tres medios de cultivos, CPCM06 y CPCM13 fueron
estériles. Asimismo, Aragaki y Uchida (2001) destacan que en P. tropicalis, pueden encontrarse
ambos tipos.

Otra de las caracteristicas observadas fue la forma estrecha del esporangio que marca una
diferencia entre P. tropicalis y P. capsici. De acuerdo a los resultados obtenidos y las
caracteristicas que destacan a los aislados antes descritos, estos difieren ligeramente con la
descripcidon de esta especie, pero concuerdan con la descripciéon que hace Martin et al. (2012)
apoyando la posible clasificacion de estos aislados como P. tropicalis; siendo éste el primer
reporte de la existencia de P. tropicalis en México, dentro de la zona cacaotera de Tabasco y el

Norte de Chiapas.

De acuerdo a la caracterizacién morfoldgica, los 27 aislados del primer grupo, con colonias de
forma radial, micelio de cenocitico, con esporangios libres, clamidosporas en forma terminal e
intercalar, y oosporas plerdticas y anteridio anfigeno, son identificadas como P. capsici (Stamp
et al., 1990; Alizadeth y Tsao, 1983). El segundo grupo, con colonias tipo flor, micelio
cenocitico, con esporangio agrupados en umbela, pedicelos largos y base recta, clamidosporas
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en forma terminal e intercalar, si las presentan, y con oosporas plerdticas y anteridio anfigeno,
son identificadas como P. tropicalis (Aragaki y Uchida 2001; Martin et al. 2012).

La caracterizacion molecular confirma que los aislamientos de las especies P. capsici y P.
tropicalis estan conviviendo en la zona cacaotera de Tabasco y el Norte de Chiapas. Ademas,
permitio encontrar variantes importantes de los patdgenos que causan la enfermedad MNC. Esto
podria justificarse con la diversidad que existe dentro de la especie de P. capsici sefialadas por
diversos autores (Oudemans and Coffey, 1991; Mchau and Coffey, 1995; Forster et al., 2000;
Aragaki y Uchida, 2001 y Appih et al. 2004). EI segundo subgrupo se integré con los aislados
CMPCO06, CPCM13 Y CPCM24 con 100% de similitud a P. tropicalis. (Secuencia AY742743
del NCBI). Cuya morfologia e identificacion molecular coinciden con las descripciones de
Aragaki y Uchida, 2001 y Martin et al. 2012.

Los resultados moleculares confirmaron so6lo la presencia de dos especies de Phytophthora en
los cacaotales del sureste de México. Sin embargo, no se evidencia a P. palmivora, P. nicotiane,
P. citrophthora referidas por Montes y Santos (1989) y ademéas de P. hevea por Lozano y
Romero (1984) quienes reportaron presencia en plantaciones de cacao del sureste de México.
Por el contrario, se ratifica los resultados de Ortiz-Garcia, (1996) quien reporta a P. capsici en
dicha region.

Por ello se deberia realizar otros estudios moleculares complementarios a fin de entender, mas
ampliamente, las diferencias que existen entre las cepas de P. capsici que integran los subgrupos
formados con respecto a P. capsici y P. tropicalis.

Es este estudio, tanto la caracterizacion morfolégica como la molecular, confirman que
aislamientos de las especies P. capsici y P. tropicalis estan conviviendo en la zona cacaotera de
Tabasco y el Norte de Chiapas. Ademas, el estudio molecular permitié encontrar variantes
importantes de los patdgenos que causan la enfermedad de la mancha negra en cacaotales del
Sureste de México.

Lo anterior apoya la hip6tesis del desplazamiento de poblaciones viejas por nuevas de P. capsici,
introducidas o generadas sexual o asexualmente, las cuales pudieran presentar una mejor
adaptacion a las condiciones biologicas y medioambientales de los agroecosistemas
cacaotaleros de la region, o a una recombinacién como menciono Kroon et al., (2010).

La distribucion geografica de los aislados de los dos subgrupos principales de P. capsici tipico
con 100% de similitud esta disperso principalmente en las comunidades del centro y del norte
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de Tabasco, es decir la planicie costera. En cambio, el grupo A de P. capsici atipico con 99%
de similitud esta mayormente presente en las comunidades del norte de Chiapas y el Sur de
Tabasco caracterizado por orografias de montafia (Figura 15). Estos dos grupos con asociacion
dominante sobre ambientes particulares podria sefialarseles como dos poblaciones
independientes, de introducciones a México por eventos distintos y que podrian actualmente
estar interactuando sexualmente y generando cambios que no fueron puestos en evidencias por
Ortiz-Garcia (1996), y sean estas formas las que expliquen la composicién de otros subgrupos
con variantes importante. Como el desarrollo de oosporas coloridas y de paredes gruesas puestas
en evidencias en los cruzamientos del aislamiento CPCM27 de cacao x P. capsici de chile,
aislamiento que se ubica en un subgrupo. La presencia de aislamientos de P. tropicalis podria
igualmente obedecer a introducciones recientes asociadas a otros cultivos de ornato y que estan
migrando al cacao, 0 son cepas generadas dentro de la diversidad de la propia P. capsici de
cacao Yy que fue precipitadamente descrita como una nueva especie como sefiala Oudemans et
al. (1994).

Con los resultados obtenidos se hace el primer reporte mediante técnicas morfoldgicas y
moleculares, sobre la presencia de P. tropicalis, aunque con menor frecuencia en esta misma
region, confirmando asi la hipétesis planteada que en los cacaotales de Tabasco y Chiapas
coexisten mas de una especie de Phytophthora que provocan MNC.
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V1. CONCLUSION
La caracterizacién morfoldgica de los aislamientos, referentes al tipo de colonia, temperaturas
de desarrollo y caracteres de las estructuras asexuales y sexuales, permitieron poner en evidencia
la presencia de dos especies de Phytophthora: P. capsici dominante y P. tropicalis de forma
minoritaria.
Se confirma que los aislados de P. capsici y P. tropicalis asociadas a cacao, son poblaciones
heterotalicas y que ambos tipos de compatibilidad sexual estan presentes (Al y A2) para ambas

especies, lo que aumenta el riesgo a que se presente variabilidad en los aislados.

La caracterizacion molecular de los aislamientos de cacao, referentes a las secuencias del gen
18S, del ADNTr, confirmaron la presencia de dos especies: P. capsici dominante y P. tropicalis
de forma minoritaria.

La caracterizacion molecular de los aislamientos de cacao referentes a las secuencias del gen
codificante del ARNr 18S, permite establecer la presencia de variabilidad genética intra
especifica en P. capsici reflejada como un subgrupo de P. capsici denominado atipica y dos
subgrupos mas con variaciones importantes, del mismo modo que muestra la cercania genética
que existe entre P. capsici y P. tropicalis.

Se hace el primer reporte de la presencia de P. tropicalis provocando mancha negra en

cacaotales en Tabasco y el Norte de Chiapas.
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VIl. RECOMENDACION

Los resultados derivados de este trabajo constituyen el punto de partida de estudios posteriores
para la caracterizacion de un nimero mayor de aislados, ampliando las zonas de muestreo en
las regiones productoras de cacao con el fin de profundizar en la variabilidad de Phytophthora.
Asimismo, es de interés ampliar las colectas en otros hospedantes de importancia econémica
con el fin de poder entender los riesgos que se tienen conforme al desarrollo o introduccion de

nuevas especies.
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IX. APENDICE

ANEXO.1 Fragmentos del gen codificante del 185 ARN ribosémico de aislados de
Phytophthora secuenciados.

>CPCMA1
AAGCCATGCATGTCTAAGTATAAACACTTTTGTACTGTGAAACTGCGAATGGCTCATTATATCAGTTATAGTCTA
CTCGATAGTACCTTACTACTTGGATACCCGTAGTAATTCTAGAGCTAATACATGCATAAATACCCAACTGCTTGT
CGGGCGGGTAGCATTTATTAGATTGAAACCAATGCAGTCTTCGGGCTGGTATTGTGTTGAGTCATAATAACTGT
GCGGATCGCGCTTTTGCGCGATAAATCGATTGAGTTTCTGCCCTATCAGCTTTGGATGGTAGGATATGGGCCTA
CCATGGCATTAACGGGTAACGGGGAATTAGGGTTTGATTCCGGAGAGGGAGCCTTAGAAACGGCTACCACATC
CAAGGAAGGCAGCAGGCGCGTAAATTACCCAATCCTGACACAGGGAGGTAGTGACAATAAATAACAATGCTCT
GGCTCTTCGAGTCGGGCAATTGGAATGAGAACAATTTAAATCCCTTAACGAGGATCAATTGGAGGGCAAGTCT
GGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTG
GATTTCTGTTTTGGATGTCCGGTCCGCTCCCTCTGGGAGTGCGTACTTATGGATGTTCGAGGCATTTTTTGTGAG
GCTGCCTTTCTGCCATTAAGTTGGTGGGTTGGTGGGCTTGCATCGTTTACTGTGAAAAAATTAGAGTGTTTAAAG
CAGGCGTTTGCTCATTTGAATACATTAGCATGGAATAATAAGATACGGCCTTGGTGGTCTATTTTGTTGGTTTGC
ACACCAGGGTAATGATTAATAGGGACAGTTGGGGGTATTCATATTTCAGCGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATCG
CTGAAAGATGAGCTTAGGCGAAAGCATTTACCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCG
AAGATGATTAGATACCATCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTCGGGATTGGCAGTCGTTTACCTTAAAT
GACCTTGTCAGCACCGTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCCGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTA
AAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTTACC
AGGTCCAGACATAGTAAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTATGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTC
TTAGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGGTTAATTCCGTTAACGAACGAGACCTCCGCGTGCTAAATAGTTCCGCTTAC
CATTTTTGGTAGGTTTGTGGACTTCTTAGAGGGACTTTTGGGTAATCAAACCAAAGGAAGTTGGAGGCAATAAC
AGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGATGCGTTCAACGAGTATACAACCTTG
ATCGATAGGTCTGGGTAATCTTGTGAATGCGCATCGTGCTAGGGATAGACTGTTGCAATTTTCAGTCTTGAACG
AGGAATTCCTAGTAAACGCAAGTCATCAGCTTGCATTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGC
ACCTACCGATTGAATGACTCGGTGAAAAATTGGGACCGTGAGTCCGCTTGCTTCATTGCGAGTGGATTGATGGG
AACTTTTTTAAACCTCGCCATA

>CPCMAZ2
ATAGTCATGCATGTCTAAGTATAAACACTTTTGTACTGTGAAACTGCGAATGGCTCATTATATCAGTTATAGTCT
ACTCGATAGTACCTTACTACTTGGATACCCGTAGTAATTCTAGAGCTAATACATGCATAAATACCCAACTGCTT
GTCGGGCGGGTAGCATTTATTAGATTGAAACCAATGCAGTCTTCGGGCTGGTATTGTGTTGAGTCATAATAACT
GTGCGGATCGCGCTTTTGCGCGATAAATCGATTGAGTTTCTGCCCTATCAGCTTTGGATGGTAGGATATGGGCCT
ACCATGGCATTAACGGGTAACGGGGAATTAGGGTTTGATTCCGGAGAGGGAGCCTTAGAAACGGCTACCACAT
CCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGTAAATTACCCAATCCTGACACAGGGAGGTAGTGACAATAAATAACAATGCTC
TGGCTCTTCGAGTCGGGCAATTGGAATGAGAACAATTTAAATCCCTTAACGAGGATCAATTGGAGGGCAAGTCT
GGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAAGGT
TGGATTTCTGTTTTGGATGTCCGGTCCTCGCTCCCTCTGGGAGTGCGTACTTATGGATGTTCGAGGCATTTTTTGT
GAGGCTGCCTTTCTGCCATTAAGTTGGTGGGTTGGTGGGCTTGCATCGTTTACTGTGAAAAAATTAGAGTGTTTA
AAAGCAGGCGTTTGCTCATTTTGAATACATTAGCATGGAATAATAAGATACGGCCTTGGTGGTCTATTTTTGTTG
GTTTGCACACCAGGGTAATGATTAATAGGGACAGTTGGGGGTATTCATTATTTCAGCGTCAGAGGTGAAATTCT
TGGATCGCCTGAAAGATGAGCCTTAGGCGAAAGCATTTTACCAACGGAATGTTTTTCATTAATCAAGAACGAAA
GTTAGGGGATCGAAGATGATTAGATACCATCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTCGGGATTGGCAGTCG
TTTACCTTAAATGACCTTGTCAGCACCGTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCCGGGGGGAGTATGGTCGCAA
GGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACG
GGAAAACTTACCAGGTCCAGACATAGTAAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTATGGGTGGTGGT
GCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGGTTAATTCCGTTAACGAACGAGACCTCCGCGTGCTAAAT
AGTTCCGCTTACCATTTTTGGTAGGTTTGTGGACTTCTTAGAGGGACTTTTGGGTAATCAAACCAAAGGAAGTTG
GAGGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGATGCGTTCAACGAGT
ATACAACCTTGATCGATAGGTCTGGGTAATCTTGTGAATGCGCATCGTGCTAGGGATAGACTGTTGCAATTTTC
AGTCTTGAACGAGGAATTCCTAGTAAACGCAAGTCATCAGCTTGCATTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACA
CCGCCCGTCGCACCTACCGATTGAATGACTCGGTGAAAAATTGGGACCGTGAGTCCGCTTGCTTCATTGCGAGT
GGATTGATGGGAACTTTTT
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>CPCMO01 NCBI (MF783050)
TTACCCATGCATGTCTAAGTATAAACACTTTTGTACTGTGAAACTGCGAATGGCTCATTATATCAGTTATAGTCT
ACTCGATAGTACCTTACTACTTGGATACCCGTAGTAATTCTAGAGCTAATACATGCATAAATACCCAACTGCTT
GTCGGGCGGGTAGCATTTATTAGATTGAAACCAATGCAGTCTTCGGGCTGGTATTGTGTTGAGTCATAATAACT
GTGCGGATCGCGCTTTTGCGCGATAAATCGATTGAGTTTCTGCCCTATCAGCTTTGGATGGTAGGATATGGGCCT
ACCATGGCATTAACGGGTAACGGGGAATTAGGGTTTGATTCCGGAGAGGGAGCCTTAGAAACGGCTACCACAT
CCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGTAAATTACCCAATCCTGACACAGGGAGGTAGTGACAATAAATAACAATGCTC
TGGCTCTTCGAGTCGGGCAATTGGAATGAGAACAATTTAAATCCCTTAACGAGGATCAATTGGAGGGCAAGTCT
GGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTG
GATTTCTGTTTTGGATGTCCGGTCCGCTCCCTCTGGGAGTGCGTACTTATGGATGTTCGAGGCATTTTTTGTGAG
GCTGCCTTTCTGCCATTAAGTTGGTGGGTTGGTGGGCTTGCATCGTTTACTGTGAAAAAATTAGAGTGTTTAAAG
CAGGCGTTTGCTCATTTGAATACATTAGCATGGAATAATAAGATACGGCCTTGGTGGTCTATTTTGTTGGTTTGC
ACACCAGGGTAATGATTAATAGGGACAGTTGGGGGTATTCATATTTCAGCGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATCG
CTGAAAGATGAGCTTAGGCGAAAGCATTTACCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCG
AAGATGATTAGATACCATCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTCGGGATTGGCAGTCGTTTACCTTAAAT
GACCTTGTCAGCACCGTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCCGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTA
AAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTTACC
AGGTCCAGACATAGTAAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTATGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTC
TTAGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGGTTAATTCCGTTAACGAACGAGACCTCCGCGTGCTAAATAGTTCCGCTTAC
CATTTTTGGTAGGTTTGTGGACTTCTTAGAGGGACTTTTGGGTAATCAAACCAAAGGAAGTTGGAGGCAATAAC
AGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGATGCGTTCAACGAGTATACAACCTTG
ATCGATAGGTCTGGGTAATCTTGTGAATGCGCATCGTGCTAGGGATAGACTGTTGCAATTTTCAGTCTTGAACG
AGGAATTCCTAGTAAACGCAAGTCATCAGCTTGCATTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGC
ACCTACCGATTGAATGACTCGGTGAAAAATTGGGACCGTGAGTCCGCTTGCTTCATTGCGAGTGGATTGATGGG
AACTTTTTTAAACCTCGCCATTTAGAA

>CPCMO02 NCBI (MF784270)
TGCATGTCTAAGTATAAACACTTTTGTACTGTGAAACTGCGAATGGCTCATTATATCAGTTATAGTCTACTCGAT
AGTACCTTACTACTTGGATACCCGTAGTAATTCTAGAGCTAATACATGCATAAATACCCAACTGCTTGTCGGGC
GGGTAGCATTTATTAGATTGAAACCAATGCAGTCTTCGGGCTGGTATTGTGTTGAGTCATAATAACTGTGCGGA
TCGCGCTTTTGCGCGATAAATCGATTGAGTTTCTGCCCTATCAGCTTTGGATGGTAGGATATGGGCCTACCATGG
CATTAACGGGTAACGGGGAATTAGGGTTTGATTCCGGAGAGGGAGCCTTAGAAACGGCTACCACATCCAAGGA
AGGCAGCAGGCGCGTAAATTACCCAATCCTGACACAGGGAGGTAGTGACAATAAATAACAATGCTCTGGCTCT
TCGAGTCGGGCAATTGGAATGAGAACAATTTAAATCCCTTAACGAGGATCAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCC
AGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATTTC
TGTTTTGGATGTCCGGTCCGCTCCCTCTGGGAGTGCGTACTTATGGATGTTCGAGGCATTTTTTGTGAGGCTGCC
TTTCTGCCATTAAGTTGGTGGGTTGGTGGGCTTGCATCGTTTACTGTGAAAAAATTAGAGTGTTTAAAGCAGGC
GTTTGCTCATTTGAATACATTAGCATGGAATAATAAGATACGGCCTTGGTGGTCTATTTTGTTGGTTTGCACACC
AGGGTAATGATTAATAGGGACAGTGGGGGGTATTCATATTTCAGCGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATCGCTGAA
AGATGAGCTTAGGCGAAAGCATTTACCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGAT
GATTAGATACCATCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTCGGGATTGGCAGTCGTTTACCTTAATGACCTTG
TCAGCACCGTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCCGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAA
TTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTTACCAGGTCC
AGACATAGTAAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTATGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTT
GGTGGAGTGATTTGTCTGGTTAATTCCGTTAACGAACGAGACCTCCGCGTGCTAAATAGTTCCGCTTACCATTTT
TGGTAGGTTTGTGGACTTCTTAGAGGGACTTTTGGGTAATCAAACCAAAGGAAGTTGGAGGCAATAACAGGTCT
GTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGATGCGTTCAACGAGTATACAACCTTGATCGAT
AGGTCTGGGTAATCTTGTGAATGCGCATCGTGCTAGGGATAGACTGTTGCAATTTTCAGTCTTGAACGAGGAAT
TCCTAGTAAACGCAAGTCATCAGCTTGCATTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCACCTACC
GATTGAATGACTCGGTGAAAAATTGGGACCGTGAGTCCGCTTGCTTCATTGCGAGTGGATTGATGGGAACTTTT
TTAAACCTCC
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>CPCMO03 NCBI (MF782852)
AAGCCATGCATGTCTAAGTATAAACACTTTTGTACTGTGAAACTGCGAATGGCTCATTATATCAGTTATAGTCTA
CTCGATAGTACCTTACTACTTGGATACCCGTAGTAATTCTAGAGCTAATACATGCATAAATACCCAACTGCTTGT
CGGGCGGGTAGCATTTATTAGATTGAAACCAATGCAGTCTTCGGGCTGGTATTGTGTTGAGTCATAATAACTGT
GCGGATCGCGCTTTTGCGCGATAAATCGATTGAGTTTCTGCCCTATCAGCTTTGGATGGTAGGATATGGGCCTA
CCATGGCATTAACGGGTAACGGGGAATTAGGGTTTGATTCCGGAGAGGGAGCCTTAGAAACGGCTACCACATC
CAAGGAAGGCAGCAGGCGCGTAAATTACCCAATCCTGACACAGGGAGGTAGTGACAATAAATAACAATGCTCT
GGCTCTTCGAGTCGGGCAATTGGAATGAGAACAATTTAAATCCCTTAACGAGGATCAATTGGAGGGCAAGTCT
GGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTG
GATTTCTGTTTTGGATGTCCGGTCCGCTCCCTCTGGGAGTGCGTACTTATGGATGTTCGAGGCATTTTTTGTGAG
GCTGCCTTTCTGCCATTAAGTTGGTGGGTTGGTGGGCTTGCATCGTTTACTGTGAAAAAATTAGAGTGTTTAAAG
CAGGCGTTTGCTCATTTGAATACATTAGCATGGAATAATAAGATACGGCCTTGGTGGTCTATTTTGTTGGTTTGC
ACACCAGGGTAATGATTAATAGGGACAGTTGGGGGTATTCATATTTCAGCGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATCG
CTGAAAGATGAGCTTAGGCGAAAGCATTTACCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCG
AAGATGATTAGATACCATCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTCGGGATTGGCAGTCGTTTACCTTAAAT
GACCTTGTCAGCACCGTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCCGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTA
AAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTTACC
AGGTCCAGACATAGTAAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTATGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTC
TTAGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGGTTAATTCCGTTAACGAACGAGACCTCCGCGTGCTAAATAGTTCCGCTTAC
CATTTTTGGTAGGTTTGTGGACTTCTTAGAGGGACTTTTGGGTAATCAAACCAAAGGAAGTTGGAGGCAATAAC
AGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGATGCGTTCAACGAGTATACAACCTTG
ATCGATAGGTCTGGGTAATCTTGTGAATGCGCATCGTGCTAGGGATAGACTGTTGCAATTTTCAGTCTTGAACG
AGGAATTCCTAGTAAACGCAAGTCATCAGCTTGCATTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGC
ACCTACCGATTGAATGACTCGGTGAAAAATTGGGACCGTGAGTCCGCTTGCTTCATTGCGAGTGGATTGATGGG
AACTTTTTTAAACCTCGCCATACGAT

>CPCMO04 NCBI (MF782870)
AAGCCATGCATGTCTAAGTATAAACACTTTTGTACTGTGAAACTGCGAATGGCTCATTATATCAGTTATAGTCTA
CTCGATAGTACCTTACTACTTGGATACCCGTAGTAATTCTAGAGCTAATACATGCATAAATACCCAACTGCTTGT
CGGGCGGGTAGCATTTATTAGATTGAAACCAATGCAGTCTTCGGGCTGGTATTGTGTTGAGTCATAATAACTGT
GCGGATCGCGCTTTTGCGCGATAAATCGATTGAGTTTCTGCCCTATCAGCTTTGGATGGTAGGATATGGGCCTA
CCATGGCATTAACGGGTAACGGGGAATTAGGGTTTGATTCCGGAGAGGGAGCCTTAGAAACGGCTACCACATC
CAAGGAAGGCAGCAGGCGCGTAAATTACCCAATCCTGACACAGGGAGGTAGTGACAATAAATAACAATGCTCT
GGCTCTTCGAGTCGGGCAATTGGAATGAGAACAATTTAAATCCCTTAACGAGGATCAATTGGAGGGCAAGTCT
GGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTG
GATTTCTGTTTTGGATGTCCGGTCCGCTCCCTCTGGGAGTGCGTACTTATGGATGTTCGAGGCATTTTTTGTGAG
GCTGCCTTTCTGCCATTAAGTTGGTGGGTTGGTGGGCTTGCATCGTTTACTGTGAAAAAATTAGAGTGTTTAAAG
CAGGCGTTTGCTCATTTGAATACATTAGCATGGAATAATAAGATACGGCCTTGGTGGTCTATTTTGTTGGTTTGC
ACACCAGGGTAATGATTAATAGGGACAGTTGGGGGTATTCATATTTCAGCGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATCG
CTGAAAGATGAGCTTAGGCGAAAGCATTTACCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCG
AAGATGATTAGATACCATCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTCGGGATTGGCAGTCGTTTACCTTAAAT
GACCTTGTCAGCACCGTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCCGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTA
AAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTTACC
AGGTCCAGACATAGTAAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTATGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTC
TTAGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGGTTAATTCCGTTAACGAACGAGACCTCCGCGTGCTAAATAGTTCCGCTTAC
CATTTTTGGTAGGTTTGTGGACTTCTTAGAGGGACTTTTGGGTAATCAAACCAAAGGAAGTTGGAGGCAATAAC
AGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGATGCGTTCAACGAGTATACAACCTTG
ATCGATAGGTCTGGGTAATCTTGTGAATGCGCATCGTGCTAGGGATAGACTGTTGCAATTTTCAGTCTTGAACG
AGGAATTCCTAGTAAACGCAAGTCATCAGCTTGCATTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGC
ACCTACCGATTGAATGACTCGGTGAAAAATTGGGACCGTGAGTCCGCTTGCTTCATTGCGAGTGGATTGATGGG
AACTTTTTTAAACCTCGCCATAATGAAG
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>CPCMO05
ATAGCATGCATGTCTAAGTATAAACACTTTTGTACTGTGAAACTGCGAATGGCTCATTATATCAGTTATAGTCTA
CTCGATAGTACCTTACTACTTGGATACCCGTAGTAATTCTAGAGCTAATACATGCATAAATACCCAACTGCTTGT
CGGGCGGGTAGCATTTATTAGATTGAAACCAATGCAGTCTTCGGGCTGGTATTGTGTTGAGTCATAATAACTGT
GCGGATCGCGCTTTTGCGCGATAAGTCGATTGAGTTTCTGCCCTATCAGCTTTGGATGGTAGGATATGGGCCTA
CCATGGCATTAACGGGTAACGGGGAATTAGGGTTTGATTCCGGAGAGGGAGCCTTAGAAACGGCTACCACATC
CAAGGAAGGCAGCAGGCGCGTAAATTACCCAATCCTGACACAGGGAGGTAGTGACAATAAATAACAATGCTCT
GGCTCTTCGAGTCGGGCAATTGGAATGAGAACAATTTAAATCCCTTAACGAGGATCAATTGGAGGGCAAGTCT
GGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTG
GATTTCTGTTTTGGATGTCCGGTCCGCTCCCTCTGGGAGTGCGTACTTATGGATGTTCGAGGCATTTTTTGTGAG
GCTGCCTTTCTGCCATTAAGTTGGTGGGTTGGTGGGCTTGCATCGTTTACTGTGAAAAAATTAGAGTGTTTAAAG
CAGGCGTTTGCTCATTTGAATACATTAGCATGGAATAATAAGATACGGCCTTGGTGGTCTATTTTGTTGGTTTGC
ACACCAGGGTAATGATTAATAGGGACAGTTGGGGGTATTCATATTTCAGCGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATCG
CTGAAAGAATGAGCTTAGGCGAAAGCATTTACCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATC
GAAGATGATTAGATACCATCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTCGGGATTGGCAGTCGTTTACCTTAAA
TGACCTTGTCAGCACCGTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCCGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTT
AAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTTAC
CAGGTCCAGACATAGTAAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTATGGGTGGTGGTGCATGGCCGTT
CTTAGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGGTTAATTCCGTTAACGAACGAGACCTCCGCGTGCTAAATAGTTCCGCTTA
CCATTTTTGGTAGGTTTGTGGACTTCTTAGAGGGACTTTTGGGTAATCAAACCAAAGGAAGTTGGAGGCAATAA
CAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGGCCGCACGCGCGCTACACTGATGCGTTCAACGAGTATACAACCT
TGATCGATAGGTCTGGGTAATCTTGTGAATGCGCATCGTGCTAGGGATAGACTGTTGCAATTTTCAGTCTTGAA
CGAGGAATTCCTAGTAAACGCAAGTCATCAGCTTGCATTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTC
GCACCTACCGATTGAATGACTCGGTGAAAAATTGGGACCGTGAGTCCGCTTGCTTCATTGCGAGTGGATTGATG
GGAACTTTTTTAAACCTCGCCATTATA

>CPCMO06 NCBI (MF783018)
ATAGCCATGCATGTCTAAGTATAAACACTTTTGTACTGTGAAACTGCGAATGGCTCATTATATCAGTTATAGTCT
ACTCGATAGTACCTTACTACTTGGATACCCGTAGTAATTCTAGAGCTAATACATGCATAAATACCCAACTGCTT
GTCGGGCGGGTAGCATTTATTAGATTGAAACCAATGCAGTCTTCGGGCTGGTATTGTGTTGAGTCATAATAACT
GTGCGGATCGCGCTTTTGCGCGATAAGTCGATTGAGTTTCTGCCCTATCAGCTTTGGATGGTAGGATATGGGCCT
ACCATGGCATTAACGGGTAACGGGGAATTAGGGTTTGATTCCGGAGAGGGAGCCTTAGAAACGGCTACCACAT
CCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGTAAATTACCCAATCCTGACACAGGGAGGTAGTGACAATAAATAACAATGCTC
TGGCTCTTCGAGTCGGGCAATTGGAATGAGAACAATTTAAATCCCTTAACGAGGATCAATTGGAGGGCAAGTCT
GGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTG
GATTTCTGTTTTGGATGTCCGGTCCGCTCCCTCTGGGAGTGCGTACTTATGGATGTTCGAGACATTTTTTGTGAG
GCTGCCTTTCTGCCATTAAGTTGGTGGGTTGGTGGGCTTGCATCGTTTACTGTGAAAAAATTAGAGTGTTTAAAG
CAGGCGTTTGCTCATTTGAATACATTAGCATGGAATAATAAGATACGGCCTTGGTGGTCTATTTTGTTGGTTTGC
ACACCAGGGTAATGATTAATAGGGACAGTTGGGGGTATTCATATTTCAGCGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATCG
CTGAAAGATGAGCTTAGGCGAAAGCATTTACCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCG
AAGATGATTAGATACCATCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTCGGGATTGGCAGTCGTTTACCTTAAAT
GACCTTGTCAGCACCGTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCCGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTA
AAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTTACC
AGGTCCAGACATAGTAAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTATGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTC
TTAGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGGTTAATTCCGTTAACGAACGAGACCTCCGCGTGCTAAATAGTTCCGCTTAC
CATTTTTGGTAGGTTTGTGGACTTCTTAGAGGGACTTTTGGGTAATCAAACCAAAGGAAGTTGGAGGCAATAAC
AGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGATGCGTTCAACGAGTATACAACCTTG
ATCGATAGGTCTGGGTAATCTTGTGAATGCGCATCGTGCTAGGGATAGACTGTTGCAATTTTCAGTCTTGAACG
AGGAATTCCTAGTAAACGCAAGTCATCAGCTTGCATTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGC
ACCTACCGATTGAATGACTCGGTGAAAAATTGGGACCGTGAGTCCGCTTGCTTCATTGCGAGTGGATTGATGGG
AACTTTTTTAAACCTCGCCATATGA
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>CPCMO7
AGCCATGCATGTCTAAGTATAAACACTTTTGTACTGTGAAACTGCGAATGGCTCATTATATCAGTTATAGTCTAC
TCGATAGTACCTTACTACTTGGATACCCGTAGTAATTCTAGAGCTAATACATGCATAAATACCCAACTGCTTGTC
GGGCGGGTAGCATTTATTAGATTGAAACCAATGCAGTCTTCGGGCTGGTATTGTGTTGAGTCATAATAACTGTG
CGGATCGCGCTTTTGCGCGATAAGTCGATTGAGTTTCTGCCCTATCAGCTTTGGATGGTAGGATATGGGCCTACC
ATGGCATTAACGGGTAACGGGGAATTAGGGTTTGATTCCGGAGAGGGAGCCTTAGAAACGGCTACCACATCCA
AGGAAGGCAGCAGGCGCGTAAATTACCCAATCCTGACACAGGGAGGTAGTGACAATAAATAACAATGCTCTGG
CTCTTCGAGTCGGGCAATTGGAATGAGAACAATTTAAATCCCTTAACGAGGATCAATTGGAGGGCAAGTCTGGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGAT
TTCTGTTTTGGATGTCCGGTCCGCTCCCTCTGGGAGTGCGTACTTATGGATGTTCGAGGCATTTTTTGTGAGGCT
GCCTTTCTGCCATTAAGTTGGTGGGTTGGTGGGCTTGCATCGTTTACTGTGAAAAAATTAGAGTGTTTAAAGCA
GGCGTTTGCTCATTTGAATACATTAGCATGGAATAATAAGATACGGCCTTGGTGGTCTATTTTGTTGGTTTGCAC
ACCAGGGTAATGATTAATAGGGACAGTTGGGGGTATTCATATTTCAGCGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATCGCT
GAAAGATGAGCTTAGGCGAAAGCATTTACCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAA
GATGATTAGATACCATCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTCGGGATTGGCAGTCGTTTACCTTAAATGA
CCTTGTCAGCACCGTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCCGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAA
GGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTTACCAG
GTCCAGACATAGTAAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTATGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTT
AGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGGTTAATTCCGTTAACGAACGAGACCTCCGCGTGCTAAATAGTTCCGCTTACC
ATTTTTGGTAGGTTTGTGGACTTCTTAGAGGGACTTTTGGGTAATCAAACCAAAGGAAGTTGGAGGCAATAACA
GGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGATGCGTTCAACGAGTATACAACCTTGA
TCGATAGGTCTGGGTAATCTTGTGAATGCGCATCGTGCTAGGGATAGACTGTTGCAATTTTCAGTCTTGAACGA
GGAATTCCTAGTAAACGCAAGTCATCAGCTTGCATTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCAC
CTACCGATTGAATGACTCGGTGAAAAATTGGGACCGTGAGTCCGCTTGCTTCATTGCGAGTGGATTGATGGGAA
CTTTTTTAAACCTCGCCCATAGA

>CPCM08 NCBI (MF783052)
CTGGCCATGCATGTCTAAGTATAAACACTTTTGTACTGTGAAACTGCGAATGGCTCATTATATCAGTTATAGTCT
ACTCGATAGTACCTTACTACTTGGATACCCGTAGTAATTCTAGAGCTAATACATGCATAAATACCCAACTGCTT
GTCGGGCGGGTAGCATTTATTAGATTGAAACCAATGCAGTCTTCGGGCTGGTATTGTGTTGAGTCATAATAACT
GTGCGGATCGCGCTTTTGCGCGATAAATCGATTGAGTTTCTGCCCTATCAGCTTTGGATGGTAGGATATGGGCCT
ACCATGGCATTAACGGGTAACGGGGAATTAGGGTTTGATTCCGGAGAGGGAGCCTTAGAAACGGCTACCACAT
CCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGTAAATTACCCAATCCTGACACAGGGAGGTAGTGACAATAAATAACAATGCTC
TGGCTCTTCGAGTCGGGCAATTGGAATGAGAACAATTTAAATCCCTTAACGAGGATCAATTGGAGGGCAAGTCT
GGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTG
GATTTCTGTTTTGGATGTCCGGTCCGCTCCCTCTGGGAGTGCGTACTTATGGATGTTCGAGGCATTTTTTGTGAG
GCTGCCTTTCTGCCATTAAGTTGGTGGGTTGGTGGGCTTGCATCGTTTACTGTGAAAAAATTAGAGTGTTTAAAG
CAGGCGTTTGCTCATTTGAATACATTAGCATGGAATAATAAGATACGGCCTTGGTGGTCTATTTTGTTGGTTTGC
ACACCAGGGTAATGATTAATAGGGACAGTTGGGGGTATTCATATTTCAGCGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATCG
CTGAAAGATGAGCTTAGGCGAAAGCATTTACCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCG
AAGATGATTAGATACCATCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTCGGGATTGGCAGTCGTTTACCTTAAAT
GACCTTGTCAGCACCGTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCCGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTA
AAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTTACC
AGGTCCAGACATAGTAAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTATGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTC
TTAGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGGTTAATTCCGTTAACGAACGAGACCTCCGCGTGCTAAATAGTTCCGCTTAC
CATTTTTGGTAGGTTTGTGGACTTCTTAGAGGGACTTTTGGGTAATCAAACCAAAGGAAGTTGGAGGCAATAAC
AGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGATGCGTTCAACGAGTATACAACCTTG
ATCGATAGGTCTGGGTAATCTTGTGAATGCGCATCGTGCTAGGGATAGACTGTTGCAATTTTCAGTCTTGAACG
AGGAATTCCTAGTAAACGCAAGTCATCAGCTTGCATTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGC
ACCTACCGATTGAATGACTCGGTGAAAAATTGGGACCGTGAGTCCGCTTGCTTCATTGCGAGTGGATTGATGGG
AACTTTTTTAAACCTCGCCATTTAGAA

71



>CPCMO09 NCBI (MF783086)
AGCCATGCATGTCTAAGTATAAACACTTTTGTACTGTGAAACTGCGAATGGCTCATTATATCAGTTATAGTCTAC
TCGATAGTACCTTACTACTTGGATACCCGTAGTAATTCTAGAGCTAATACATGCATAAATACCCAACTGCTTGTC
GGGCGGGTAGCATTTATTAGATTGAAACCAATGCAGTCTTCGGGCTGGTATTGTGTTGAGTCATAATAACTGTG
CGGATCGCGCTTTTGCGCGATAAGTCGATTGAGTTTCTGCCCTATCAGCTTTGGATGGTAGGATATGGGCCTACC
ATGGCATTAACGGGTAACGGGGAATTAGGGTTTGATTCCGGAGAGGGAGCCTTAGAAACGGCTACCACATCCA
AGGAAGGCAGCAGGCGCGTAAATTACCCAATCCTGACACAGGGAGGTAGTGACAATAAATAACAATGCTCTGG
CTCTTCGAGTCGGGCAATTGGAATGAGAACAATTTAAATCCCTTAACGAGGATCAATTGGAGGGCAAGTCTGGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGAT
TTCTGTTTTGGATGTCCGGTCCGCTCCCTCTGGGAGTGCGTACTTATGGATGTTCGAGGCATTTTTTGTGAGGCT
GCCTTTCTGCCATTAAGTTGGTGGGTTGGTGGGCTTGCATCGTTTACTGTGAAAAAATTAGAGTGTTTAAAGCA
GGCGTTTGCTCATTTGAATACATTAGCATGGAATAATAAGATACGGCCTTGGTGGTCTATTTTGTTGGTTTGCAC
ACCAGGGTAATGATTAATAGGGACAGTTGGGGGTATTCATATTTCAGCGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATCGCT
GAAAGATGAGCTTAGGCGAAAGCATTTACCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAA
GATGATTAGATACCATCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTCGGGATTGGCAGTCGTTTACCTTAAATGA
CCTTGTCAGCACCGTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCCGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAA
GGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTTACCAG
GTCCAGACATAGTAAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTATGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTT
AGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGGTTAATTCCGTTAACGAACGAGACCTCCGCGTGCTAAATAGTTCCGCTTACC
ATTTTTGGTAGGTTTGTGGACTTCTTAGAGGGACTTTTGGGTAATCAAACCAAAGGAAGTTGGAGGCAATAACA
GGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGATGCGTTCAACGAGTATACAACCTTGA
TCGATAGGTCTGGGTAATCTTGTGAATGCGCATCGTGCTAGGGATAGACTGTTGCAATTTTCAGTCTTGAACGA
GGAATTCCTAGTAAACGCAAGTCATCAGCTTGCATTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCAC
CTACCGATTGAATGACTCGGTGAAAAATTGGGACCGTGAGTCCGCTTGCTTCATTGCGAGTGGATTGATGGGAA
CTTTTTTAAACCTCGCCATATGA

>CPCM10 NCBI (MF783086)
ATCCATGCATGTCTAAGTATAAACACTTTTGTACTGTGAAACTGCGAATGGCTCATTATATCAGTTATAGTCTAC
TCGATAGTACCTTACTACTTGGATACCCGTAGTAATTCTAGAGCTAATACATGCATAAATACCCAACTGCTTGTC
GGGCGGGTAGCATTTATTAGATTGAAACCAATGCAGTCTTCGGGCTGGTATTGTGTTGAGTCATAATAACTGTG
CGGATCGCGCTTTTGCGCGATAAATCGATTGAGTTTCTGCCCTATCAGCTTTGGATGGTAGGATATGGGCCTACC
ATGGCATTAACGGGTAACGGGGAATTAGGGTTTGATTCCGGAGAGGGAGCCTTAGAAACGGCTACCACATCCA
AGGAAGGCAGCAGGCGCGTAAATTACCCAATCCTGACACAGGGAGGTAGTGACAATAAATAACAATGCTCTGG
CTCTTCGAGTCGGGCAATTGGAATGAGAACAATTTAAATCCCTTAACGAGGATCAATTGGAGGGCAAGTCTGGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGAT
TTCTGTTTTGGATGTCCGGTCCGCTCCCTCTGGGAGTGCGTACTTATGGATGTTCGAGGCATTTTTTGTGAGGCT
GCCTTTCTGCCATTAAGTTGGTGGGTTGGTGGGCTTGCATCGTTTACTGTGAAAAAATTAGAGTGTTTAAAGCA
GGCGTTTGCTCATTTGAATACATTAGCATGGAATAATAAGATACGGCCTTGGTGGTCTATTTTGTTGGTTTGCAC
ACCAGGGTAATGATTAATAGGGACAGTTGGGGGTATTCATATTTCAGCGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATCGCT
GAAAGATGAGCTTAGGCGAAAGCATTTACCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAA
GATGATTAGATACCATCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTCGGGATTGGCAGTCGTTTACCTTAAATGA
CCTTGTCAGCACCGTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCCGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAA
GGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTTACCAG
GTCCAGACATAGTAAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTATGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTT
AGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGGTTAATTCCGTTAACGAACGAGACCTCCGCGTGCTAAATAGTTCCGCTTACC
ATTTTTGGTAGGTTTGTGGACTTCTTAGAGGGACTTTTGGGTAATCAAACCAAAGGAAGTTGGAGGCAATAACA
GGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGATGCGTTCAACGAGTATACAACCTTGA
TCGATAGGTCTGGGTAATCTTGTGAATGCGCATCGTGCTAGGGATAGACTGTTGCAATTTTCAGTCTTGAACGA
GGAATTCCTAGTAAACGCAAGTCATCAGCTTGCATTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCAC
CTACCGATTGAATGACTCGGTGAAAAATTGGGACCGTGAGTCCGCTTGCTTCATTGCGAGTGGATTGATGGGAA
CTTTTTTAAACCTCGCCATAGTGAG
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>CPCM11 NCBI (MF783088)
AAAGCCATGCATGTCTAAGTATAAACACTTTTGTACTGTGAAACTGCGAATGGCTCATTATATCAGTTATAGTCT
ACTCGATAGTACCTTACTACTTGGATACCCGTAGTAATTCTAGAGCTAATACATGCATAAATACCCAACTGCTT
GTCGGGCGGGTAGCATTTATTAGATTGAAACCAATGCAGTCTTCGGGCTGGTATTGTGTTGAGTCATAATAACT
GTGCGGATCGCGCTTTTGCGCGATAAATCGATTGAGTTTCTGCCCTATCAGCTTTGGATGGTAGGATATGGGCCT
ACCATGGCATTAACGGGTAACGGGGAATTAGGGTTTGATTCCGGAGAGGGAGCCTTAGAAACGGCTACCACAT
CCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGTAAATTACCCAATCCTGACACAGGGAGGTAGTGACAATAAATAACAATGCTC
TGGCTCTTCGAGTCGGGCAATTGGAATGAGAACAATTTAAATCCCTTAACGAGGATCAATTGGAGGGCAAGTCT
GGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTG
GATTTCTGTTTTGGATGTCCGGTCCGCTCCCTCTGGGAGTGCGTACTTATGGATGTTCGAGGCATTTTTTGTGAG
GCTGCCTTTCTGCCATTAAGTTGGTGGGTTGGTGGGCTTGCATCGTTTACTGTGAAAAAATTAGAGTGTTTAAAG
CAGGCGTTTGCTCATTTGAATACATTAGCATGGAATAATAAGATACGGCCTTGGTGGTCTATTTTGTTGGTTTGC
ACACCAGGGTAATGATTAATAGGGACAGTTGGGGGTATTCATATTTCAGCGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATCG
CTGAAAGATGAGCTTAGGCGAAAGCATTTACCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCG
AAGATGATTAGATACCATCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTCGGGATTGGCAGTCGTTTACCTTAAAT
GACCTTGTCAGCACCGTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCCGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTA
AAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTTACC
AGGTCCAGACATAGTAAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTATGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTC
TTAGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGGTTAATTCCGTTAACGAACGAGACCTCCGCGTGCTAAATAGTTCCGCTTAC
CATTTTTGGTAGGTTTGTGGACTTCTTAGAGGGACTTTTGGGTAATCAAACCAAAGGAAGTTGGAGGCAATAAC
AGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGATGCGTTCAACGAGTATACAACCTTG
ATCGATAGGTCTGGGTAATCTTGTGAATGCGCATCGTGCTAGGGATAGACTGTTGCAATTTTCAGTCTTGAACG
AGGAATTCCTAGTAAACGCAAGTCATCAGCTTGCATTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGC
ACCTACCGATTGAATGACTCGGTGAAAAATTGGGACCGTGAGTCCGCTTGCTTCATTGCGAGTGGATTGATGGG
AACTTTTTTAAACCTCGCCATAGGA

>CPCM12 NCBI (MF783089)
TGCATGCATGTCTAAGTATAAACACTTTTGTACTGTGAAACTGCGAATGGCTCATTATATCAGTTATAGTCTACT
CGATAGTACCTTACTACTTGGATACCCGTAGTAATTCTAGAGCTAATACATGCATAAATACCCAACTGCTTGTC
GGGCGGGTAGCATTTATTAGATTGAAACCAATGCAGTCTTCGGGCTGGTATTGTGTTGAGTCATAATAACTGTG
CGGATCGCGCTTTTGCGCGATAAATCGATTGAGTTTCTGCCCTATCAGCTTTGGATGGTAGGATATGGGCCTACC
ATGGCATTAACGGGTAACGGGGAATTAGGGTTTGATTCCGGAGAGGGAGCCTTAGAAACGGCTACCACATCCA
AGGAAGGCAGCAGGCGCGTAAATTACCCAATCCTGACACAGGGAGGTAGTGACAATAAATAACAATGCTCTGG
CTCTTCGAGTCGGGCAATTGGAATGAGAACAATTTAAATCCCTTAACGAGGATCAATTGGAGGGCAAGTCTGGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGAT
TTCTGTTTTGGATGTCCGGTCCGCTCCCTCTGGGAGTGCGTACTTATGGATGTTCGAGGCATTTTTTGTGAGGCT
GCCTTTCTGCCATTAAGTTGGTGGGTTGGTGGGCTTGCATCGTTTACTGTGAAAAAATTAGAGTGTTTAAAGCA
GGCGTTTGCTCATTTGAATACATTAGCATGGAATAATAAGATACGGCCTTGGTGGTCTATTTTGTTGGTTTGCAC
ACCAGGGTAATGATTAATAGGGACAGTTGGGGGTATTCATATTTCAGCGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATCGCT
GAAAGATGAGCTTAGGCGAAAGCATTTACCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAA
GATGATTAGATACCATCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTCGGGATTGGCAGTCGTTTACCTTAAATGA
CCTTGTCAGCACCGTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCCGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAA
GGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTTACCAG
GTCCAGACATAGTAAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTATGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTT
AGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGGTTAATTCCGTTAACGAACGAGACCTCCGCGTGCTAAATAGTTCCGCTTACC
ATTTTTGGTAGGTTTGTGGACTTCTTAGAGGGACTTTTGGGTAATCAAACCAAAGGAAGTTGGAGGCAATAACA
GGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGATGCGTTCAACGAGTATACAACCTTGA
TCGATAGGTCTGGGTAATCTTGTGAATGCGCATCGTGCTAGGGATAGACTGTTGCAATTTTCAGTCTTGAACGA
GGAATTCCTAGTAAACGCAAGTCATCAGCTTGCATTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCAC
CTACCGATTGAATGACTCGGTGAAAAATTGGGACCGTGAGTCCGCTTGCTTCATTGCGAGTGGATTGATGGGAA
CTTTTTTAAACCTCGCCATAGGA

73



>CPCM13 NCBI (MF784087)
ATAGCCATGCATGTCTAAGTATAAACACTTTTGTACTGTGAAACTGCGAATGGCTCATTATATCAGTTATAGTCT
ACTCGATAGTACCTTACTACTTGGATACCCGTAGTAATTCTAGAGCTAATACATGCATAAATACCCAACTGCTT
GTCGGGCGGGTAGCATTTATTAGATTGAAACCAATGCAGTCTTCGGGCTGGTATTGTGTTGAGTCATAATAACT
GTGCGGATCGCGCTTTTGCGCGATAAGTCGATTGAGTTTCTGCCCTATCAGCTTTGGATGGTAGGATATGGGCCT
ACCATGGCATTAACGGGTAACGGGGAATTAGGGTTTGATTCCGGAGAGGGAGCCTTAGAAACGGCTACCACAT
CCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGTAAATTACCCAATCCTGACACAGGGAGGTAGTGACAATAAATAACAATGCTC
TGGCTCTTCGAGTCGGGCAATTGGAATGAGAACAATTTAAATCCCTTAACGAGGATCAATTGGAGGGCAAGTCT
GGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTG
GATTTCTGTTTTGGATGTCCGGTCCGCTCCCTCTGGGAGTGCGTACTTATGGATGTTCGAGACATTTTTTGTGAG
GCTGCCTTTCTGCCATTAAGTTGGTGGGTTGGTGGGCTTGCATCGTTTACTGTGAAAAAATTAGAGTGTTTAAAG
CAGGCGTTTGCTCATTTGAATACATTAGCATGGAATAATAAGATACGGCCTTGGTGGTCTATTTTGTTGGTTTGC
ACACCAGGGTAATGATTAATAGGGACAGTTGGGGGTATTCATATTTCAGCGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATCG
CTGAAAGATGAGCTTAGGCGAAAGCATTTACCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCG
AAGATGATTAGATACCATCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTCGGGATTGGCAGTCGTTTACCTTAAAT
GACCTTGTCAGCACCGTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCCGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTA
AAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTTACC
AGGTCCAGACATAGTAAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTATGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTC
TTAGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGGTTAATTCCGTTAACGAACGAGACCTCCGCGTGCTAAATAGTTCCGCTTAC
CATTTTTGGTAGGTTTGTGGACTTCTTAGAGGGACTTTTGGGTAATCAAACCAAAGGAAGTTGGAGGCAATAAC
AGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGATGCGTTCAACGAGTATACAACCTTG
ATCGATAGGTCTGGGTAATCTTGTGAATGCGCATCGTGCTAGGGATAGACTGTTGCAATTTTCAGTCTTGAACG
AGGAATTCCTAGTAAACGCAAGTCATCAGCTTGCATTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGC
ACCTACCGATTGAATGACTCGGTGAAAAATTGGGACCGTGAGTCCGCTTGCTTCATTGCGAGTGGATTGATGGG
AACTTTTTTAAACCTCGCCATAGAA

>CPCM14 NCBI (MF784089)
ATGCATGCATGTCTAAGTATAAACACTTTTGTACTGTGAAACTGCGAATGGCTCATTATATCAGTTATAGTCTAC
TCGATAGTACCTTACTACTTGGATACCCGTAGTAATTCTAGAGCTAATACATGCATAAATACCCAACTGCTTGTC
GGGCGGGTAGCATTTATTAGATTGAAACCAATGCAGTCTTCGGGCTGGTATTGTGTTGAGTCATAATAACTGTG
CGGATCGCGCTTTTGCGCGATAAATCGATTGAGTTTCTGCCCTATCAGCTTTGGATGGTAGGATATGGGCCTACC
ATGGCATTAACGGGTAACGGGGAATTAGGGTTTGATTCCGGAGAGGGAGCCTTAGAAACGGCTACCACATCCA
AGGAAGGCAGCAGGCGCGTAAATTACCCAATCCTGACACAGGGAGGTAGTGACAATAAATAACAATGCTCTGG
CTCTTCGAGTCGGGCAATTGGAATGAGAACAATTTAAATCCCTTAACGAGGATCAATTGGAGGGCAAGTCTGGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGAT
TTCTGTTTTGGATGTCCGGTCCGCTCCCTCTGGGAGTGCGTACTTATGGATGTACGAGGCATTTTTTGTGAGGCT
GCCTTTCTGCCATTAAGTTGGTGGGTTGGTGGGCTTGCATCGTTTACTGTGAAAAAATTAGAGTGTTTAAAGCA
GGCGTTTGCTCATTTGAATACATTAGCATGGAATAATAAGATACGGCCTTGGTGGTCTATTTTGTTGGTTTGCAC
ACCAGGGTAATGATTAATAGGGACAGTTGGGGGTATTCATATTTCAGCGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATCGCT
GAAAGATGAGCTTAGGCGAAAGCATTTACCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAA
GATGATTAGATACCATCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTCGGGATTGGCAGTCGTTTACCTTAAATGA
CCTTGTCAGCACCGTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCCGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAA
GGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTTACCAG
GTCCAGACATAGTAAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTATGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTT
AGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGGTTAATTCCGTTAACGAACGAGACCTCCGCGTGCTAAATAGTTCCGCTTACC
ATTTTTGGTAGGTTTGTGGACTTCTTAGAGGGACTTTTGGGTAATCAAACCAAAGGAAGTTGGAGGCAATAACA
GGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGATGCGTTCAACGAGTATACAACCTTGA
TCGATAGGTCTGGGTAATCTTGTGAATGCGCATCGTGCTAGGGATAGACTGTTGCAATTTTCAGTCTTGAACGA
GGAATTCCTAGTAAACGCAAGTCATCAGCTTGCATTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCAC
CTACCGATTGAATGACTCGGTGAAAAATTGGGACCGTGAGTCCGCTTGCTTCATTGCGAGTGGATTGATGGGAA
CTTTTTTAAACCTCGCCATAATGG
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>CPCM15 NCBI (MF784264)
TGCATGCATGTCTAAGTATAAACACTTTTGTACTGTGAAACTGCGAATGGCTCATTATATCAGTTATAGTCTACT
CGATAGTACCTTACTACTTGGATACCCGTAGTAATTCTAGAGCTAATACATGCATAAATACCCAACTGCTTGTC
GGGCGGGTAGCATTTATTAGATTGAAACCAATGCAGTCTTCGGGCTGGTATTGTGTTGAGTCATAATAACTGTG
CGGATCGCGCTTTTGCGCGATAAATCGATTGAGTTTCTGCCCTATCAGCTTTGGATGGTAGGATATGGGCCTACC
ATGGCATTAACGGGTAACGGGGAATTAGGGTTTGATTCCGGAGAGGGAGCCTTAGAAACGGCTACCACATCCA
AGGAAGGCAGCAGGCGCGTAAATTACCCAATCCTGACACAGGGAGGTAGTGACAATAAATAACAATGCTCTGG
CTCTTCGAGTCGGGCAATTGGAATGAGAACAATTTAAATCCCTTAACGAGGATCAATTGGAGGGCAAGTCTGGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGAT
TTCTGTTTTGGATGTCCGGTCCGCTCCCTCTGGGAGTGCGTACTTATGGATGTTCGAGGCATTTTTTGTGAGGCT
GCCTTTCTGCCATTAAGTTGGTGGGTTGGTGGGCTTGCATCGTTTACTGTGAAAAAATTAGAGTGTTTAAAGCA
GGCGTTTGCTCATTTGAATACATTAGCATGGAATAATAAGATACGGCCTTGGTGGTCTATTTTGTTGGTTTGCAC
ACCAGGGTAATGATTAATAGGGACAGTTGGGGGTATTCATATTTCAGCGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATCGCT
GAAAGATGAGCTTAGGCGAAAGCATTTACCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAA
GATGATTAGATACCATCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTCGGGATTGGCAGTCGTTTACCTTAAATGA
CCTTGTCAGCACCGTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGCTTCCGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAA
GGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTTACCAG
GTCCAGACATAGTAAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTATGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTT
AGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGGTTAATTCCGTTAACGAACGAGACCTCCGCGTGCTAAATAGTTCCGCTTACC
ATTTTTGGTAGGTTTGTGGACTTCTTAGAGGGACTTTTGGGTAATCAAACCAAAGGAAGTTGGAGGCAATAACA
GGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGATGCGTTCAACGAGTATACAACCTTGA
TCGATAGGTCTGGGTAATCTTGTGAATGCGCATCGTGCTAGGGATAGACTGTTGCAATTTTCAGTCTTGAACGA
GGAATTCCTAGTAAACGCAAGTCATCAGCTTGCATTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCAC
CTACCGATTGAATGACTCGGTGAAAAATTGGGACCGTGAGTCCGCTTGCTTCATTGCGAGTGGATTGATGGGAA
CTTTTTTAAACCTCGCCATATGA

>CPCM16
AATGCATGCATGTCTAAGTATAAACACTTTTGTACTGTGAAACTGCGAATGGCTCATTATATCAGTTATAGTCTA
CTCGATAGTACCTTACTACTTGGATACCCGTAGTAATTCTAGAGCTAATACATGCATAAATACCCAACTGCTTGT
CGGGCGGGTAGCATTTATTAGATTGAAACCAATGCAGTCTTCGGGCTGGTATTGTGTTGAGTCATAATAACTGT
GCGGATCGCGCTTTTGCGCGATAAGTCGATTGAGTTTCTGCCCTATCAGCTTTGGATGGTAGGATATGGGCCTA
CCATGGCATTAACGGGTAACGGGGAATTAGGGTTTGATTCCGGAGAGGGAGCCTTAGAAACGGCTACCACATC
CAAGGAAGGCAGCAGGCGCGTAAATTACCCAATCCTGACACAGGGAGGTAGTGACAATAAATAACAATGCTCT
GGCTCTTCGAGTCGGGCAATTGGAATGAGAACAATTTAAATCCCTTAACGAGGATCAATTGGAGGGCAAGTCT
GGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTG
GATTTCTGTTTTGGATGTCCGGTCCGCTCCCTCTGGGAGTGCGTACTTATGGATGTTCGAGGCATTTTTTGTGAG
GCTGCCTTTCTGCCATTAAGTTGGTGGGTTGGTGGGCTTGCATCGTTTACTGTGAAAAAATTAGAGTGTTTAAAG
CAGGCGTTTGCTCATTTGAATACATTAGCATGGAATAATAAGATACGGCCTTGGTGGTCTATTTTGTTGGTTTGC
ACACCAGGGTAATGATTAATAGGGACAGTTGGGGGTATTCATATTTCAGCGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATCG
CTGAAAGATGAGCTTAGGCGAAAGCATTTACCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCG
AAGATGATTAGATACCATCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTCGGGATTGGCAGTCGTTTACCTTAAAT
GACCTTGTCAGCACCGTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCCGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTA
AAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTTACC
AGGTCCAGACATAGTAAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTATGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTC
TTAGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGGTTAATTCCGTTAACGAACGAGACCTCCGCGTGCTAAATAGTTCCGCTTAC
CATTTTTGGTAGGTTTGTGGACTTCTTAGAGGGACTTTTGGGTAATCAAACCAAAGGAAGTTGGAGGCAATAAC
AGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGATGCGTTCAACGAGTATACAACCTTG
ATCGATAGGTCTGGGTAATCTTGTGAATGCGCATCGTGCTAGGAATAGACTGTTGCAATTTTCAGTCTTGAACG
AGGAATTCCTAGTAAACGCAAGTCATCAGCTTGCATTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGC
ACCTACCGATTGAATGACTCGGTGAAAAATTGGGACCGTGAGTCCGCTTGCTTCATTGCGAGTGGATTGATGGG
AACTTTTTTAAACCTCGCCATA
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>CPCM17
ATGGCATGCATGTCTAAGTATAAACACTTTTGTACTGTGAAACTGCGAATGGCTCATTATATCAGTTATAGTCTA
CTCGATAGTACCTTACTACTTGGATACCCGTAGTAATTCTAGAGCTAATACATGCATAAATACCCAACTGCTTGT
CGGGCGGGTAGCATTTATTAGATTGAAACCAATGCAGTCTTCGGGCTGGTATTGTGTTGAGTCATAATAACTGT
GCGGATCGCGCTTTTGCGCGATAAGTCGATTGAGTTTCTGCCCTATCAGCTTTGGATGGTAGGATATGGGCCTA
CCATGGCATTAACGGGTAACGGGGAATTAGGGTTTGATTCCGGAGAGGGAGCCTTAGAAACGGCTACCACATC
CAAGGAAGGCAGCAGGCGCGTAAATTACCCAATCCTGACACAGGGAGGTAGTGACAATAAATAACAATGCTCT
GGCTCTTCGAGTCGGGCAATTGGAATGAGAACAATTTAAATCCCTTAACGAGGATCAATTGGAGGGCAAGTCT
GGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTG
GATTTCTGTTTTGGATGTCCGGTCCGCTCCCTCTGGGAGTGCGTACTTATGGATGTTCGAGGCATTTTTTGTGAG
GCTGCCTTTCTGCCATTAAGTTGGTGGGTTGGTGGGCTTGCATCGTTTACTGTGAAAAAATTAGAGTGTTTAAAG
CAGGCGTTTGCTCATTTGAATACATTAGCATGGAATAATAAGATACGGCCTTGGTGGTCTATTTTGTTGGTTTGC
ACACCAGGGTAATGATTAATAGGGACAGTTGGGGGTATTCATATTTCAGCGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATCG
CTGAAAGATGAGCTTAGGCGAAAGCATTTACCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCG
AAGATGATTAGATACCATCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTCGGGATTGGCAGTCGTTTACCTTAAAT
GACCTTGTCAGCACCGTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCCGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTA
AAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTTACC
AGGTCCAGACATAGTAAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTATGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTC
TTAGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGGTTAATTCCGTTAACGAACGAGACCTCCGCGTGCTAAATAGTTCCGCTTAC
CATTTTTGGTAGGTTTGTGGACTTCTTAGAGGGACTTTTGGGTAATCAAACCAAAGGAAGTTGGAGGCAATAAC
AGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGATGCGTTCAACGAGCATACAACCTTG
ATCGATAGGTCTGGGTAATCTTGTGAATGCGCATCGTGCTAGGGATAGACTGTTGCAATTTTCAGTCTTGAACG
AGGAATTCCTAGTAAACGCAAGTCATCAGCTTGCATTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGC
ACCTACCGATTGAATGACTCGGTGAAAAATTGGGACCGTGAGTCCGCTTGCTTCATTGCGAGTGGATTGATGGG
AACTTTTTTAAACCTCGCCATAAG

>CPCM18
ATGCATGCATGTCTAAGTATAAACACTTTTGTACTGTGAAACTGCGAATGGCTCATTATATCAGTTATAGTCTAC
TCGATAGTACCTTACTACTTGGATACCCGTAGTAATTCTAGAGCTAATACATGCATAAATACCCAACTGCTTGTC
GGGCGGGTAGCATTTATTAGATTGAAACCAATGCAGTCTTCGGGCTGGTATTGTGTTGAGTCATAATAACTGTG
CGGATCGCGCTTTTGCGCGATAAGTCGATTGAGTTTCTGCCCTATCAGCTTTGGATGGTAGGATATGGGCCTACC
ATGGCATTAACGGGTAACGGGGAATTAGGGTTTGATTCCGGAGAGGGAGCCTTAGAAACGGCGACCACATCCA
AGGAAGGCAGCAGGCGCGTAAATTACCCAATCCTGACACAGGGAGGTAGTGACAATAAATAACAATGCTCTGG
CTCTTCGAGTCGGGCAATTGGAATGAGAACAATTTAAATCCCTTAACGAGGATCAATTGGAGGGCAAGTCTGGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGAT
TTCTGTTTTGGATGTCCGGTCCGCTCCCTCTGGGAGTGCGTACTTATGGATGTTCGAGGCATTTTTTGTGAGGCT
GCCTTTCTGCCATTAAGTTGGTGGGTTGGTGGGCTTGCATCGTTTACTGTGAAAAAATTAGAGTGTTTAAAGCA
GGCGTTTGCTCATTTGAATACATTAGCATGGAATAATAAGATACGGCCTTGGTGGTCTATTTTGTTGGTTTGCAC
ACCAGGGTAATGATTAATAGGGACAGTTGGGGGTATTCATATTTCAGCGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATCGCT
GAAAGATGAGCTTAGGCGAAAGCATTTACCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAA
GATGATTAGATACCATCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTCGGGATTGGCAGTCGTTTACCTTAAATGA
CCTTGTCAGCACCGTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCCGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAA
GGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTTACCAG
GTCCAGACATAGTAAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTATGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTT
AGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGGTTAATTCCGTTAACGAACGAGACCTCCGCGTGCTAAATAGTTCCGCTTACC
ATTTTTGGTAGGTTTGTGGACTTCTTAGAGGGACTTTTGGGTAATCAAACCAAAGGAAGTTGGAGGCAATAACA
GGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGATGCGTTCAACGAGTATACAACCTTGA
TCGATAGGTCTGGGCTAATCTTGTGAATGCGCATCGTGCTAGGGATAGACTGTTGCAATTTTCAGTCTTGAACG
AGGAATTCCTAGTAAACGCAAGTCATCAGCTTGCATTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGC
ACCTACCGATTGAATGACTCGGTGAAAAATTGGGACCGTGAGTCCGCTTGCTTCATTGCGAGTGGATTGATGGG
AACTTTTTTAAACCTCGCCATA

76



>CPCM19
ATGACATGCATGTCTAAGTATAAACACTTTTGTACTGTGAAACTGCGAATGGCTCATTATATCAGTTATAGTCTA
CTCGATAGTACCTTACTACTTGGATACCCGTAGTAATTCTAGAGCTAATACATGCATAAATACCCAACTGCTTGT
CGGGCGGGTAGCATTTATTAGATTGAAACCAATGCAGTCTTCGGGCTGGTATTGTGTTGAGTCATAATAACTGT
GCGGATCGCGCTTTTGCGCGATAAGTCGATTGAGTTTCTGCCCTATCAGCTTTGGATGGTAGGATATGGGCCTA
CCATGGCATTAACGGGTAACGGGGAATTAGGGTTTGATTCCGGAGAGGGAGCCTTAGAAACGGCTACCACATC
CAAGGAAGGCAGCAGGCGCGTAAATTACCCAATCCTGACACAGGGAGGTAGTGACAATAAATAACAATGCTCT
GGCTCTTCGAGTCGGGCAATTGGAATGAGAACAATTTAAATCCCTTAACGAGGATCAATTGGAGGGCAAGTCT
GGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTG
GATTTCTGTTTTGGATGTCCGGTCCGCTCCCTCTGGGAGTGCGTACTTATGGATGTTCGAGGCATTTTTTGTGAG
GCTGCCTTTCTGCCATTAAGTTGGTGGGTTGGTGGGCTTGCATCGTTTACTGTGAAAAAATTAGAGTGTTTAAAG
CAGGCGTTTGCTCATTTGAATACATTAGCATGGAATAATAAGATACGGCCTTGGTGGTCTATTTTGTTGGTTTGC
ACACCAGGGTAATGATTAATAGGGACAGTTGGGGGTATTCATATTTCAGCGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATCG
CTGAAAGATGAGCTTAGGCGAAAGCATTTACCAAGGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATC
GAAGATGATTAGATACCATCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTCGGGATTGGCAGTCGTTTACCTTAAA
TGACCTTGTCAGCACCGTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCCGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTT
AAAGGAATTGACGGAAGGGCCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTTA
CCAGGTCCAGACATAGTAAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTATGGGTGGTGGTGCATGGCCGT
TCTTAGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGGTTAATTCCGTTAACGAACGAGACCTCCGCGTGCTAAATAGTTCCGCTT
ACCATTTTTGGTAGGTTTGTGGACTTCTTAGAGGGACTTTTGGGTAATCAAACCAAAGGAAGTTGGAGGCAATA
ACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGATGCGTTCAACGAGTATACAACCT
TGATCGATAGGTCTGGGTAATCTTGTGAATGCGCATCGTGCTAGGGATAGACTGTTGCAATTTTCAGTCTTGAA
CGAGGAATTCCTAGTAAACGCAAGTCATCAGCTTGCATTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTC
GCACCTACCGATTGAATGACTCGGTGAAAAATTGGGACCGTGAGTCCGCTTGCTTCATTGCGAGTGGATTGATG
GGAACTTTTTTAAACCTCGCCATAGGT

>CPCM20
CGGCCCATGCATGTCTAAGTATAAACACTTTTGTACTGTGAAACTGCGAATGGCTCATTATATCAGTTATAGTCT
ACTCGATAGTACCTTACTACTTGGATACCCGTAGTAATTCTAGAGCTAATACATGCATAAATACCCAACTGCTT
GTCGGGCGGGTAGCATTTATTAGATTGAAACCAATGCAGTCTTCGGGCTGGTATTGTGTTGAGTCATAATAACT
GTGCGGATCGCGCTTTTGCGCGATAAGTCGATTGAGTTTCTGCCCTATCAGCTTTGGATGGTAGGATATGGGCCT
ACCATGGCATTAACGGGTAACGGGGAATTAGGGTTTGATTCCGGAGAGGGAGCCTTAGAAACGGCTACCACAT
CCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGTAAATTACCCAATCCTGACACAGGGAGGTAGTGACAATAAATAACAATGCTC
TGGCTCTTCGAGTCGGGCAATTGGAATGAGAACAATTTAAATCCCTTAACGAGGATCAATTGGAGGGCAAGTCT
GGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTG
GATTTCTGTTTTGGATGTCCGGTCCGCTCCCTCTGGGAGTGCGTACTTATGGATGTTCGAGGCATTTTTTGTGAG
GCTGCCTTTCTGCCATTAAGTTGGTGGGTTGGTGGGCTTGCATCGTTTACTGTGAAAAAATTAGAGTGTTTAAAG
CAGGCGTTTGCTCATTTGAATACATTAGCATGGAATAATAAGATACGGCCTTGGTGGTCTATTTTGTTGGTTTGC
ACACCAGGGTAATGATTAATAGGGACAGTTGGGGGGTATTCATATTTCAGCGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATC
GCTGAAAGATGAGCTTAGGCGAAAGCATTTACCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATC
GAAGATGATTAGATACCATCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTCGGGATTGGCAGTCGTTTACCTTAAA
TGACCTTGTCAGCACCGTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCCGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTT
AAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTTAC
CAGGTCCAGACATAGTAAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTATGGGTGGTGGTGCATGGCCGTT
CTTAGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGGTTAATTCCGTTAACGAACGAGACCTCCGCGTGCTAAATAGTTCCGCTTA
CCATTTTTGGTAGGTTTGTGGACTTCTTAGAGGGACTTTTGGGTAATCAAACCAAAGGAAGTTGGAGGCAATAA
CAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGATGCGTTCAACGAGTATACAACCTT
GATCGATAGGTCTGGGTAATCTTGTGAATGCGCATCGTGCTAGGGATAGACTGTTGCAATTTTCAGTCTTGAAC
GAGGAATTCCTAGTAAACGCAAGTCATCAGCTTGCATTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCG
CACCTACCGATTGAATGACTCGGTGAAAAATTGGGACCGTGAGTCCGCTTGCTTCATTGCGAGTGGATTGATGG
GAACTTTTTTAAACCTCGCCAAATAGAAC
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>CPCM21
CAGCATGCATGTCTAAGTATAAACACTTTTGTACTGTGAAACTGCGAATGGCTCATTATATCAGTTATAGTCTAC
TCGATAGTACCTTACTACTTGGATACCCGTAGTAATTCTAGAGCTAATACATGCATAAATACCCAACTGCTTGTC
GGGCGGGTAGCATTTATTAGATTGAAACCAATGCAGTCTTCGGGCTGGTATTGTGTTGAGTCATAATAACTGTG
CGGATCGCGCTTTTGCGCGATAAGTCGATTGAGTTTCTGCCCTATCAGCTTTGGATGGTAGGATATGGGCCTACC
ATGGCATTAACGGGTAACGGGGAATTAGGGTTTGATTCCGGAGAGGGAGCCTTAGAAACGGCTACCACATCCA
AGGAAGGCAGCAGGCGCGTAAATTACCCAATCCTGACACAGGGAGGTAGTGACAATAAATAACAATGCTCTGG
CTCTTCGAGTCGGGCAATTGGAATGAGAACAATTTAAATCCCTTAACGAGGATCAATTGGAGGGCAAGTCTGGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGAT
TTCTGTTTTGGATGTCCGGTCCGCTCCCTCTGGGAGTGCGTACTTATGGATGTTCGAGGCATTTTTTGTGAGGCT
GCCTTTCTGCCATTAAGTTGGTGGGTTGGTGGGCTTGCATCGTTTACTGTGAAAAAATTAGAGTGTTTAAAGCA
GGCGTTTGCTCATTTGAATACATTAGCATGGAATAATAAGATACGGCCTTGGTGGTCTATTTTGTTGGTTTGCAC
ACCAGGGTAATGATTAATAGGGACAGTTGGGGGTATTCATATTTCAGCGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATCGCT
GAAAGATGAGCTTAGGCGAAAGCATTTACCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAA
GATGATTAGATACCATCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTCGGGATTGGCAGTCGTTTACCTTAAATGA
CCTTGTCAGCACCGTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCCGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAA
GGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTTACCAG
GTCCAGACATAGTAAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTATGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTT
AGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGGTTAATTCCGTTAACGAACGAGACCTCCGCGTGCTAAATAGTTCCGCTTACC
ATTTTTGGTAGGTTTGTGGACTTCTTAGAGGGACTTTTGGGTAATCAAACCAAAGGAAGTTGGAGGCAATAACA
GGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGATGCGTTCAACGAGTATACAACCTTGA
TCGATAGGTCTGGGTAATCTTGTGAATGCGCATCGTGCTAGGGATAGACTGTTGCAATTTTCAGTCTTGAACGA
GGAATTCCTAGTAAACGCAAGTCATCAGCTTGCATTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCAC
CTACCGATTGAATGACTCGGTGAAAAATTGGGACCGTGAGTCCGCTTGCTTCATTGCGAGTGGATTGATGGGAA
CTTTTTTAAACCTCGCCATAATAA

>CPCM22
TAAGCCATGCATGTCTAAGTATAAACACTTTTGTACTGTGAAACTGCGAATGGCTCATTATATCAGTTATAGTCT
ACTCGATAGTACCTTACTACTTGGATACCCGTAGTAATTCTAGAGCTAATACATGCATAAATACCCAACTGCTT
GTCGGGCGGGTAGCATTTATTAGATTGAAACCAATGCAGTCTTCGGGCTGGTATTGTGTTGAGTCATAATAACT
GTGCGGATCGCGCTTTTGCGCGATAAGTCGATTGAGTTTCTGCCCTATCAGCTTTGGATGGTAGGATATGGGCCT
ACCATGGCATTAACGGGTAACGGGGAATTAGGGTTTGATTCCGGAGAGGGAGCCTTAGAAACGGCTACCACAT
CCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGTAAATTACCCAATCCTGACACAGGGAGGTAGTGACAATAAATAACAATGCTC
TGGCTCTTCGAGTCGGGCAATTGGAATGAGAACAATTTAAATCCCTTAACGAGGATCAATTGGAGGGCAAGTCT
GGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTG
GATTTCTGTTTTGGATGTCCGGTCCGCTCCCTCTGGGAGTGCGTACTTATGGATGTTCGAGGCATTTTTTGTGAG
GCTGCCTTTCTGCCATTAAGTTGGTGGGTTGGTGGGCTTGCATCGTTTACTGTGAAAAAATTAGAGTGTTTAAAG
CAGGCGTTTGCTCATTTGAATACATTAGCATGGAATAATAAGATACGGCCTTGGTGGTCTATTTTGTTGGTTTGC
ACACCAGGGTAATGATTAATAGGGACAGTTGGGGGTATTCATATTTCAGCGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATCG
CTGAAAGATGAGCTTAGGCGAAAGCATTTACCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCG
AAGATGATTAGATACCATCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTCGGGATTGGCAGTCGTTTACCTTAAAT
GACCTTGTCAGCACCGTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCCGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTA
AAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTTACC
AGGTCCAGACATAGTAAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTATGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTC
TTAGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGGTTAATTCCGTTAACGAACGAGACCTCCGCGTGCTAAATAGTTCCGCTTAC
CATTTTTGGTAGGTTTGTGGACTTCTTAGAGGGACTTTTGGGTAATCAAACCAAAGGAAGTTGGAGGCAATAAC
AGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGATGCGTTCAACGAGTATACAACCTTG
ATCGATAGGTCTGGGTAATCTTGTGAATGCGCATCGTGCTAGGGATAGACTGTTGCAATTTTCAGTCTTGAACG
AGGAATTCCTAGTAAACGCAAGTCATCAGCTTGCATTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGC
ACCTACCGATTGAATGACTCGGTGAAAAATTGGGACCGTGAGTCCGCTTGCTTCATTGCGAGTGGATTGATGGG
AACTTTTTTAAACCTCGCCATTACAG

78



>CPCM23
ATTGCCATGCATGTCTAAGTATAAACACTTTTGTACTGTGAAACTGCGAATGGCTCATTATATCAGTTATAGTCT
ACTCGATAGTACCTTACTACTTGGATACCCGTAGTAATTCTAGAGCTAATACATGCATAAATACCCAACTGCTT
GTCGGGCGGGTAGCATTTATTAGATTGAAACCAATGCAGTCTTCGGGCTGGTATTGTGTTGAGTCATAATAACT
GTGCGGATCGCGCTTTTGCGCGATAAGTCGATTGAGTTTCTGCCCTATCAGCTTTGGATGGTAGGATATGGGCCT
ACCATGGCATTAACGGGTAACGGGGAATTAGGGTTTGATTCCGGAGAGGGAGCCTTAGAAACGGCTACCACAT
CCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGTAAATTACCCAATCCTGACACAGGGAGGTAGTGACAATAAATAACAATGCTC
TGGCTCTTCGAGTCGGGCAATTGGAATGAGAACAATTTAAATCCCTTAACGAGGATCAATTGGAGGGCAAGTCT
GGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTG
GATTTCTGTTTTGGATGTCCGGTCCGCTCCCTCTGGGAGTGCGTACTTATGGATGTTCGAGGCATTTTTTGTGAG
GCTGCCTTTCTGCCATTAAGTTGGTGGGTTGGTGGGCTTGCATCGTTTACTGTGAAAAAATTAGAGTGTTTAAAG
CAGGCGTTTGCTCATTTGAATACATTAGCATGGAATAATAAGATACGGCCTTGGTGGTCTATTTTGTTGGTTTGC
ACACCAGGGTAATGATTAATAGGGACAGTTGGGGGTATTCATATTTCAGCGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATCG
CTGAAAGATGAGCTTAGGCGAAAGCATTTACCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCG
AAGATGATTAGATACCATCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTCGGGATTGGCAGTCGTTTACCTTAAAT
GACCTTGTCAGCACCGTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCCGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTA
AAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTTACC
AGGTCCAGACATAGTAAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTATGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTC
TTAGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGGTTAATTCCGTTAACGAACGAGACCTCCGCGTGCTAAATAGTTCCGCTTAC
CATTTTTGGTAGGTTTGTGGACTTCTTAGAGGGACTTTTGGGTAATCAAACCAAAGGAAGTTGGAGGCAATAAC
AGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGATGCGTTCAACGAGTATACAACCTTG
ATCGATAGGTCTGGGTAATCTTGTGAATGCGCATCGTGCTAGGGATAGACTGTTGCAATTTTCAGTCTTGAACG
AGGAATTCCTAGTAAACGCAAGTCATCAGCTTGCATTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGC
ACCTACCGATTGAATGACTCGGTGAAAAATTGGGACCGTGAGTCCGCTTGCTTCATTGCGAGTGGATTGATGGG
AACTTTTTTAAACCTCGCCCATA

>CPCM24 NCBI (MF784267)
ATAGCATGCATGTCTAAGTATAAACACTTTTGTACTGTGAAACTGCGAATGGCTCATTATATCAGTTATAGTCTA
CTCGATAGTACCTTACTACTTGGATACCCGTAGTAATTCTAGAGCTAATACATGCATAAATACCCAACTGCTTGT
CGGGCGGGTAGCATTTATTAGATTGAAACCAATGCAGTCTTCGGGCTGGTATTGTGTTGAGTCATAATAACTGT
GCGGATCGCGCTTTTGCGCGATAAGTCGATTGAGTTTCTGCCCTATCAGCTTTGGATGGTAGGATATGGGCCTA
CCATGGCATTAACGGGTAACGGGGAATTAGGGTTTGATTCCGGAGAGGGAGCCTTAGAAACGGCTACCACATC
CAAGGAAGGCAGCAGGCGCGTAAATTACCCAATCCTGACACAGGGAGGTAGTGACAATAAATAACAATGCTCT
GGCTCTTCGAGTCGGGCAATTGGAATGAGAACAATTTAAATCCCTTAACGAGGATCAATTGGAGGGCAAGTCT
GGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTG
GATTTCTGTTTTGGATGTCCGGTCCGCTCCCTCTGGGAGTGCGTACTTATGGATGTTCGAGACATTTTTTGTGAG
GCTGCCTTTCTGCCATTAAGTTGGTGGGTTGGTGGGCTTGCATCGTTTACTGTGAAAAAATTAGAGTGTTTAAAG
CAGGCGTTTGCTCATTTGAATACATTAGCATGGAATAATAAGATACGGCCTTGGTGGTCTATTTTGTTGGTTTGC
ACACCAGGGTAATGATTAATAGGGACAGTTGGGGGTATTCATATTTCAGCGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATCG
CTGAAAGATGAGCTTAGGCGAAAGCATTTACCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCG
AAGATGATTAGATACCATCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTCGGGATTGGCAGTCGTTTACCTTAAAT
GACCTTGTCAGCACCGTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCCGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTA
AAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTTACC
AGGTCCAGACATAGTAAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTATGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTC
TTAGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGGTTAATTCCGTTAACGAACGAGACCTCCGCGTGCTAAATAGTTCCGCTTAC
CATTTTTGGTAGGTTTGTGGACTTCTTAGAGGGACTTTTGGGTAATCAAACCAAAGGAAGTTGGAGGCAATAAC
AGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGATGCGTTCAACGAGTATACAACCTTG
ATCGATAGGTCTGGGTAATCTTGTGAATGCGCATCGTGCTAGGGATAGACTGTTGCAATTTTCAGTCTTGAACG
AGGAATTCCTAGTAAACGCAAGTCATCAGCTTGCATTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGC
ACCTACCGATTGAATGACTCGGTGAAAAATTGGGACCGTGAGTCCGCTTGCTTCATTGCGAGTGGATTGATGGG
AACTTTTTTAAACCTCGCCATAATGAAG
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>CPCM25
ATAGCCATGCATGTCTAAGTATAAACACTTTTGTACTGTGAAACTGCGAATGGCTCATTATATCAGTTATAGTCT
ACTCGATAGTACCTTACTACTTGGATACCCGTAGTAATTCTAGAGCTAATACATGCATAAATACCCAACTGCTT
GTCGGGCGGGTAGCATTTATTAGATTGAAACCAATGCAGTCTTCGGGCTGGTATTGTGTTGAGTCATAATAACT
GTGCGGATCGCGCTTTTGCGCGATAAGTCGATTGAGTTTCTGCCCTATCAGCTTTGGATGGTAGGATATGGGCCT
ACCATGGCATTAACGGGTAACGGGGAATTAGGGTTTGATTCCGGAGAGGGAGCCTTAGAAACGGCGACCACAT
CCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGTAAATTACCCAATCCTGACACAGGGAGGTAGTGACAATAAATAACAATGCTC
TGGCTCTTCGAGTCGGGCAATTGGAATGAGAACAATTTAAATCCCTTAACGAGGATCAATTGGAGGGCAAGTCT
GGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTG
GATTTCTGTTTTGGATGTCCGGTCCGCTCCCTCTGGGAGTGCGTACTTATGGATGTTCGAGGCATTTTTTGTGAG
GCTGCCTTTCTGCCATTAAGTTGGTGGGTTGGTGGGCTTGCATCGTTTACTGTGAAAAAATTAGAGTGTTTAAAG
CAGGCGTTTGCTCATTTGAATACATTAGCATGGAATAATAAGATACGGCCTTGGTGGTCTATTTTGTTGGTTTGC
ACACCAGGGTAATGATTAATAGGGACAGTTGGGGGTATTCATATTTCAGCGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATCG
CTGAAAGATGAGCTTAGGCGAAAGCATTTACCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCG
AAGATGATTAGATACCATCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTCGGGATTGGCAGTCGTTTACCTTAAAT
GACCTTGTCAGCACCGTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCCGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTA
AAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTTACC
AGGTCCAGACATAGTAAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTATGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTC
TTAGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGGTTAATTCCGTTAACGAACGAGACCTCCGCGTGCTAAATAGTTCCGCTTAC
CATTTTTGGTAGGTTTGTGGACTTCTTAGAGGGACTTTTGGGTAATCAAACCAAAGGAAGTTGGAGGCAATAAC
AGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGATGCGTTCAACGAGTATACAACCTTG
ATCGATAGGTCTGGGTAATCTTGTGAATGCGCCATCGTGCTAGGGATAGACTGTTGCAATTTGCAGTCTTGAAC
GAGGAATTCCTAGTAAACGCAAGTCATCAGCTTGCATTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCG
CACCTACCGATTGAATGACTCGGTGAAAAATTGGGACCGTGAGTCCGCTTGCTTCATTGCGAGTGGATTGATGG
GAACTTTTTTAAACCTCGCCATATGAAG

>CPCM26
AAAGCCATGCATGTCTAAGTATAAACACTTTTGTACTGTGAAACTGCGAATGGCTCATTATATCAGTTATAGTCT
ACTCGATAGTACCTTACTACTTGGATACCCGTAGTAATTCTAGAGCTAATACATGCATAAATACCCAACTGCTT
GTCGGGCGGGTAGCATTTATTAGATTGAAACCAATGCAGTCTTCGGGCTGGTATTGTGTTGAGTCATAATAACT
GTGCGGATCGCGCTTTTGCGCGATAAGTCGATTGAGTTTCTGCCCTATCAGCTTTGGATGGTAGGATATGGGCCT
ACCATGGCATTAACGGGTAACGGGGAATTAGGGTTTGATTCCGGAGAGGGAGCCTTAGAAACGGCTACCACAT
CCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGTAAATTACCCAATCCTGACACAGGGAGGTAGTGACAATAAATAACAATGCTC
TGGCTCTTCGAGTCGGGCAATTGGAATGAGAACAATTTAAATCCCTTAACGAGGATCAATTGGAGGGCAAGTCT
GGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTG
GATTTCTGTTTTGGATGTCCGGTCCGCTCCCTCTGGGAGTGCGTACTTATGGATGTTCGAGGCATTTTTTGTGAG
GCTGCCTTTCTGCCATTAAGTTGGTGGGTTGGTGGGCTTGCATCGTTTACTGTGAAAAAATTAGAGTGTTTAAAG
CAGGCGTTTGCTCATTTGAATACATTAGCATGGAATAATAAGATACGGCCTTGGTGGTCTATTTTGTTGGTTTGC
ACACCAGGGTAATGATTAATAGGGACAGTTGGGGGTATTCATATTTCAGCGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATCG
CTGAAAGATGAGCTTAGGCGAAAGCATTTACCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCG
AAGATGATTAGATACCATCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTCGGGATTGGCAGTCGTTTACCTTAAAT
GACCTTGTCAGCACCGTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCCGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTA
AAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTTACC
AGGTCCAGACATAGTAAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTATGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTC
TTAGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGGTTAATTCCGTTAACGAACGAGACCTCCGCGTGCTAAATAGTTCCGCTTAC
CATTTTTGGTAGGTTTGTGGACTTCTTAGAGGGACTTTTGGGTAATCAAACCAAAGGAAGTTGGAGGCAATAAC
AGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGATGCGTTCAACGAGTATACAACCTTG
ATCGATAGGTCTGGGTAATCTTGTGAATGCGCATCGTGCTAGGGATAGACTGTTGCAATTTTCAGTCTTGAACG
AGGAATTCCTAGTAAACGCAAGTCATCAGCTTGCATTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGC
ACCTACCGATTGAATGACTCGGTGAAAAATTGGGACCGTGAGTCCGCTTGCTTCATTGCGAGTGGATTGATGGG
AACTTTTTTAAACCTCGCCATAGGAG
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>CPCM27
AGCCATGCATGTCTAAGTATAAACACTTTTGTACTGTGAAACTGCGAATGGCTCATTATATCAGTTATAGTCTAC
TCGATAGTACCTTACTACTTGGATACCCGTAGTAATTCTAGAGCTAATACATGCATAAATACCCAACTGCTTGTC
GGGCGGGTAGCATTTATTAGATTGAAACCAATGCAGTCTTCGGGCTGGTATTGTGTTGAGTCATAATAACTGTG
CGGATCGCGCTTTTGCGCGATAAGTCGATTGAGTTTCTGCCCTATCAGCTTTGGATGGTAGGATATGGGCCTACC
ATGGCATTAACGGGTAACGGGGAATTAGGGTTTGATTCCGGAGAGGGAGCCTTAGAAACGGCTACCACATCCA
AGGAAGGCAGCAGGCGCGTAAATTACCCAATCCTGACACAGGGAGGTAGTGACAATAAATAACAATGCTCTGG
CTCTTCGAGTCGGGCAATTGGAATGAGAACAATTTAAATCCCTTAACGAGGATCAATTGGAGGGCAAGTCTGGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGAT
TTCTGTTTTGGATGTCCGGTCCGCTCCCTCTGGGAGTGCGTACTTATGGATGTTCGAGGCATTTTTTGTGAGGCT
GCCTTTCTGCCATTAAGTTGGTGGGTTGGTGGGCTTGCATCGTTTACTGTGAAAAAATTAGAGTGTTTAAAGCA
GGCGTTTGCTCATTTGAATACATTAGCATGGAATAATAAGATACGGCCTTGGTGGTCTATTTTGTTGGTTTGCAC
ACCAGGGTAATGATTAATAGGGACAGTTGGGGGTATTCATATTTCAGCGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATCGCT
GAAAGATGAGCTTAGGCGAAAGCATTTACCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAA
GATGATTAGATACCATCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTCGGGATTGGCAGTCGTTTACCTTAAATGA
CCTTGTCAGCACCGTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCCGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAA
GGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAATGGAACCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTTACCAG
GTCCAGACATAGTAAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTATGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTT
AGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGGTTAATTCCGTTAACGAACGAGACCTCCGCGTGCTAAATAGTTCCGCTTACC
ATTTTTGGTAGGTTTGTGGACTTCTTAGAGGGACTTTTGGGTAATCAAACCAAAGGAAGTTGGAGGCAATAACA
GGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGATGCGTTCAACGAGTATACAACCTTGA
TCGATAGGTCTGGGTAATCTTGTGAATGCGCATCGTGCTAGGGATAGACTGTTGCAATTTTCAGTCTTGAACGA
GGAATTCCTAGTAAACGCAAGTCATCAGCTTGCATTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCAC
CTACCGATTGAATGACTCGGTGAAAAATTGGGACCGTGAGTCCGCTTGCTTCATTGCGAGTGGATTGATGGGAA
CTTTTTTAAACCTCGCCATAGGAAG

>CPCM28
AGCCATGCATGTCTAAGTATAAACACTTTTGTACTGTGAAACTGCGAATGGCTCATTATATCAGTTATAGTCTAC
TCGATAGTACCTTACTACTTGGATACCCGTAGTAATTCTAGAGCTAATACATGCATAAATACCCAACTGCTTGTC
GGGCGGGTAGCATTTATTAGATTGAAACCAATGCAGTCTTCGGGCTGGTATTGTGTTGAGTCATAATAACTGTG
CGGATCGCGCTTTTGCGCGATAAATCGATTGAGTTTCTGCCCTATCAGCTTTGGATGGTAGGATATGGGCCTACC
ATGGCATTAACGGGTAACGGGGAATTAGGGTTTGATTCCGGAGAGGGAGCCTTAGAAACGGCTACCACATCCA
AGGAAGGCAGCAGGCGCGTAAATTACCCAATCCTGACACAGGGAGGTAGTGACAATAAATAACAATGCTCTGG
CTCTTCGAGTCGGGCAATTGGAATGAGAACAATTTAAATCCCTTAACGAGGATCAATTGGAGGGCAAGTCTGGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGAT
TTCTGTTTTGGATGTCCGGTCCGCTCCCTCTGGGAGTGCGTACTTATGGATGTTCGAGGCATTTTTTGTGAGGCT
GCCTTTCTGCCATTAAGTTGGTGGGTTGGTGGGCTTGCATCGTTTACTGTGAAAAAATTAGAGTGTTTAAAGCA
GGCGTTTGCTCATTTGAATACATTAGCATGGAATAATAAGATACGGCCTTGGTGGTCTATTTTGTTGGTTTGCAC
ACCAGGGTAATGATTAATAGGGACAGTTGGGGGTATTCATATTTCAGCGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATCGCT
GAAAGATGAGCTTAGGCGAAAGCATTTACCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAA
GATGATTAGATACCATCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTCGGGATTGGCAGTCGTTTACCTTAAATGA
CCTTGTCAGCACCGTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCCGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAA
GGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTTACCAG
GTCCAGACATAGTAAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTATGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTT
AGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGGTTAATTCCGTTAACGAACGAGACCTCCGCGTGCTAAATAGTTCCGCTTACC
ATTTTTGGTAGGTTTGTGGACTTCTTAGAGGGACTTTTGGGTAATCAAACCAAAGGAAGTTGGAGGCAATAACA
GGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGATGCGTTCAACGAGTATACAACCTTGA
TCGATAGGTCTGGGTAATCTTGTGAATGCGCATCGTGCTAGGGATAGACTGTTGCAATTTTCAGTCTTGAACGA
GGAATTCCTAGTAAACGCAAGTCATCAGCTTGCATTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCAC
CTACCGATTGAATGACTCGGTGAAAAATTGGGACCGTGAGTCCGCTTGCTTCATTGCGAGTGGATTGATGGGAA
CTTTTTTAAACCTCGCCATTGA
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>CPCM29
CAGCATGCATGTCTAAGTATAAACACTTTTGTACTGTGAAACTGCGAATGGCTCATTATATCAGTTATAGTCTAC
TCGATAGTACCTTACTACTTGGATACCCGTAGTAATTCTAGAGCTAATACATGCATAAATACCCAACTGCTTGTC
GGGCGGGTAGCATTTATTAGATTGAAACCAATGCAGTCTTCGGGCTGGTATTGTGTTGAGTCATAATAACTGTG
CGGATCGCGCTTTTGCGCGATAAGTCGATTGAGTTTCTGCCCTATCAGCTTTGGATGGTAGGATATGGGCCTACC
ATGGCATTAACGGGTAACGGGGAATTAGGGTTTGATTCCGGAGAGGGAGCCTTAGAAACGGCTACCACATCCA
AGGAAGGCAGCAGGCGCGTAAATTACCCAATCCTGACACAGGGAGGTAGTGACAATAAATAACAATGCTCTGG
CTCTTCGAGTCGGGCAATTGGAATGAGAACAATTTAAATCCCTTAACGAGGATCAATTGGAGGGCAAGTCTGGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGAT
TTCTGTTTTGGATGTCCGGTCCGCTCCCTCTGGGAGTGCGTACTTATGGATGTTCGAGGCATTTTTTGTGAGGCT
GCCTTTCTGCCATTAAGTTGGTGGGTTGGTGGGCTTGCATCGTTTACTGTGAAAAAATTAGAGTGTTTAAAGCA
GGCGTTTGCTCATTTGAATACATTAGCATGGAATAATAAGATACGGCCTTGGTGGTCTATTTTGTTGGTTTGCAC
ACCAGGGTAATGATTAATAGGGACAGTTGGGGGTATTCATATTTCAGCGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATCGCT
GAAAGATGAGCTTAGGCGAAAGCATTTACCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAA
GATGATTAGATACCATCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTCGGGATTGGCAGTCGTTTACCTTAAATGA
CCTTGTCAGCACCGTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCCGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAA
GGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTTACCAG
GTCCAGACATAGTAAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTATGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTT
AGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGGTTAATTCCGTTAACGAACGAGACCTCCGCGTGCTAAATAGTTCCGCTTACC
ATTTTTGGTAGGTTTGTGGACTTCTTAGAGGGACTTTTGGGTAATCAAACCAAAGGAAGTTGGAGGCAATAACA
GGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGATGCGTTCAACGAGTATACAACCTTGA
TCGATAGGTCTGGGTAATCTTGTGAATGCGCATCGTGCTAGGGATAGACTGTTGCAATTTTCAGTCTTGAACGA
GGAATTCCTAGTAAACGCAAGTCATCAGCTTGCATTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCAC
CTACCGATTGAATGACTCGGTGAAAAATTGGGACCGTGAGTCCGCTTGCTTCATTGCGAGTGGATTGATGGGAA
CTTTTTTAAACCTCGCCATATGAG

>CPCM33 NCBI (EF426539)
ATAGCATGCATGTCTAAGTATAAACACTTTTATACTGTGAAACTGCGAATGGCTCATTATATCAGTTATAGTCTA
CTCGATAGTACCTTACTACTTGGATACCCGTAGTAATTCTAGAGCTAATACATGCATCAATACCCAACTGCTTGT
CGGGCGGGTAGCATTTATTAGATTGAAACCAATGCAGTCTTCGGGCTGGTATTGTGTTGAGTCATAATAACTGT
GCGGATCGCGCTTTTGCGCGATAAATCGATTGAGTTTCTGCCCTATCAGCTTTGGATGGTAGGATATGGGCCTA
CCATGGCATTAACGGGTAACGGGGAATTAGGGTTTGATTCCGGAGAGGGAGCCTTAGAAACGCAGGCTACCAC
ATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGTAAATTACCCAATCCTGACACAGGGAGGTAGTGACAATAAATAACAATGC
TCTGGCTCTTCGAGTCGGGCAATTGGAATGAGAACAATTTAAATCCCTTAACGAGGATCAATTGGAGGGCAAGT
CTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGT
TGGATTTCTGCTTTGAGCGTCCGGTCCGCTTCTGTGAAGTGTGTACTCTGGATGTTTGAGGCATTTTTTGTGAGG
ATGTTTTTCTGCCATTAAGTTGGTGGTTGAACAGACTTGCATCGTTTACTGTGAAAAAATTAGAGTGTTTAAAGC
AGGCGTTTGCTCGTTGAATACATTAGCATGGAATAATAAGATACGACCTTGGTGGTCTATTTTGTTGGTTTGCAC
ACCAGGGTAATGATTAATAGGGACAGTTGGGGGTATTCATATTTCAGCGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATCGCT
GAAAGATGAGCTTAGGCGAAAGCATTTACCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAA
GATGATTAGATACCATCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTCGGGATTGGCAGTCGTTTGTTTAAATGAC
CTTGTCAGCACCGTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCCGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAA
GGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTTACCAG
GTCCAGACATAGTAAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTATGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTT
AGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGGTTAATTCCGTTAACGAACGAGACCTCCGCGTGCTAAATAGTTCCGCTTACA
CTTTGTGTAGGTGGTGGACTTCTTAGAGGGACTTTTGGGTAATCAAACCAAAGGAAGTTGGAGGCAATAACAG
GTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGATGCGTTCAACGAGTATACAACCTTGAT
CGACAGGTCTGGGTAATCTTTTGAATGCGCATCGTGCTAGGGATAGATGGTTGCAATTTTCCATCTTGAACGAG
GAATTCCTAGTAAACGCAAGTCATCAGCTTGCATTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCACC
TACCGATTGAATGACTCGGTGAAAAATTGGGACTGTGAGTCCGTTTGCTTTATTGCGAGTGGATTTATGGGAAC
TTTTTAA
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>CPCM34
AAAGCCATGCATGTCTAAGTATAAACACTTTTGTACTGTGAAACTGCGAATGGCTCATTATATCAGTTATAGTCT
ACTCGATAGTACCTTACTACTTGGATACCCGTAGTAATTCTAGAGCTAATACATGCATAAATACCCAACTGCTT
GTCGGGCGGGTAGCATTTATTAGATTGAAACCAATGCAGTCTTCGGGCTGGTATTGTGTTGAGTCATAATAACT
GTGCGGATCGCGCTTTTGCGCGATAAGTCGATTGAGTTTCTGCCCTATCAGCTTTGGATGGTAGGATATGGGCCT
ACCATGGCATTAACGGGTAACGGGGAATTAGGGTTTGATTCCGGAGAGGGAGCCTTAGAAACGGCTACCACAT
CCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGTAAATTACCCAATCCTGACACAGGGAGGTAGTGACAATAAATAACAATGCTC
TGGCTCTTCGAGTCGGGCAATTGGAATGAGAACAATTTAAATCCCTTAACGAGGATCAATTGGAGGGCAAGTCT
GGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTG
GATTTCTGTTTTGGATGTCCGGTCCGCTCCCTCTGGGAGTGCGTACTTATGGATGTTCGAGGCATTTTTTGTGAG
GCTGCCTTTCTGCCATTAAGTTGGTGGGTTGGTGGGCTTGCATCGTTTACTGTGAAAAAATTAGAGTGTTTAAAG
CAGGCGTTTGCTCATTTGAATACATTAGCATGGAATAATAAGATACGGCCTTGGTGGTCTATTTTGTTGGTTTGC
ACACCAGGGTAATGATTAATAGGGACAGTTGGGGGTATTCATATTTCAGCGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATCG
CTGAAAGATGAGCTTAGGCGAAAGCATTTACCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCG
AAGATGATTAGATACCATCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTCGGGATTGGCAGTCGTTTACCTTAAAT
GACCTTGTCAGCACCGTATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCCGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTA
AAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTTACC
AGGTCCAGACATAGTAAGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTATGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTC
TTAGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGGTTAATTCCGTTAACGAACGAGACCTCCGCGTGCTAAATAGTTCCGCTTAC
CATTTTTGGTAGGTTTGTGGACTTCTTAGAGGGACTTTTGGGTAATCAAACCAAAGGAAGTTGGAGGCAATAAC
AGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGATGCGTTCAACGAGTATACAACCTTG
ATCGATAGGTCTGGGTAATCTTGTGAATGCGCATCGTGCTAGGGATAGACTGTTGCAATTTTCAGTCTTGAACG
AGGAATTCCTAGTAAACGCAAGTCATCAGCTTGCATTGATTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGC
ACCTACCGATTGAATGACTCGGTGAAAAATTGGGACCGTGAGTCCGCTTGCTTCATTGCGAGTGGATTGATGGG
AACTTTTTTAAACCTCGCCATAATGAG
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