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RESUMEN

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Fol) causa la marchitez vascular solo en tomate.
Aunque, las especies de Fusarium pueden ser identificadas por caracteristicas morfologicas,
los tipos patogénicos o formas especiales y razas de Fusarium oxysporum (Fo) no se pueden.
Por lo que, la presente investigacion plante6 como objetivo: Implementar un método
molecular para la deteccion e identificacion de razas de Fol presentes en la costa peruana.
La metodologia inicio con la evaluacién morfoldgica de ocho aislamientos de Fusarium
aislados de tomate, seguido de los analisis filogenéticos basados en los espacios Intergénicos
del ADN r (IGS); ademas, se realizo la deteccion de genes de avirulencia (AVR1 =S1X4,
AVR2=SIX3 y AVR3=SIX1) y fragmentos de los genes endo (pgl) y exo (pgx4)
poligalacturonasa del patégeno. La prueba de patogenicidad fue realizada en cultivares
diferenciales de tomates (Ponderosa, Momotaro, Momotaro 8 y Block) para confirmacion
de presencia de razas de Fol. Los resultados obtenidos con estas técnicas moleculares y
pruebas de patogenicidad, mostraron que solo un aislamiento, HEI 11, fue patogénico y

pertenece a Fol raza 1.

Palabras Claves: Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, Tomate, Razas, genes SIX.



ABSTRACT

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Fol) causes wilt symptoms on tomato. Although
Fusarium species can be identified by morphological characteristics, Fusarium oxysporum
pathogenic types or special forms and races can not. Therefore, the objective was to
implement a molecular method to detect and identify Fol races present in the Peruvian coast.
Morphological evaluation of eight Fusarium isolates from tomato were done followed by
phylogenetic analysis based on the intergenic spaces (1GS) of DNAr. In addition, avirulence
genes (AVR1 = SIX4, AVR2 = SIX3 and AVR3 = SIX1) and fragments of the endo (pgl)
and exo (pgx4) polygalacturonase genes of the pathogen were detected. Pathogenicity tests
were carried out on tomato differential cultivars (Ponderosa, Momotaro, Momotaro 8 and
Block) to confirm the presence of Fol races. Results obtained with these molecular
techniques and pathogenicity tests, showed that only HEI 11 isolate was pathogenic and

belongs to Fol race 1.

Keywords: Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, Tomato, races, SIX gen.



I. INTRODUCCION

El cultivo de tomate (Solanum lycopersicum) originario de América del Sur, principalmente
de Pert, Chile, Ecuador y Bolivia, fue domesticado en México e introducido a Europa a
mitad del siglo XV1. Actualmente, se ha convertido en uno de los cultivos horticolas de gran

importancia y de mayor consumo mundial.

En el afio 2017 la produccion nacional de tomate alcanz6 21. 5 mil toneladas en el mes de
diciembre, siendo Ica el mayor productor (61.9 %) seguido de Arequipa ( 16.9%) y Lima
(8.9 %) (MINAGRI, 2018) sembrandose principalmente cultivares de crecimiento
determinado con fines de industrializacion y para consumo en fresco. Sin embargo, la
rentabilidad de este cultivo se ve afectada por diversos factores, entre ellos los problemas

patoldgicos.

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici fue descrito por primera vez en Europa en el siglo
XIX; es uno de los patdgenos mas importantes en el cultivo de tomate y se encuentra
presente en varias decenas de los paises, repartidos por todos los continentes. Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici ha sido agrupado en tres razas fisioldgicas (raza 1, raza2 y raza
3) acorde a su capacidad de infectar a un grupo de cultivares diferenciales. Su
sintomatologia se manifiesta en la marchitez que comienza con amarillamiento de los brotes
y hojas, infectando a través de las raicillas e invadiendo el xilema, finalmente extendiéndose

a través de la planta. Sus dafios fluctdan en funcién a la raza y a las variedades cultivadas.

Si bien, especies de Fusarium son tradicionalmente diferenciadas por caracteristicas
morfoldgicas sobre medios selectivos. Es casi imposible identificar formas especiales y

razas de Fusarium oxysporum, usando caracteristicas morfoldgicas.



Por ello, Por ello, el empleo de plantas diferenciales como son; ponderosa, Momotaro,
Momotaro 8 y Block, han sido muy Utiles para la identificacion de estas formas especiales.
Actualmente la deteccion molecular basada en PCR usando conjunto de primers especificos
han jugado un rol muy importante asociados al propdsito de diferenciacion de formas

especiales y razas de Fusarium oxysporum.

Por lo expuesto, se plante6 como objetivos a) Implementar un método molecular de
deteccidn para identificar razas de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici en el Perd; b)
Identificar las razas de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici causantes de la marchitez

vascular en el cultivo de tomate proveniente de la costa del Per0.



I1. REVISION DE LITERATURA

2.1. Caracteristicas generales del Tomate
2.1.1. Clasificacion Taxonomica

Carolus Linnaeus en 1753 colocé al tomate dentro del género Solanum como Solanum
lycopersicum L. Sin embargo, Philip Miller en 1754 segregd un nuevo Qénero,
Lycopersicon, y colocé al tomate como Lycopersicon esculentum nombre cominmente
aceptado y aun valido (Taylor, 1986; citado por Heuvelink, 2005). Recientes estudios de
caracteristicas morfoldgicas e informacion molecular de genoma nuclear y cloroplastos,
mostré que el tomate es grupo hermano de la papa (Solanum tuberosum L.) (Kimura &
Sinha, 2008). Por lo que actualmente, el tomate es colocado en el género Solanum y se
nombra Solanum lycopersicum por Linnaeus y la palabra Lycopersicon ahora se utiliza
como uno de los nombres de las secciones de Solanum (Kimura & Sinha, 2008).

2.1.2. Descripcion del tomate

El tomate cultivado, Solanum lycopersicum, pertenece a la familia de las Solanaceas. Es una
especie diploide, con 2n= 24 cromosomas, en la cual existen numerosos mutantes

monogeénicos, algunos de los cuales son muy importantes para la seleccién (Blancard, 2011).

Segun su habito de crecimiento, las variedades de tomates pueden ser determinadas e
indeterminadas (CATIE, 1990). Las variedades de habito determinado o compacto, son del
tipo arbustivo, de porte bajo, compacta y la produccidn de frutos se concentra en un periodo
relativamente corto, poseen inflorescencias apicales. Las variedades de habito
indeterminado o ilimitado, tienen inflorescencias laterales y su crecimiento vegetativo es
continuo, donde se mantiene la dominancia de una yema vegetativa en el apice de las ramas.
La floracion, fructificacion y cosecha se extienden por periodos muy largos (CATIE, 1990;
Fornaris, 2007).



Las variedades de tomate para industrializar son de crecimiento determinado, son frutos de
maduracion uniforme y concentrada, en forma de pera o ciruela, redondos-alargado,
acorazonados o cilindricos, piel dura y alto contenido de sélidos solubles. Por otro lado, las
variedades de tomate para mesa y los tomatillos (“Cherry”) tienen por lo general héabito
indeterminado y las plantas necesitan de tutores que conduzcan su crecimiento (CATIE,
1990).

2.1.3. Fuentes de resistencia de cultivares de tomate a Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici

Los largos periodos de coevolucion entre plantas y microorganismos han permitido un
complejo mecanismo de ataque y defensa que involucra el sistema de inmunidad innata de
plantas y factor de virulencia del patégeno. El primer nivel de defensa de la planta, Ilamada
inmunidad basal, le permite el reconocimiento de moléculas microbiales conservadas, pero
puede ser suprimida por factores de virulencia microbiales conocidas como “efectores”. La
planta responde a esta supresion mediante un segundo nivel de defensa, Inmunidad basada
en genes de resistencia (R), los cuales reconocen al efector, para activar y restaurar la
resistencia a través de la respuesta inmune dirigida al efector (Birch et al., 2008; Chisholm
et al., 2006; Houterman et al., 2007).

En el tomate los genes R contra la marchitez de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici son
Ilamados genes | (por la inmunidad) (Gonzéalez et al., 2012); Takken y Rep citado por
Gonzélez et al. (2012) confirmaron la existencia de los genes de avirulencia en F.
oxysporum f. sp. lycopersici y determinaron que la ruptura de la resistencia mediada por

el gen |, es causada por la pérdida o mutacion en estos genes de avirulencia del patdgeno.

Por lo que, la lucha genética se basa en la busqueda de resistencia, generalmente
monogénicas dominantes, procedentes de especies silvestres afines de las especies
cultivadas. EIl tomate es una de las especies modelos para la utilizacion de resistencia

monogénica en las variedades cultivadas (Blancard, 2011).

Las dos especies que han aportado hasta ahora mas genes de resistencia en las variedades

cultivadas son Lycopersicon pimpinellifolium y L. peruvianum (Blancard, 2011).



En 1940, Bohn y Tucker reportaron el descubrimiento de altos niveles de resistencia a la
raza 1 en Lycopersicon pimpinellifolium. Esta resistencia es dominada por un gen dominante

(1) que fue incorporado rapidamente en los cultivares comerciales (Bohn y Tucker, 1940).

Se han identificado varios genes de resistencia polimorfica (R) en el conjunto de genes del
tomate que confieren resistencia frente a un subconjunto de razas de F. oxysporum f. sp.
lycopersici (Fol). Estos son | (inmunidad): I-1, I-2 y 1-3 (Houterman, Cornelissen, & Rep,
2008)

El Gen I e 11, procedente de Lycopersicon pimpinellifolium (“PI 79532”) y localizado en el
cromosoma 7, protege contra la raza 1 de F. oxysporum f. sp. lycopersici, pero es superada
por laraza 2 y raza 3. Este gene reconoce la proteina de avirulencia AVR1 (Blancard, 2011;
Gonzélez et al., 2012; Tello & LaCasa, 1988).

El Gen I-2, procedente de una hibridacion natural entre L. esculentum y L. pimpinellifolium
(“PI126915”) y se confiere por dos genes los cuales se asemeja al gen 11, localizado en el
cromosoma 11; reconoce la proteina de avirulencia AVR2 y confiere resistencia a la raza 1
y raza2 y parece que esta resistencia estd gobernada por dos genes dominantes, uno
aportando resistencia a la raza 1 y el otro a la raza 2. Aparentemente estos dos genes estan
unidos muy estrechamente, ya que los intentos por separarlos han fallado. No existen lineas
que sean susceptibles a la raza 1 pero resistentes a la raza 2. Si una linea es resistente a la
raza 2 es resistente a la raza 1 (Blancard, 2011; Gonzélez et al., 2012; Tello & LaCasa,
1988).

El Gen 1-3, procedente de L. pennellii (“LA716”) controlada por un gen dominante “I-3”
localizado en el cromosoma 7 y reconoce la proteina de avirulencia AVR 3, que confiere
resistencia a la raza 1, raza 2 y raza 3 de Fol (Blancard, 2011; Gonzalez et al., 2012; Pérez-
Almeida et al., 2016).



2.2. Fusarium

Fusarium es un género de los Hyphomycetes (subdivision Deuteromycotina), forma orden
Moniliales, ubicada dentro de la forma de la familia Tuberculariacea. La fase teleomorfa
pertenece a los Hypocreales (Ascomicetes). Fusarium es una de las formas de géneros mas
grandes de esta familia y de los mas dificiles taxondmicamente, de todos los grupos
fungosos (Windels, 1992).

2.2.1. Fusarium oxysporum

Fusarium oxysporum es uno de los hongos mas comunes de suelo, siendo cosmopolita cuyo
comportamiento son de dos tipos; el primero, como un saprofito comin de suelos que puede
competir con saprofitos obligados con algunos hongos que infecten raices para colonizar
tejido vegetal muerto; y el segundo, se comporta como un importante hongo vascular sobre

muchas especies de plantas a nivel del mundo (Senthilkumar et al., 2011).

Esta especie se caracteriza por invadir tejidos epidermales de la raiz, y se extiende a los
haces vasculares produciendo micelio y/o esporas en los vasos y mata a la planta por
taponamiento de vasos y/o produce toxinas quimicas (Beckman, 1987 mencionado por Arie
et al., 2007).

2.2.2. Caracteristicas morfologicas de Fusarium oxysporum

La morfologia de Fusarium oxysporum sobre PDA varia ampliamente. EI micelio puede ser
algodonoso, aéreo, abundante y a veces escaso con una coloracion variable, de blanco a
rosado durazno, pero usualmente con un tinte parpura o violeta mas intenso en la superficie
del agar (Garcés de Granada et al., 2001). En algunos aislamientos se produce en una masa
central de esporas abundantes macroconidias de tonalidades anaranjado palido a violeta
palido y pequefios esclerotes de colores marrones claros, a oscuros. F. oxysporum
usualmente produce en el agar una pigmentacion violeta claro a oscuro, pero algunos
aislamientos no producen pigmentacion en absoluto. Algunos aislamientos de F. oxysporum
mutan rapidamente a forma pionnotal (cultivo que carece de micelio aéreo) o a una colonia
micelial plana “hiimeda” con apariencia de amarrillo a naranja cuando es cultivado en PDA

(Sheifert, 1996 mencionado por Leslie y Summerell, 2006).



Este patdgeno produce tres tipos de conidias asexuales : las microconidias, que tienen de
una a dos células, son las conidias que el hongo produce con mayor frecuencia y en mayor
abundancia en todas las condiciones, y son éstas que se encuentran mas frecuentes en el
interior de las plantas; las macroconidias, conidias tipicas de Fusarium, constituidas de 3 a
5 células que se adelgazan gradualmente y se encorvan hacia ambos extremos, aparecen con
gran frecuencia sobre la superficie de las plantas que han sido destruidas por el patégeno y
por lo comun se forman en grupos similares a los esporodoquios; Yy las clamidosporas, que
estan constituidas por una o dos células, son redondas y de pared gruesa. Las clamidosporas

sobreviven en el suelo durante mas tiempo (Agrios, 1996).

2.2.3. Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici

El hongo Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Sacc.) Snyder and Hans es el agente causal

de la marchitez vascular en el cultivo de tomate (Carbonell et al., 1994).

La denominacion més comun infra especifica actual usada dentro de Fusarium es forma
especial o formas especiales (f. sp.) esta division infra especifica es reconocida en el codigo

internacional de botanica (Leslie & Summerell, 2006).

Las diferencias fisioldgicas de por si pueden ser muy usadas para distinguir formas
especiales, pero en Fusarium la forma especial es practicamente siempre definido en
términos de patogenicidad de plantas dirigidas hacia un hospedante o un grupo del
hospedante, usualmente relacionados. Actualmente, existen mas de 120 formas especiales
que han sido reportadas. Tal es el caso de F. oxysporum f. sp. lycopersici, que causa la
enfermedad de la marchitez solamente sobre tomate. Ademas, las formas especiales a su vez
pueden ser subdivididas en razas, distinguidas por su especificidad patogénica, pero esta
vez hacia un conjunto particular de lineas, variedades o cultivares del hospedante; para esta
forma especial se han identificado tres razas fisiologicas (Arie, 2010; Leslie & Summerell,
2006).

2.2.4. Parasitismo de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici

El hongo entra por el tejido cortical de la raiz e hipocotileo y se desarrolla por la via de los
agujeros causados por la emergencia de las raices secundarias y adventicias respectivamente
(Jarvis & Shoemaker, 1978). Después de la inoculacion, se observan numerosas hifas sobre

la superficie de la cabellera radicular, horas despues se ve la penetracion de la hifas dentro



de las células epidermales de la pared externa de las cabellera de las raices, no hay una
estructura especializada de penetracion; sin embargo, las hifas penetrantes poseen una
constriccion y forma una pared a la altura del punto de penetracion (Olivain & Alabouvette,
1999).

Después de la penetracion del patégeno dentro de las celulas epidérmicas, se da la
colonizacion del hongo en los espacios intercelulares, que podrian pasar de células a células
por la digestion de la pared celular, pero no suele ser muy comdn; la continuidad del
crecimiento fungico fue evidente a través de la corteza del cilindro vascular hacia los vasos
del xilema (Olivain & Alabouvette, 1999). Asi mismo, durante la colonizacion existen
reacciones de defensa en la corteza como: depdsito globular osmiofilico que ataca a las hifas
en los espacios intercelulares, cierre de papilas que limitan la penetracion del hongo dentro
de células y produccion extensa de material opaco de electrones en las células que presentan
hifas degeneradas. La reaccion de la defensa también fue observada en el xilema, los vasos
aparecieron cerrados con material granular denso en electrones, en invasiones muy intensas
se observan reacciones a nivel del endodermo, las células se deforman, distorsionan y
colapsaban creando una barrera fisica dificil para para que el hongo cruce. La
desorganizacién de las células se observan en el cilindro vascular y en la corteza, lo que
indica el crecimiento necrotrofico del patdgeno, finalmente a los 24 dias después de la

inoculacion se muestran sintomas secundarios tipicos (Olivain & Alabouvette, 1999) .

Las plantas adultas sufren sintomas parecidos a las plantulas. Asi, hojas viejas presentan
amarillamientos unilaterales, es decir que afectan a foliolos que se encuentran situados de
un lado de las hojas y de un sector del limbo, caracteristicas de las enfermedades vasculares,
la decoloracion vascular puede extenderse varios centimetros. EI hongo puede ser aislado
alrededor de 1 a 2 cm de la decoloracion ( Jarvis & Shoemaker, 1978). Las hojas tienden a
secarse totalmente pero no se caen, seguido estos sintomas secundarios alcanzan a los demas
foliolos y se generalizan al final en toda la planta, llegando a secarse totalmente y morir
(Blancard, 2011). La infeccion de la planta en condiciones comerciales usualmente no se

marchita hasta que se dé la primera fructificacion completa ( Jarvis & Shoemaker, 1978).



2.2.5. Condiciones favorables para su desarrollo de Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici

F. oxysporum f. sp. lycopersici es mas severo en suelo cuya temperatura esta en los 27°C y

28°C por lo que ataca en periodos calurosos del afio y es facilmente dispersado por medio

de microconidias ( Jarvis & Shoemaker, 1978).

Le favorecen los suelos arenosos y acidos. Asi también, la baja higrometria del suelo, los
dias cortos, la escasa intensidad luminosa. Asi también, los tejidos vegetales carentes de
fosforo, nitrogeno y calcio; los ataques por los nematodos de forman agallas y los suelos
asfixiantes sensibilizan al cultivo de tomate y favorece el desarrollo del hongo (Blancard,
2011).

2.2.6. Razas de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Fol)

El sistema de nomenclatura de raza fisioldgicas fue introducido por primera vez por
investigadores que evaluaron al patégeno Phytophthora infestans en el cultivo de papa
silvestre (Black et al., 1953). Esto es un sistema racional y conveniente, porque las razas de
patdgenos son numerosas tanto como la relacién de su virulencia a genes resistentes del
hospedante (Gabe, 1975)

F. oxysporum es un habitante comun de suelo, muchas veces inofensivo. Sin embargo, la
patogenicidad y la especificidad al hospedante de las lineas clonales ha evolucionado y
ocasiona enfermedades vasculares en cultivos tales como platano, algodon, cucurbitaceas,
melon y tomate (Houterman et al., 2008). Cada raza de estos hongos ha definido
estrictamente la especificidad al hospedante. Los aislamientos de F. oxysporum que causan
enfermedad de marchitez solo en tomate (Solanum lycopersicum ) son clasificados como F.
oxysporum f. sp. lycopersici (Inami et al., 2012). Asi tres razas fisiologicas son conocidas
hasta ahora, designadas como razal, raza2 y raza3 (Arie, 2010; Blancard, 2011; Inami et
al., 2012).

Durante la infeccién de tomate el hongo F. oxysporum f. sp. lycopersici secreta muchas
proteinas unicas, llamadas proteinas SIX, “proteinas secretadas en el xilema (SIX)”.
Algunas de estas proteinas promueven la virulencia hacia el tomate, entre ellas se han
encontrado proteinas de avirulencia que pueden desencadenar la resistencia a enfermedades

en el cultivo de tomate (Lievens et al., 2009). Se conocen tres proteinas descritas como:
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AVR1 (S1X4), AVR2 ( SIX 3) y AVR3 ( SIX 1), que actualmente son contrarrestadas por
los genes | de tomate; estas proteinas promueven la colonizacion del hospedante por la
supresion de mecanismos de resistencia basales y el conjunto de estas proteinas determinan

la virulencia del patégeno hacia un hospedante en particular (Gonzéalez, 2012).

La Raza 1: Es laraza més antigua descrita en 1886 en Inglaterra, estd ampliamente presente
en muchas zonas productoras (Blancard, 2011) y la denominaron la raza comun, raza
inespecifica (Gabe, 1975). Posee los genes de avirulencia AVRL1 (= SIX 4), AVR2 (=SIX
3) y AVR3 (=SIX 1). Es avirulento sobre lineas de tomate con gen I/1-1(Rep et al., 2003).

La Raza 2: Fue primero reportado en Ohio en 1945 (Lievens et al., 2009). Inicialmente se
describia a la raza 2 que poseian dos genes de avirulencia AVR2 y AVR3 y carecia del gen
AVR1, laraza 2 es capaz de producir virulencia a lineas de tomate que contienen genes I/1-
1 pero avirulento en lineas de tomate con gen 12. Actualmente, se ha reportado un nuevo
biotipo de raza 2 que lleva el AVR1 truncado por un transposon (avrl) (Houterman et al.,
2009, 2008; Kashiwa et al., 2016; Rep et al., 2003).

La Raza 3: Es la raza més reciente, con un area de distribucion mas limitada. Descrita en
1978 en Australia y reportado en el 2003 en el norte de América; actualmente se encuentra
distribuido en México, Japon y Brasil (Blancard, 2011; Lievens et al., 2009). La raza 3 posee
un intacto gen AVR3 igual al de las otras razas. Sin embargo, existe una mutacion en el gen
AVR 2 (avr2), lo cual le causa una pérdida en la funcion de avirulencia. Inicialmente se
pensaba que no poseia el gen de avirulencia AVR1 (Houterman et al., 2008); pero en
investigaciones actuales manifiestan que la presencia de este gen es silenciado por el
transposén Hormin (Houterman et al., 2009; Rep et al., 2004). La raza 3 es capaz de

producir virulencia a lineas de tomate que contienen los genes “I” y “I-2” (Blancard, 2011).

2.2.7. Técnicas de deteccion de razas de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici en
tomate

A. Variedades diferenciales en tomate para identificacion de razas de Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici

Para identificar razas fisioldgicas de una forma especial se utilizan cultivares diferenciales.

Este conjunto de lineas de tomates diferenciales deben tener genes de resistencia o

susceptibilidad a las razas de F. oxysporum f. sp. lycopersici (Negrete, 2013); tal es el caso
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de los cultivares: Ponderosa (i, i2, i3; semillas de Noguchi, Saitama, Japén) que es
susceptible a todas las razas de F. oxysporum f. sp. lycopersici; Momotaro (I, i2, i3; Takii
Co., Kyoto, Japon) que es resistente a la raza 1 pero susceptible a la raza 2 y raza 3; Walter
(1, 12, 13; Mie, Japon) que es resistente a la raza 1 y raza 2, pero susceptible a la raza 3 y
Block (1, 12, I3; semilla Sakata, Yokohama, Japdn) es resistente a todas las razas (Balogun
et al., 2008; Kashiwa et al., 2016).

B. Método de deteccion por PCR para identificacion de razas de Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici.

Alguna de las técnicas para determinar la diversidad genética del género Fusarium son:
Amplificacion aleatoria del ADN polimorfico (RAPD), polimorfismo en la longitud de los
fragmentos de restriccion (RFLP), polimorfismo en la longitud de fragmentos amplificados
(AFLP), repeticiones de secuencias simples (SSR) y secuenciamiento por porciones o genes
completos (Alanis-martinez et al., 2015; Balogun et al., 2008; Inami et al., 2012; Rodriguez-
molina et al., 2003).

F. oxysporum es un complejo que comprende formas especiales morfolégicamente
indistinguibles, los cuales pueden ser patogénicos o no patogénicos. Por lo que, ahora los
marcadores moleculares han comenzado a ser muy eficientes para el proposito de estudio
de diversidad genética y para la identificacion de especies, subespecies y formas especiales

de fitopatdgenos ( Alanis-martinez et al., 2015; Arie, 2010; Balogun et al., 2008).

En la actualidad, investigaciones emplean juegos de primers especificos para determinar
razas de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, una de ellas se basa en el empleo de primers
disefiados a partir de secuencias nucleotidicas parciales de genes de la endopoligalacturonas
(pg 1) y exopoligalacturonasa (pgx4) de F. oxysporum f. sp. lycopersici y radicis-
lycopersici los cuales son: uni, sp13, sp23, sprl (Balogun et al., 2008; Colak & Bigicl, 2013;
Hirano & Arie, 2006). Mientras que otros se basan en primer disefiados a partir de genes de
proteinas SIX: SIX 4, SIX 3y SIX 1, presentes en F. oxysporum f. sp. lycopersici (Hirano
& Arie, 2006; Inami et al., 2012; Martinez & Soto, 2010).
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2.2.8. Analisis filogenético

La variacion genética en hongos es promovida por la reproduccion sexual via procesos de
apareamiento, éstos pueden jugar un rol importante en la generacion de nuevas razas
patogénicas y/o resistencia a fungicidas. Las variaciones fenotipicas en F. oxysporum es
muy amplia, pero nunca se ha observado una etapa sexual en estas especies; sin embargo,
se han descrito genes de tipo de apareamiento y se ha desarrollado métodos basados en la
PCR para la determinacion de estos tipos de apareamientos (Arie, 2010).

Tres linajes evolutivos fueron encontrados en aislamientos de Fol basados en el analisis
filogenético de la region del espacio intergénico del ADN ribosémico (rDNA-IGS). Cada
linaje se compone de aislamientos estrechamente relacionados, que pertenecen
principalmente a un Gnico o un grupo de compatibilidad vegetativa estrechamente
relacionada (VCG) y un Unico tipo de apareamiento (MAT). Linaje Al, se compone de los
aislamientos que son VCG 0031 y MAT1-1; linaje A2, son aislamientos de VCG 0030 y /
0 0032 y MAT1-1, y linaje A3, pertenecen a aislamientos VCG 0033 y MAT1-2. Los
aislamientos, raza 1 y la raza 2, pertenecen a los linajes A1 0 A2, y la raza 3 pertenecen al

linajes A2 0 A3, y no existe una correlacion entre la raza y linaje (Arie, 2010).

Actualmente, se ha reportado que el mecanismo evolutivo en especies de F. oxysporum
involucra cromosomas pequefios de transferencia horizontal que transporta genes
relacionados a la patogenicidad como los SIX. Estos elementos activos mdviles en el
genoma de F. oxysporum contribuyen a la emergencia de Fol y su diversidad en la
patogenicidad (Arie, 2010; Inami et al., 2014).
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M. MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacioén del experimento

El presente experimento se realizo en las instalaciones del laboratorio e invernadero de la
Universidad de Agricultura y Tecnologia de Tokio (TUAT) y en los laboratorios e
invernaderos de la especialidad de Fitopatologia en la Universidad Nacional Agraria la
Molina (UNALM).

3.2. Patdgeno

Ocho aislamientos fueron empleados para la investigacion: HEI 1, HEI 2, HEI 3, HEI 5, HEI
6, HEI 9, HEI 10, HEI 11, brindados por la clinica de Diagnosis de Fitopatologia y como
controles positivos, se emplearon las razas diferenciales de F. oxysporum f. sp. lycopersici
MAFF 305121 (Raza 1), JCM 12575 (raza 2) y Chl12-1A (raza 3), provistos por la
Universidad de Agricultura y Tecnologia de Tokio (Tabla 1).

Para la obtencién de cultivos monosporicos los aislamientos almacenados en tubos fueron
sembrados en medio PDA, a los 7 dias de crecimiento de la colonia, se tomd una porcién de
0.5cm? y se colocd en un tubo que contenia 10 ml de agua destilada estéril, se agito en el
vortex por un minuto y se procedio a contabilizar un nimero de 10 a 20 conidias por campo
visual de 10 X, luego se tomd una gota y se extendio sobre un medio agar agua, a las 18
horas se evalud la germinacion de las conidias, las cuales fueron seleccionadas y repicadas

en medios PDA para sus respectivas evaluaciones morfoldgicas.



Tabla 1: Aislamientos de F. oxysporum obtenidos del cultivo de Tomate que fueron
empleados para el estudio.

Nombre del aislamiento Localizacion Fecha de recoleccion
HEI 1 ICA 11-2013

HEI 2 Cachiche-ICA 12-2013

HEI 3 Majes-Arequipa 06-2013

HEI 5 Subtanjalla-lca 12-2014

HEI 6 Mala-Ica 03-2016

HEI 9 Ica 12-2014

HEI 10 Ica 03-2012

HEI 11 Ica 04-2016

MAFF 305121 (Raza 1) TUAT Kawabe et al. (2005)
JCM 12575 (Raza2) TUAT Inami et al. (2012)
Chl12-1A (Raza 3) TUAT Inami et al. (2012)

3.3.ldentificacion morfoldgica de Fusarium oxysporum

Se realizo la caracterizacion morfol6gica para la identificacion del género y especie de F.
oxysporum para lo cual se tomo en cuenta el desarrollo en medio PDA como la pigmentacion
y caracteristicas determinantes de estructuras como: formacion de microconidias,
macroconidias, clamidosporas (Sheifert, 1996 mencionados por Leslie y Summerell, 2006;
Booth, 1970) y las medidas de estas estructuras fueron comparadas con descriptores
empleados por Booth (1970) y Hoog (2000).

3.4. Extraccion de ADN
3.4.1. Preparacion de los aislados para la extraccion de ADN

Los once aislamientos se sembraron en placas Petri con medio PDA y se incubaron a 25°C

durante 3-5 dias.

3.4.2. Procedimiento de extraccion de ADN

El método empleado para la extraccion de ADN fue adaptado de Saitoh et al. (2006) citado
por Balogun et al. (2008), la cual se explica a continuacion:
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A partir de cada aislamiento, se realiz6 un corte para obtener una porcién de 5mm de agar
con micelio en crecimiento activo, los cuales fueron depositados en tubos de 1.5 ml, se les
adiciono 500 ul de buffer lisis y con apoyo de un moledor se procedio a triturar el micelio,
se macer0 por un periodo de 10 minutos, luego se agrego fenol: cloroformo: isoamyl alcohol
(25:24: 1=v: v: v) y se centrifugd por 10 minutos a 12000 rpm. A continuacion, se recuperd
la fase acuosa superior, a la cual se afiadio 2ul de ARN y se incub6 a 37 °C por 30 minutos.
Enseguida se afiadié un volumen similar al colectado de iso propanol y se colocé a -20°C
por 15 minutos. Se centrifug6 a 12000 rpm por 10 minutos a temperatura de ambiente y se
descartd el sobrenadante; luego se realiz6 un lavado con 1 ml de etanol al 70% y se
centrifugd durante 5 minutos. Transcurrido ese tiempo, se eliminé el etanol y se dejaron
secar al vacio. Finalmente, el ADN fue resuspendido en 30 ul de agua ultra pura y

almacenado a -30°C.

3.4.3. Evaluacion de la calidad de ADN

Para comprobar la calidad del ADN extraido, se realizd la electroforesis en gel de agarosa.
Para lo cual, se tomd 5 ul de cada muestra y se mezcl6 con 1 ul de tampon de carga (Loading
Dye Solution), la mezcla se cargd en el gel de agarosa al 0.8% (p/v) y se dejo correr en
tampdén TAE 0.5X, a 135 voltios, durante 30 minutos. Concluido el tiempo, se procedi6 a
teiir el gel con bromuro de etidio (0.5 ug/ml) durante 15 min. Tras la tincién se coloco el

gel en un transiluminador de luz UV para visualizar la integridad del ADN.

3.4.4. Evaluacion de la cantidad de ADN

Para la cuantificacion del ADN total se empled la espectrofotometria de absorbancia a una
longitud de onda de 260nm (A260), posteriormente se ajustd a un rango de concentracion de

50 a 100 ng/ul con agua ultra pura.

3.5. Reaccion en cadena de la polimerasa

El ensayo de PCR se llevo a cabo empleando primers para amplificar la region del espacio
intergénico (IGS) del ADN ribosomal del genoma y determinar la especie (Inami et al.,
2014). Asi mismo, se emplearon primers que permitieron evaluar los genes especificos de
patogenicidad para la determinacion de las razas de F. oxysporum f. sp. lycopersici; genes
directamente involucrados en la interaccion patdégeno y hospedante, denominados genes SIX

(secretado en el xilema) (Inami et al., 2012; Mohamed et al., 2015) y los genes endo ( pgl)
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y exo ( pgx4) poligalacturonasa del patogeno (Balogun et al., 2008; Baysal et al., 2009;
Colak & Bigicl, 2013; Hirano & Arie, 2006).

3.5.1. PCR de la Region del Espacio Intergénico (IGS) del ADN r

Para la identificacion de la especie F. oxysporum se llevo a cabo mediante el empleo de
iniciadores FIGS 11 / FIGS12 (Tabla 2), que amplifica la porcién parcial de la region 1GS
de alrededor de 600bp (Inami et al., 2014).

El proceso de amplificacion se llevo a cabo en el termociclador ( TaKaRa PCR termal cycler)
cuyas condiciones fueron; incubacion a 94°C por 2 minutos; 35 ciclos de segunda
desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos, hibridacion a 61°C por 30 segundos, y elongacién

a 72°C por 30 segundos; y una extension final a 72°C por 7 minutos (Inami et al., 2012).

Tabla 2: Primer para la deteccién de la region del espacio intergénico (IGS) del ADN
ribosomal en F. oxysporum.

Especie Nombre Sentido Secuencia5'-3' Region de gen en
estudio

Fusarium FIGS11 F GTAAGCCGTCCTTCGCCTCG  Region IGS del

oxysporum FIGS12 R GCAAAATTCAATAGTATGGC  ADNr

3.5.2. Andlisis filogenético

Las secuencias nucleotidicas de la region IGS fueron arregladas con el programa GENETIX-
MAC and ENZYME X vy alineadas con secuencias de otros F. oxysporum y como grupo
externo se empled a Gibberella fujikuroi (FGSC 7610), obtenidas de la base de datos del
NCBI (Anexo 1). Para la construccion del &rbol filogenético se empled el software MEGA
7 por el método de Neighbor-Joining (NJ) (Inami et al., 2012).

3.5.3. PCR para deteccion de genes SIX (genes de Avirulencia)

Se llevo a cabo la deteccion de los genes SIX en los aislamientos identificados como F.
oxysporum. Para ello, se utilizaron los primers SIX4F1/SIX 4R1, SIX3- F1/SIX3-R2 Y P12-
F2/P12-R1 disefiados para amplificar AVR1, AVR2 y AVR3 respectivamente (Tabla 3).
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El proceso de amplificacion se llevo a cabo en el termociclador cuyas condiciones fueron;

incubacién a 94°C por 2 minutos; 35 ciclos de segunda desnaturalizacién a 94°C por 30

segundos, hibridacién a 61°C por 30 segundos, y elongacion a 72°C por 30 segundos; y una

extension final a 72°C por 7 minutos.

Tabla 3: Primer para la deteccién de genes SIX en F. oxysporum f. sp. lycopersici.

Especie Nombre Sentido Secuencia 5" - 3 Regidn de gen en
estudio
F. P12-F2 F CCCCGAATTGAGGTGAAG AVR 3
oxysporum  P12-R1 R AATAGAGCCTGCAAAGCATG AVR 3
f. sp. SIX3-F1 F CCAGCCAGAAGGCCAGTTT AVR2
lycopersici  SIX3-R2 R GGCAATTAACCACTCTGCC AVR2
SIX4-F1 F ACTCGTTGTTATTGCTTCGG AVR1
SIX4-R1 R CGGAGTGAAGAAGAAGCTAA AVR1

3.5.4. Purificacién del producto de PCR

Una vez extraido el producto de PCR y amplificado con los primer respectivos, se realizo la

purificacion del producto empleando un protocolo de Wizard SV Gel and PCR Clean up

system; seguido se realizé la reaccion de calidad de ADN usando el método de STe P descrito

por Adam, 2017. Por ultimo, se empleé el Kit ciclo de secuenciacion Big Dye Terminator

v 3.1 (Inami et al., 2012).

3.5.5. Secuenciamiento

Para tener la secuencia completa se ensamblaron manualmente los fragmentos continuos

generados por los primers “Forward” y “Reverse”, usando el programa GENETIX-MAC

and ENZYME X obteniéndose la secuencia casi completa.

La identificacion se determino en la base de datos del National Center for Biotechnology

Information (NCBI), utilizando el programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool;

https://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cqi).

17


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

3.5.6. PCR para deteccion de genes de la poligalagturonasa

Se procedi6 a identificar la presencia de una region diferente a los genes SIX que también
permitiera corroborar los datos obtenido por las otras regiones. Para ello, se empleo la
metodologia propuesta por Hirano y Arie (2006) que disefio primers especificos a partir de
regiones de genes de la exopoligalacturonasa (pgx4) y endopoligalacturonasa (pgl) (Tabla
4).

El proceso de amplificacion se llevo a cabo en el termociclador cuyas condiciones fueron;
incubacion a 94°C por 5 minutos; 45 ciclos de segunda desnaturalizacion a 94°C por 1
minuto, hibridacién a 61°C por 1 minuto, y elongacion a 72°C por 2 minutos; y una extension
final a 72°C por 10 minutos( Colak & Bigici, 2013).

Tabla 4: Primeros especificos para razas y formas especiales en F. oxysporum a partir de

regiones de la poligalacturonasa (Hirano & Arie, 2006).

Nomb. Secuencia 5" - 3' Region de gen en estudio Fo/Fol

Unif ATCATCTTGTGCCAACTTCAG  nt 170-190 of Saitama lyl pgl Fo.
Unir  GTTTGTGATCTTTGAGTTGCCA nt 841-820 of Saitama ly1 pgl

Sipl3f GTCAGTCCATTGGCTCTCTC nt 896-915 of Saitama rly pgx4 Fol.
Sipl3r TCCTTGACACCATCACAGAG nt 1340-1321 of Saitamarly pgx4 1y3
Sip23f CCTCTTGTCTTTGTCTCACGA nt 240-260 of Saitama ly1 pgl nt Fol.

Sip23r GCAACAGGTCGTGGGGAAAA  757-738 of Saitama lyl pgl 2y3

3.5.7. Electroforesis para la PCR

Todos los productos obtenidos a partir de la amplificacion por PCR con los diferentes
primers fueron evaluados por la metodologia mencionada en el item 3.4.3. en la cual solo
se vario el porcentaje del gel de agarosa a un 1.2%, ademas se incluyé uno o dos pocillos
para los marcadores de peso molecular (Gen Ruler 100 pb ADN ladder Plus o de 1Kb DNA

ladder) como referencia para estimar el tamario de los fragmentos amplificados.
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3.6. Prueba de patogenicidad

La prueba de patogenicidad fue realizada en el invernadero de la Clinica de Diagnosis, bajo
dos condiciones climaticas; en los meses de marzo a abril y en los meses de mayo a junio.

Para el cual, se usaron los aislamientos que dieron positivo a la prueba molecular.

3.6.1. Preparacion del inéculo de Fusarium

Se utilizo caldo papa dextrosa estéril (PDB: papa 200g, dextrosa 15¢, y agua destilada 1000
ml) dispensados a un volumen de 40 ml en frascos de Erlenmeyer (capacidad 100 ml). Luego
se procedio a colocar en el caldo una pequefia porcion (< 0.5 cm?) de PDA con micelio de
cada uno de los aislamientos a evaluar y los controles positivos. Este caldo con el in6culo se
mantuvo en agitacion a 120 rpm a temperatura ambiente durante 5 dias para produccion de
las bud cell (esporas), que fueron usadas como inéculo (Balogun et al., 2008; Inami et al.,
2012). Terminando el periodo de incubacion, se filtrd la solucion con ayuda de una gasa en
tubos de 50 ml, inmediatamente se procedi6 a un centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos,
después de este tiempo se elimino el sobrenadante y se quedo con el precipitado, donde se
encontraron las bud cell, a esta suspension se le agregé 10 ml de agua destilada y se

homogenizo en vortex (Balogun et al., 2008).

3.6.2. Conteo de bud cell en cdmara de Neubauer

A partir de la suspension de bud cell obtenida en el paso anterior, se tomé una alicuota para
contabilizar las esporas en la camara de Neubauer (hematocimetro) presentes en los 5
cuadrantes como se detalla en la Figura 1, se contabilizaron las esporas presentes en la
primera lineas de arriba y de la izquierda, no asi las esporas que se encontraban en la linea
de abajo y de la derecha, las observaciones se hicieron usando un aumento de 400 X (Ames
de Icochea, 2004).

El nimero de conidias por mililitro se obtuvo de acuerdo a la metodologia empleada en las
investigaciones realizadas por el laboratorio de la TUAT.

Conidias /ml= Sumatoria de Bud cell de los 5 cuadrantes x 0.5 x 10°x 10?
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Figura 1. Contabilizacién de bud cell de F. oxysporum en la cdmara de Neubauer.

Finalmente, cada suspension obtenida fue ajustada a la concentracion de 1 x 10 7 bud cell
ml (Balogun et al., 2008; Inami et al., 2012).

3.6.3. Prueba de la patogenicidad para la determinacion de las razas de Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici

Para la evaluacion se sembraron semillas de tomate de cada cultivar diferencial (Ponderosa,
Momotaro, Momotaro 8, Block) en potes de plastico (7cm-diam.) con sustrato estéril. Por
aislamiento se instalo tres potes que contenian dos semillas cada uno, esto se realizé en los
4 cultivares diferenciales, haciendo un total de 6 plantas por aislamiento de cada cultivar.
Después de 21 dias de la siembra, se procedid a realizar heridas en las raices introduciendo
una espatula de plastico a nivel radicular. Seguido, se inoculé por drench, 1 ml de la

suspension a una concentracion de 1 x 10 ” bud cell mI* por planta.

A la cuarta semana después de la inoculacion se evaluaron los sintomas externos de cada
planta, empleando una escala de 0 a 4. Siendo 0, sin sintomas de marchitez o amarillamiento;
1, las hojas de la base estan amarillentas; 2, las hojas bajas y superiores estan amarillentas;
3, las hojas de abajo estan amarillentas, marchitas y las hojas superiores estan amarillentas;
4, todas las hojas estan amarillentas y marchitas o plantas muertas (Inami et al., 2012)(Figura
2y Tabla5).

Concluida la evaluacion de los sintomas externos, inmediatamente se procedio a cortar a un
mismo nivel todos los tallos (1 cm del sustrato) de manera transversal y se evalud el

pardeamiento del cilindro vascular; donde el grado O representa una planta sana, con 0%
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de dafio en el cilindro vascular; grado 1, 1 a 25% de dafio en el cilindro vascular; grado 2,
26-50%; grado 3, 51-75%; grado 4, 76-100% como lo describe la Tabla 6, escala adaptada
de Kashiwa et al. (2016) y empleada en el laboratorio de TUAT. Las evaluaciones se

promediaron y se compararon bajo un disefio estadistico DCA factorial.

Tabla 5: Escala de evaluacion en grados para la severidad por sintomas externos de plantas

diferenciales de tomates causados por F. oxysporum f. sp. lycopersici.

Grado Clasificacion
0 Sin sintomas de marchitez o amarillamiento.
1 Las hojas de la base estan amarillentas.
2 Las hojas bajas y superiores estan amarillentas.
3 Las hojas de abajo estan amarillentas y marchitas y las hojas superiores

estan amarillentas

4 Todas las hojas estdn marchitas y amarillentas o plantas muertas.

Fuente: Inami et al.(2012).

Grado 1 Grado 2 Grado 3 Grado 4

Figura 2. Escala de evaluacion en grados para la severidad por sintomas externos de en el

cultivo de tomate causados por F. oxysporum f. sp. lycopersici.

21



Tabla 6: Esquema de evaluacion en grados para la severidad de F. oxysporum f. sp.
lycopersici a nivel de sintomas ocasionados en el cilindro vascular en el cultivo de tomate.

Grafico Severidad (%) Grado
O ° °
@ 1-25 1
© 26-50 2
O 51-75 3
o 76-100 4

Fuente: Basada en comunicacion personal con Akai, kotaro (20 marzo, 2016).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. ldentificacion Morfoldgica

Las ocho cepas brindadas por la Clinica de diagnosis, las cuales fueron aisladas de cultivos
de tomate provenientes de la costa central del pais fueron identificadas como F. oxysporum,
de acuerdo a las caracteristicas morfoldgicas de las colonias en el cultivo PDA y

caracteristicas microscopicas.

En cuanto a las caracteristicas morfoldgicas de la colonia, se evalud la tasa de crecimiento
en el medio de cultivo PDA, la cual oscilé entre 5 a 7 cm al séptimo dia de evaluacién (Tabla
7). Para dos aislamientos: HEI 1, HEI 11 produjeron colonias con micelio de coloracion
violacea sobre y bajo la superficie de los aislamientos (Figura 3 y 6); para los aislamientos:
HEI 2, HEI3, HEI 5, HEI 6, HEI 9, HEI 10 la pigmentacion fue de una tonalidad blanca
sobre la superficie y en el reverso de la placa la coloracion fue de violacea clara a violacea
oscura (Figura 4 y 5). El desarrollo micelial de las colonias se caracterizd por tener un

crecimiento radial y concéntrico, con micelio afelpado y algodonoso



Tabla 7: Caracteristicas de la colonia de los aislamientos de Fusarium oxysporum brindados
por la clinica de Diagnosis de Fitopatologia crecidos en medio PDA.

Aislamiento Tasa de Pigmentacion Caracteristicas de la
crecimiento colonia
(Dia7)
HEI 1 6.3cm Superficie: violaceo claro, reverso: Crecimiento radial,
violaceo. afelpado.
HEI 2 6.7 cm Superficie: blanca, reverso: violaceo Crecimiento radial,
0Scuro. afelpado.
HEI 3 5.0cm Superficie: blanca, reverso: violaceo Crecimiento radial,
oscuro y bordes blanquecinos. algodonoso.
HEI 5 6.3cm Superficie: blanca y reverso: violaceo  Crecimiento concéntrico,
claro. afelpado.
HEI 6 5.8cm Superficie: blanca, reverso: violaceo Crecimiento radial,
oscuro. afelpado
HEI 9 6.3 cm Superficie: blanca, reverso: violaceo Crecimiento concéntrico,
claro con borde blanco. algodonoso
HEI 10 7.0cm Superficie: blanca, reverso: violaceo. Crecimiento concéntrico,
afelpado
HEI 11 55cm Superficie: violacea con borde Crecimiento conceéntrico,
blanquecino, reverso: violaceo. afelpado

evaluada bajo la superficie).



Figura 4. Colonia HEI 2 en medio PDA (C: colonia evaluada sobre de superficie, D: colonia
evaluada bajo la superficie); colonia HEI 3 en medio PDA (E: colonia evaluada sobre de
superficie, F: colonia evaluada bajo la superficie); colonia HEI 5 en medio PDA (G: colonia
evaluada sobre de superficie, H: colonia evaluada bajo la superficie).



Figura 5. Colonia HEI 6 en medio PDA (I: colonia evaluada sobre de superficie, J: colonia
evaluada bajo la superficie); colonia HEI 9 en medio PDA (K: colonia evaluada sobre de
superficie, L: colonia evaluada bajo la superficie); colonia HEI 10 en medio PDA (M:
colonia evaluada sobre de superficie, N: colonia evaluada bajo la superficie).



Figura 6. Colonia HEI 11 en medio PDA (O: colonia evaluada sobre de superficie, P:

colonia evaluada bajo la superficie).

De acuerdo a las caracteristicas microscopicas evaluadas después de 15 dias de incubacion,
en los ocho aislamientos (HEI 1, HEI 2, HEI 3, HEI 5, HEI 6, HEI 9, HEI 10, HEI 11) se

observd-la presencia de microconidias de forma oval a eliptica, cuyas mediciones oscilaron

entre: 6.72 - 11.34 x 2.64 -3.48 um, usualmente sin septas y en ocasiones solo presentd una

septa. Las macroconidias obtuvieron mediciones desde 25.2 -29.28 x 3.58- 4.44 um, con 3 a

5 septas; ligeramente curvadas con la presencia de una célula pie y las clamidosporas fueron

simples a doble de diametros de 6.86- 12.64 um. (Tabla 8 y Figura 7).

Tabla 8: Mediciones de las estructuras de los ocho aislamientos HEI, identificados como

Fusarium oxysporum.

Aislamiento Microconidia Macroconidia clamidospora
Tamafio septas Tamario Septas  Diametro  Descripcion
HEI 1 11.34 x Oal 26.46 X 3a4 10.985 Simple/Pares
3.48 3.84
HEI 2 6.72 x 2.64 0al 27.36 x 3a5 8.905 Simple/pares
4.44
HEI 3 10.02 x 0 33.18 x 3a5 7.64 Simple/Pares
3.06 4.26
HEI 5 8.94x3.36 Oal 25.2x4.38 3a4 8.35 Simple/Pares
HEI 6 7.14x2.64 Oal 29.28 x 3a4 9.36 Simple
4.38
HEI 9 11.5x 3.05 Oal 26.28 x 3a4 8.43 Simple/Pares
4.18
HEI 10 10.9x2.8 Oal 25.6 x 3.58 3a5 6.86 Simple
HEI 11 8.94 x3.48 0 27 x4.44 3a4 12.64 Simple

27



Figura 7. Caracteristicas de estructuras de las colonias aisladas. A-B: Clamidospora; D-E:
microconidioforo; F: Microconidias; G: Célula pie en macroconidias; H-I: macroconidias
con 3 a 4 septas.




En nuestros aislamientos identificados como F. oxysporum se observaron variaciones en
cuanto al color y crecimiento de las colonias, cultivadas en medio PDA. Esto resultados
coinciden con la descripcion de Arbeldez (2000) quien manifiesta que una de las dificultades
encontradas para la identificacion de especies de F. oxysporum es la frecuente variacion
observada en las caracteristicas culturales de la colonia del hongo y en tamafio de las esporas.
Asi mismo, Waite (1960) atribuye que estas variaciones se deben a la presencia de muchos

clones en F. oxysporum y la frecuente mutacion en medio de cultivo PDA.

Sin embargo, se logré la identificacién a nivel de especie; ya que las mediciones de las
estructuras asexuales como: microconidias, macroconidias y clamidosporas coincidieron
con los descriptores propuestos por Hoog (2000), Booth (1970) y Leslie y Summerell (2006)

para la especie de F. oxysporum.

4.2. Extraccion de ADN

El ADN de los aislamientos HEI obtenidas por el método de extraccion propuesta por Saitoh
et al. (2006) fue exitoso y puedo ser visualizado en gel de agarosa al 0.8 %, para todos los

aislamientos la cantidad del ADN oscil6 entre 51 a 86 ng /ul (Figura 8).

El protocolo de extraccion de ADN empleado para nuestra investigacion descrito por Saitoh
et al. (2006) permitio obtener ADN de buena calidad y de una manera mas rapida, a partir
de una pequefia porcion de agar con micelio (0.5 cm2) y no fue necesario emplear nitrogeno

liquido.

Figura 8. M: A DNA Hind loader; Linea 1,2,3,5,6,9,10,11, aislamientos evaluados HEI 1,
HEI 2, HEI 3, HEI 5, HEI 6, HEI 9, HEI 10, HEI11, respectivamente; Linea R1, R2, R3,
Razas 1,2,3 de F. oxysporum f. sp. lycopersici; respectivamente.
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4.3. Reaccion de la cadena de la polimerasa
4.3.1. PCR de la region Intergénica del ADN r (IGS)

En todos los aislamientos se logré amplificar la region 1IGS con el uso de los primers FIGS11
y FIGS12, los productos fueron visualizados por electroforesis en gel de agarosa al 1.2%
observandose una Unica banda de alrededor de 600 pares de bases, como se puede apreciar
en la Figura 9. Esto indicaria que todos los aislamientos evaluados pertenecen a F.
oxysporum, confirmando la caracterizacion morfologica; ya que en investigaciones
realizadas por Balogun et al. (2008), Inami et al. ( 2014); Kawabe et al. (2005) han

demostrado el uso exitoso de dichos primers para identificacion de Fusarium oxysporum.

Debido a que las regiones IGS son regiones espaciadoras que separan unidades repetitivas
de ADN ribosomal que evolucionan muy rapido; es til para inferir filogenia entre taxones
cercanamente relacionados. Es decir, esta region se emplea para caracterizacion y
discriminacion de especies de hongos (Bravo, 2013; Keigo Inami et al., 2010; Kawabe et
al., 2005; Mohamed et al., 2014; Mohamed et al., 2015; Otero, Ducasse, & Miller, 2004).
Las especies estrechamente relacionadas pueden mostrar una considerable diversidad en la
region IGS, manifestandose en variaciones frecuentes en cuanto a longitud y secuencia; lo
que permite la diferenciacién entre especies cercanas genéticamente relacionadas (Appel &
Gordon, 1995; Gomez, 2008). Asi mismo, Kawabe et al. (2005) demostré la utilidad de la
secuencia IGS en la clasificacion de variaciones moleculares dentro de F. oxysporum f. sp.

lycopersici.

Figura 9. Identificacion de F. oxysporum, mediante PCR de la region IGS empleando los
primer FIGS11/FIGS12. M: Marcador; 1,2,3,5,6,9,10,11 son aislamientos HEI de Perd.
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4.3.2. Andlisis Filogenético de la Region IGS

Se realizo la construccion filogenética de la regién IGS del ADN r (Figura 10) mediante el
software MEGA 7(Kumar et al., 2015) por el método de Neighbor-Joining (NJ) elaborado a
partir de los alineamientos obtenidos de la region IGS de los aislamientos y de las secuencias
obtenidas de formas especiales de F. oxysporum que fueron tomados de la base de datos
NCBI, con una prueba de bootstrap (1000 réplicas) para evaluar el soporte de agrupaciones.
Se observd un ordenamiento de los ocho aislamientos (Tabla 1) dentro del grupo
perteneciente a F. oxysporum pero separadas de Gibberella fujikuroi (FGSC 7610), especie
que es empleada como grupo externo en muchas de las investigaciones de filogenia de F.
oxysporum (Kawabe et al., 2005). Corroborando asi la identidad de nuestros aislamientos a

nivel de especie.

En el arbol filogenético también se puede apreciar que hay un reagrupamiento dentro de la
forma especial de F. oxysporum f. sp lycopersici, a partir del cual se podria inferir que existe
una variabilidad genética en la region de los espacios intergénicos; de igual manera, en el
caso de nuestros aislamientos es posible observar que se encuentran separados entre si, lo
cual podria demostrar la existencia de polimorfismo en las secuencias de IGS evaluadas. Ya
que, segun Silva et al. ( 2014) y Alanis-martinez et al. (2015), las cepas de las formas
especiales de F. oxysporum pueden tener una informacién genética muy distinta atribuida a

su origen polifilético.

Con respecto a los aislamientos HEI 1 y HEI 3, éstos fueron agrupados dentro del clado 1y
HEI 2, HEI 5, HEI 6, HEI 9, HEI 10, HEI 11 se encuentran entre los clado 2 y clado 3 de F.
oxysporum f. sp. lycopersici dentro de la filogenia IGS. Cabe resaltar que todos los
aislamientos de Fol hasta ahora estudiados pertenecen a uno de los tres clados (A1-A3); lo
que sugiere una relacion polifilética con al menos 3 origenes. No existe ninguna relacion
entre las razas de Fol y los clados; es decir, el agrupamiento de los aislamientos a nivel de
clado no indica la patogenicidad del aislamiento, solo refiere al grado cercania en relacion
con los Fol y otros F. oxysporum no patogénicos u otras especies de Fusarium (Appel &
Gordon, 1995; Kawabe et al., 2005). Sin embargo, particularmente para este estudio se
realizd6 comparacion de las secuencias nucleotidicas con las secuencias de los Fol
procedentes de Japon, por la cual se mantiene la relacion en la que las razas 1 de Fol
pertenecen al clado 2, las razas 2 de Fol pertenecen al clado 1 y las razas 3 de Fol pertenecen
al clado 3 a excepcion de Kochi-1 que esta ubicado en el Clado 2 (Inami et al., 2014; Kawabe

et al., 2005).
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Al encontrarse nuestros aislamientos muy cercanamente relacionados con los F. oxysporum
f. sp. lycopersici no se puede asociar a que sean patogénicos o no patogenicos; porque segln
Mes et al. (1999) mencionado por Kawabe et al. (2005), en las colecciones de Fol no se ha
encontrado una relacion entre las razas y grupos polifiléticos reportados. Asi mismo, Arie
(2010) tiene como hipdtesis que los F. oxysporum no patogénicos dieron origen a Fol durante
su asociacion saprofitica con el tomate después del inicio de la domesticacion y la actividad
de elementos moviles en el genoma de F. oxysporum lo que pudo contribuir a la emergencia
de Fol y a su diversidad patogénica. Ademas, Inami et al. (2014) report6 aislamientos de F.
oxysporum no patogénicos aislados de tomate provenientes de los Andes de Perl que fueron
agrupados dentro de clados Al, A2 y A3 de F. oxysporum f. sp. lycopersici lo que sugiere

que podrian ser ancestros de comun de Fol.

Se ha reportado que la region IGS no brinda precision al detectar formas especiales, debido
a que los determinantes de la especificad del hospedante puede transferirse horizontalmente
entre cepas de F. oxysporum de diferentes linajes. Este intercambio genético hace que sea
dificil desarrollar primers para la deteccion especifica de una forma especial dada. Por ello,
los marcadores moleculares basados en los determinantes genéticos de la patogenicidad son
promisorios para distinguir la forma especial (Silva et al., 2014; VVan Der Does et al., 2008)
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— SUF-1330
MAFF103038 F. oxysporum f.sp. lycopersici RAZA 2
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% |B-3 F. oxysporum f.sp. lycopersici RAZA 2 a 0
NBRCE531 F. oxysporum f.sp. lycopersici RAZA 2
97 MAFF103043  F. oxysporum f.sp. fycopersici RAZA 2
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Figura 10: Andlisis filogenético de espacios intergénicos (IGS) de secuencias nucleotidicas
de F. oxysporum donde se observa la agrupacion en clados pertenecientes a F. oxysporum f.
sp. lycopersici.



4.3.3. PCR para deteccion de genes de Avirulencia (gen SIX)

De acuerdo a los resultados obtenidos, HEI 11 es el Gnico aislamiento que evidencio los tres
genes de avirulencia (AVR1, AVR2 y AVR3). En la Figura 11, se observa el producto de
amplificacion del gen de avirulencia AVR1 (=SIX 4) y su tamafo fue similar al control
positivo R1 (raza 1). Ademas, en la Figura 12 se observa la amplificacién del gen de
avirulencia AVR2 (=SIX 3), el cual mostré un producto amplificado similar a los controles
positivos R1, R2 (raza 2), R3 (raza 3). Y, por ultimo, en la Figura 13, se observa el producto
de amplificacion para el gen de avirulencia AVR3 (=SIX 1) y similar a los controles
positivos R1, R2 y R3. Para los otros aislamientos HEI 1, HEI 2, HEI 3, HEI 5, HEI 6, HEI
9, HEI 10, se observaron productos de amplificacion solo para el gen AVR2; sin embargo,

los tamarios fueron diferentes a los controles positivos.

Al comparar las secuencias de los genes SIX 4, SIX 3, SIX 1 obtenidos del aislamiento HEI
11, mediante un analisis de alineamiento de secuencias usando el programa BLAST (Anexo
2, 3y 4), se confirmd su alto grado de identidad con los genes SIX reportados para F.
oxysporum f. sp. lycopersici con un porcentaje de identidad de 100%, 99% y 98%

respectivamente tal como se muestra en la Tabla 9.

Figura 11: Producto de PCR obtenido a partir de ADN obtenido de micelio puro con los
primer SIX 4F1/S1X 4 R1. Linea R1: Razal, Linea R2: Raza 2, Linea R3: Raza 3, controles
positivos; Linea 1,2,3,5,6,9,10,11 Aislamientos de Peru; Linea C: control negativo.
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Figura 12: Producto de PCR obtenido a partir de ADN obtenido de micelio puro con los
primer SIX 3 F1/R2. Linea R1: Razal, Linea R2: Raza 2, Linea R3: Raza 3, controles
positivos; Linea 1,2,3,5,6,9,10,11 Aislamientos de Peru.

T°Hibridation:61°C

Figura 13:Producto de PCR obtenido a partir de ADN obtenido de micelio puro con los
primer P12 F2/P 12 R1/. Linea R1: Razal, Linea R2: Raza 2, Linea R3: Raza 3, controles
positivos; Linea 1,2,3,5,6,9,10,11 Aislamientos de Peru.



Tabla 9: Resultados del analisis BLAST de las secuencias nucleotidicas de los genes de
avirulencia (SIX4, S1X3, SIX1) del aislamiento HEI 11.

Iniciadores Identidad Cobertura E Max.
value Identidad

SIX4 R1/F1 Fusarium oxysporum f. sp. 99% 0 100%
lycopersici gen SI1X4
SIX3 R2/F1 Fusarium oxysporum f. sp. 91% 0 99%

lycopersici gen SIX3
P12 R1/F2 Fusarium oxysporum f. sp. 97% le-174 98%

lycopersici gen SIX1

Las proteinas efectoras en hongos son secretadas dentro del espacio extracelular, las cuales
pueden actuar a este nivel o pueden ser absorbidos por las células de la planta e interactuar
con objetivos intracelulares (Houterman et al., 2007). Ese juego de proteina efectoras,
determina la virulencia de un patdégeno hacia un hospedante en particular (Gonzélez et al.,
2012). Para el caso de las proteinas relacionadas a la patogenicidad de F. oxysporum f. sp.
lycopersici. Rep et al. (2003) describen que se encuentran acumuladas en la savia del xilema
tras la infeccion y éstos promueven la virulencia de este patdgeno hacia el tomate. Entre
ellos se reportaron 3 genes de avirulencia AVR1 (=SIX4), AVR2 (=SIX 3) y AVR3 (=SIX
1). Por lo que, las razas de F. oxysporum f. sp. lycopersici pueden ser determinadas por la
combinacion de estos genes AVR (Inami et al., 2012). Por lo tanto, se puede inferir que la
amplificacion de los genes de avirulencia en el aislamiento HEI 11, indicarian que su
identidad corresponde a F. oxysporum f. sp. Lycopersici; ya que, numerosas investigaciones,
reportan estos genes SIX 1, SIX 3, SIX 4 como parte exclusiva de aislamientos de F.
oxysporum f. sp. lycopersici y no en otras formas especiales o aislamientos no patogénicos
(Lievens et al., 2009).

Asimismo, los resultados obtenidos indicarian que solo el aislamiento HEI 11 perteneceria
a laraza 1; ya que, fue el Unico aislamiento que amplificé el gen de avirulencia AVRL1, que
solo es detectado en laraza 1 y no en laraza 2 o raza 3 (Houterman et al., 2009; Inami et al.,
2014). Ademas, amplificaron los genes de avirulencia AVR 2 y AVR3. Inami et al. (2012)
describe que basados en los genes AVR, la presencia de los tres genes de avirulencia: AVR1
(S1X4), AVR 2 (SIX 3) y AVR 3(SIX 1) corresponden a la Raza 1 de F. oxysporum f. sp.

lycopersici.
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Sin embargo, en los aislamientos HEI 2, HEI 3, HEI 5, HEI 6, HEI 9 y HEI 10 se observo
una banda de amplificacion para el AVR2 (=SIX 3) (Figura 12), cuyo tamafio difiere a los
controles positivos; asi mismo, no se evidencié producto del gen de avirulencia AVR3
(=S1X1). Houterman et al. (2009) e Inami et al. (2012) describen que la raza 2 contiene una
secuencia idéntica al AVR 2 de laraza 1y, para el caso de la raza 3 la secuencia del AVR 2
solo difiere en puntos Unicos de mutacion, que son tres sustituciones de nucle6tidos (G121A,
G134 A, G137 C), cuya nomenclatura es avr2. Ademas, Inami et al. (2012) menciona que la
raza 2, carece de AVRL, pero posee AVR2 y AVR3 y en el caso de la raza 3, carece de
AVR1, pero posee la avr2 y AVR3. Por lo tanto, se descartaria que alguna de estos

aislamientos pertenecen alguna de las dos razas.

4.3.4. PCR para deteccion de genes de la poligalacturonasa de Fusarium
oxysporum

En la Figura 14 se puede observar que el aislamiento HEI 11 logré amplificar para el juego

de primer Uni (672bp) con igual tamafio de banda con respecto a los controles positivos R1,

R2, y R3. Asi tambiéen, amplifico para el set de primers spl3 (445bp) y no se evidencio

ningun producto amplificado para el set de primers sp23.

Los resultados de la amplificacion del aislamiento HEI 11 con el conjunto de primers: Uni,
spl3, sp23 fue colocado en la tabla 10 y se compard con patrones moleculares de razas de
Fol obtenidos por Hirano y Arie (2006).

sp23-r/f
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Figura 14. Electroforesis de productos de PCR usando juego de primers Uni (672 bp), sp13
(445 bp), sp23 (518bp) para el aislamiento HEI 11.

Tabla 10 . Comparacion del aislamiento HEI 11 con respecto a la evaluacion de la
identificacion de F. oxysporum (razas Fol) en base a los resultados de la PCR con conjuntos
de primers especificos realizados por Hirano y Arie (2006).

Set de primer
AISLAMIENTOS

Uni Sp13 Sp23 Descripcion
Fol RAZA 1 + + - Razas de Fol descritas por
Fol RAZA 2 + - + Hirano y Arie (2006)
Fol RAZA 3 + + + Con set de primers
HEI 11 + + - Aislamiento en evaluacion

Debido a que las poligalacturonasas (PGs) son las primeras enzimas producidas cuando entra
en contacto con el hospedante (Jones et al., 1972 citado por Bravo, 2013) juegan un papel
importante en el desarrollo de la infeccion al menos en dos fases: penetracion de la corteza
de la raiz, con el fin de alcanzar el sistema vascular; y colonizacion y difusién del hongo
hacia la parte superior a traves de los vasos del xilema (Beckman 1987 citado por Bravo
2013). Por lo que, Hirano y Arie (2006) disefiaron primers especificos a partir de secuencias
nucleotidicas parciales de genes como la endopoligalacturonas (pg 1) vy
exopoligalacturonasas (pgx 4) de aislamientos de Fol y F. oxysporum f. sp. radicis-
lycopersici que fueron: Uni, sp13, sp23, sprl que permitieron la confirmacion del aislamiento
HEI 11 como raza 1 de Fol.

El juego de primer Uni (672bp) amplifico un producto con un mismo tamafio de banda con
respecto a los controles positivos R1, R2, y R3, confirmando la presencia de F. oxysporum.
Ademas, amplifico para el set de primers sp13 (445bp), el cual indica que el aislamiento HEI
11, pueda pertenecer a laraza 1 o raza 3; sin embargo, al no amplificar con el juego de primer
sp23 (518 bp), el cual sélo amplifica para raza 2 o raza 3, se descarto que el aislamiento HEI
11, pueda pertenecer a la raza 3. Con lo que se valida que, a nivel molecular el aislamiento
HEI 11 pertenece a F. oxysporum f. sp. lycopersici raza 1. Dicha combinacion de set de
primers han resultado exitosos para diferenciar los tipos patogénicos de Fol en
investigaciones realizadas por Baysal et al. (2009), Colak & Bigicl (2013) y Kawabe et al. (
2005)
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4.4. Prueba de patogenicidad

Todos los aislamientos brindados por la Clinica de diagnosis de fitopatologia aislados a partir
de plantas de tomate produjeron colonias con caracteristicas morfologicas y moleculares
propias de F. oxysporum. Sin embargo, de estos aislamientos solo el aislamiento HEI 11
causo los sintomas caracteristicos de la marchitez vascular producidas por Fol en el cultivar
susceptible (Ponderosa), observandose en la segunda semana después de la inoculacion, una
ligera decoloracion a nivel de las venaciones de las hojas, amarillamiento en las hojas basales
y epinastia. En la tercera semana, se pudo observar sintomas como marchitez y muerte total
de la planta. A la cuarta semana, en la Gltima evaluacion, se observd pequefias lesiones a
nivel del cuello de la planta; ademas al realizar el corte a nivel de cuello se pudo notar una
decoloracién vascular solo en los controles positivos y en el aislamiento HEI 11 (Figura
15,16,17 y 18). Fue posible apreciar estos sintomas a una temperatura promedio de 31 °C.
Sin embargo, cuando las temperaturas en los meses de mayo a junio fueron de 21°C la

sintomatologia no fue evidenciada en ningun aislamiento.

Figura 15. Sintomas presentados en la segunda semana de evaluacién en la prueba de
patogenicidad de F. oxysporum f. sp. lycopersici en el cultivo de tomate, A: Amarillamiento
de hojas basales; B: Decoloracion en venaciones; C: Epinastia.
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Figura 16. Sintomas presentados a la tercera semana de evaluacion, en la prueba de
patogenicidad de F. oxysporum f. sp. lycopersici en el cultivo de tomate, A: Marchitez; B:
Muerte total de la planta.

Figura 17. Sintomas presentados a la cuarta semana de evaluacion, en la prueba de
patogenicidad de F. oxysporum f. sp. lycopersici en el cultivo de tomate, A: dafio a nivel de
cuello y B-C: decoloracion vascular.



TESTIGO

Figura 18: Sintomatologia evaluada en el cultivar ponderosa a la cuarta semana de
inoculacidn con los aislamientos. Testigo, no existe dafio a nivel de cuello; Raza 1, un ligero
dafio y muerte total de la planta y HEI 11, dafio a nivel de cuello y un ligero amarillamiento
en hojas basales.

En latabla 11 se muestra el comportamiento de patogenicidad del aislamiento HEI 11 frente
a los cultivares diferenciales, solo el cultivar Ponderosa mostrd susceptibilidad al igual que
los controles positivos R1, R2 y R3. Sin embargo, no se observd sintomatologia en el cultivar
Momotaro, resistente solo a la Raza 1; en el cultivar Momotaro 8, resistente a las razas 2 y
raza 3; ni tampoco en el cultivar Block, resistente a todas las razas (Tabla 11). Ademas, en
el andlisis estadistico para estos tres ultimos cultivares diferenciales, el aislamiento HEI 11

no mostro diferencia estadistica significativa con la raza 1 (Figura 19 y Anexo 5).

Tabla 11: Identificacion de la raza del aislamiento HEI 11 inoculados en cultivares
diferenciales (Ponderosa, Momotaro, Momotaro 8 y Ponderosa).

CULTI HEI11 R1 R2 R3
POND S S S S
MOMO R R S S
MOMO 8 R R R S
BLOCK R R R R
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Figura 19. Severidad del aislamiento HEI 11 y controles positivos de las tres a razas (R1,
R2 y R3) de Fol frente a cuatro cultivares diferenciales de tomate.

Las sintomatologias observada del aislamiento HEI 11 en el cultivar Ponderosa concuerda
con lo descrito por Walker (1971) para los sintomas de F. oxysporum f. sp. lycopersici dentro
de un invernadero, los cuales comienzan con una ligera decoloracién a nivel de las
nervaduras de las hojas, seguido de un decaimiento del peciolo (epinastia) y con un
amarillamiento que comienza con las hojas basales y avanzan sucesivamente sobre las hojas
jévenes seguida de una marchitez y pardeamiento de las células vasculares. Por lo cual, se
puede inferir que el aislamiento HEI 11 logré infectar a nivel vascular al cultivar susceptible;
ya que segun Negrete (2013) indica que al desarrollarse el patégeno dentro del sistema
vascular de la planta se produce una obstruccion y destruccién de los vasos en especial el
xilema de manera que el transporte del agua y nutrientes se dificulta, lo que conduce al
marchitamiento parcial o total de la planta.

Walker (1971) menciona que el grado de aparicion y desarrollo de la sintomatologia es
afectado principalmente por dos factores: La temperatura del aire y la temperatura del suelo.
Lo que tuvo mucha relacion con nuestros resultados; ya que, en condiciones de otofio bajaron
las temperaturas, llegando a ser en promedio 21.2 °C, en este ambiente el aislamiento HEI
11, no mostrd sintomatologia caracteristica durante este tiempo de evaluacion. Sin embargo,
con las temperaturas del mes de abril (temperaturas promedio de 30.5°C) las plantas se
mostraron susceptibles al aislamiento HEI 11, manifestando la sintomatologia caracteristica
en el cultivar Ponderosa, lo que corrobora que las temperaturas juegan un papel importante
para la predisposicion de las plantas al ataque del patogeno.

La sintomatologia manifestada por dafio a nivel de cuello puede deberse a que F. oxysporum

f. sp. lycopersici contienen en su genoma un complejo sistema lipolitico extracelular que
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contiene flexibilidad para hidrolizar compuestos lipidicos. Asi mismo, contiene en su
genoma una familia de genes endo y exo poligalacturonasas que las refieren como
pgl,pgx4,pg 5y pgx6 vy éstas le podrian aportar flexibilidad para hidrolizar pectina (Bravo,
2013). En el estudio porciones parciales de los genes pgl y pg4 pudieron ser detectados en

el aislamiento HEI 11, asi como su sintomatologia en la prueba de patogenicidad.

Para los aislamientos HEI 1, HEI 2, HEI 3, HEI 5, HEI 6, HEI 9, HEI 10, si bien éstos fueron
obtenidos de tomate. Sin embargo, no mostraron sintomas en el cultivar susceptible a las tres
razas ni en ningdn otro cultivar; por lo que fueron descartadas a pertenecer a razas de F.
oxysporum f. sp. lycopersici, este resultado se pudo corroborar con las pruebas moleculares.
Aunque, estos aislamientos son capaces de parasitar plantas de tomate, ya que fueron
aislados de este cultivo; no obstante, el analisis molecular de los genes de avirulencia
demostraron que carecen de genes de patogenicidad que les permita causar sintomas en el
cultivar susceptible. Similares resultados fueron obtenidos en 10 aislamientos de F.
oxysporum aislados de tomate procedentes de México (Negrete, 2013). Algunas
investigaciones manifiestan que estos F. oxysporum no patogénicos pero que han sido
aislados de tomate pudieron dar lugar a los F. oxysporum f. sp. lycopersici patogénicos
durante su asociacion saprofitica en el inicio de la domesticacion del tomate (Arie, 2010).

El ensayo en invernadero mostro la importancia del contenido de genes de resistencia dentro
de los cultivares de tomate frente a las razas de F. oxysporum f. sp. lycopersici, basado sobre
la hipotesis de gen por gen, esto refiere que la resistencia a la enfermedad esta conferida por
genes R, los cuales manifiestan su efecto protector cuando reconocen a su respectivo gen de
avirulencia (AVR) en tomates (Houterman et al., 2008). Por lo que, en la prueba de
patogenicidad la determinacidon del aislamiento HEI 11 como F. oxysporum f. sp. lycopersici
raza 1, fue establecida cuando éste, mostrd sintomas en el cultivar que carecia de genes de
resistencia (Ponderosa) y no se evidencié sintomas en los cultivares: Momotaro (I, i2,i3),
Momotaro 8 (1,12,i3) y Block (I, 12,13); los cuales poseian genes de resistencia | (Balogun et
al., 2008; Inami et al., 2012; Negrete, 2013). Asi mismo, en base al analisis molecular se
demostro que el aislamiento HEI 11 posee los genes de avirulencia (AVR1, AVR2, AVR3),
los cuales pudieron ser reconocidos por al menos uno de los genes de resistencia,
estableciéndose una relacion incompatible entre el patdégeno y el hospedante evidenciandose
en la ausencia de la enfermedad en los cultivares resistentes. Por el contrario, en el cultivar
susceptible al no poseer genes de resistencia se establecié una relacién compatible, es decir

presencia de la enfermedad.
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V. CONCLUSIONES

Los resultados indican que las pruebas moleculares son herramientas Utiles para la
determinacion de F. oxysporum patogénicos y no patogénicos, presentes en cultivos

de tomate.

La amplificacion de la region IGS no permite identificar a nivel de patogenicidad en
los aislamientos. Sin embargo, los andlisis filogenéticos basados sobre esta region
permitieron agrupar nuestros aislamientos dentro de F. oxysporum, validando la

identificacion morfoldgica.

La identificacion de razas Fol mediante la PCR, empleando los sets de primers: SIX
4 F1/R1, SIX 3 F1/R2 y P12 R1/F1, amplificaron solo en el aislamiento HEI 11 para
los genes SIX4 (AVR1), SIX 3 (AVR2) y SIX 1 (AVR3) respectivamente. Asi
mismo el uso de primers disefiados a partir de la porcion de la regién
poligalacturonasa: Uni r/f, spl3 r/f, sp23 r/f, permitieron determinar que el

aislamiento HEI 11 pertenece a la raza 1 de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici.

Los cultivares diferenciales permitieron corroborar la identidad del aislamiento HEI

11 como Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici raza 1.



V. RECOMENDACION

Las pruebas moleculares son técnicas modernas que facilitan la identificacion de patogenos;
sin embargo, es importante tener en cuenta que deben considerarse como parte
complementaria a los analisis que cumplan los postulados de Koch. Ya gque, son herramientas

para agilizar temas de diagnostico.

Los trabajos en invernaderos con el patégeno Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici deberan
realizarse en épocas de temperaturas calidas a calurosas y si es posible realizar el
experimento en invernaderos con ambiente controlado. Ya que, la temperatura es uno de los

factores importante para la presencia de la sintomatologia.

Es importante continuar con investigaciones enfocados en los genes de avirulencia y otros
genes relacionados a la patogenicidad; ya que son éstos los que nos proporcionan
informacion util en la determinacion del agente causal de la enfermedad en un determinado

cultivo.
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VIII. ANEXO

Anexo 1. Secuencias obtenidas del NCBI para la elaboracion del arbol Filogenético y
secuencias de las regiones intergénicas (IGS) de los aislamientos HEI.

#SUF-1330
ATTTCCCCAATGGGTTCTCCGGATTTCTGGAGACTTGTAGGGGTTGTGGGATTTTTGATGTG
TCGTCTCCGGACGGGCGGTGCAGGGTAGTCGAGTTAGACTTGGTGGAGTTCCGTCGAGTCT
GGTCGGCTGTGTGTTGGACGGTGCAGGGTAGGCTGCTTGGAGATGGTCGGCTCGAGGATC
GATTCGAGGGCCGGCCTGTCGATGGTGTGTGATGTATGCGGTCTAGGGTAGGCTGGTTTGT
CTTGGTTCAATTTGATGTCGCCTCCCGTGCAGGCCAGAGTGAGGAGGGTCCAGGGTAGGTA
CAGGGTAGGCAGCTTAGATTTGGTTGATCTGGAGGTCGATTCTCCGGCTGGCGGATCTGAC
ACTGTCGAAACGAGATGCGAGCGGTGTAGGGTAGGCTAGTTTCGTCCTCGCCAGGTTGCG
ATTTGGACGAGATGTGTGGTTTAGGGTAGGCTCTAGGGTAAGTAGAACTCGAGTTTCGTCG
CCGACAGTTTTCTGTGGGTGTATGGTAGGTACAGGGTAGGCAAATCTCTCTCCGGCCAGTA
CTTGTCTGGTGGTCGTGAGTCGATTTTTTTGTTTI

#MAFF103038
ATTTCCCCAATGGGTTCTCCGGATTTCTGGAGACTTGTAGGGGTTGTGGGATTTTTGATGTG
TCGTCTCCGGACGGGCGGTGCAGGGTAGTCGAGTTAGACTTGGTGGAGTTCCGTCGAGTCT
GGTCGGCTGTGTGTTGGACGGTGCAGGGTAGGCTGCTTGGAGATGGTCGGTTCGAGGATC
GATTCGAGGGCCGGCCTGTCGATGGTGTGTGATGTATGCGGTCTAGGGTAGGCTGGTTTGT
CTTGGTTCAATTTGATGTCGCCTCCCGTGCAGGCCAGAGTGAGGAGGGTCCAGGGTAGGTA
CAGGGTAGGCAGCTTAGATTTGGTTGATCTGGAGGTCGATTCTTCGGCTGGCGGATCTGAC
ACTGTCGAAACGAGATGCGAGCGGTGTAGGGTAGGCTAGTTTCGTCCTCGCCAGGTTGCG
ATTTGGACGAGATGTGTGGTTTAGGGTAGGCTCTAGGGTAAGTAGAACTCGAGTTTCGTCG
CCGACAGTTTTCTGTGGGTGTATGGTAGGTACAGGGTAGGCAAATCTCTCTCCGGCCAGTA
CTTGTCTGGTGGTCGTGAGTCGATTTTTTTGTTTI




#Chibab
ATTTCCCCAATGGGTTCTCCGGATTTCTGGAGACTTGTAGGGGTTGTGGGATTTTTGATGTG
TCGTCTCCGGACGGGCGGTGCAGGGTAGTCGAGTTAGACTTGGTGGAGTTCCGTCGAGTCT
GGTCGGCTGTGTGTTGGACGGTGCAGGGTAGGCTGCT TGGAGATGGTCGGTTCGAGGATC
GATTCGAGGGCCGGCCTGTCGATGGTGTGTGATGTATGCGGTCTAGGGTAGGCTGGTTTGT
CTTGGTTCAATTTGATGTCGCCTCCCGTGCAGGCCAGAGTGAGGAGGGTCCAGGGTAGGTA
CAGGGTAGGCAGCTTAGATTTGGTTGATCTGGAGGTCGATTCTCCGGCTGGCGGATCTGAC
ACTGTCGAAACGAGATGCGAGCGGTGTAGGGTAGGCTAGTTTCGTCCTCGCCAGGTTGCG
ATTTGGACGAGATGTGTGGTTTAGGGTAGGCTCTAGGGTAAGTAGAACTCGAGTTTCGTCG
CCGACAGTTTTCTGTGGGTGTATGGTAGGTACAGGGTAGGCAAATCTCTCTCCGGCCAGTA
CTTGTCTGGTGGTCGTGAGTCGATTTTTTTGTTTI

#1B3
ATTTCCCCAATGGGTTCTCCGGATTTCTGGAGACTTGTAGGGGTTGTGGGATTTTTGATGTG
TCGTCTCCGGACGGGCGGTGCAGGGTAGTCGAGTTAGACTTGGTGGAGTTCCGTCGAGTCT
GGTCGGCTGTGTGTTGGACGGTGCAGGGTAGGCTGCTTGGAGATGGTCGGTTCGAGGATC
GATTCGAGGGCCGGCCTGTCGATGGTGTGTGATGTATGCGGTCTAGGGTAGGCTGGTTTGT
CTTGGTTCAATTTGATGTCGCCTCCCGTGCAGGCCAGAGTGAGGAGGGTCCAGGGTAGGTA
CAGGGTAGGCAGCTTAGATTTGGTTGATCTGGAGGTCGATTCTCCGGCTGGCGGATCTGAC
ACTGTCGAAACGAGATGCGAGCGGTGTAGGGTAGGCTAGTTTCGTCCTCGCCAGGTTGCG
ATTTGGACGAGATGTGTGGTTTAGGGTAGGCTCTAGGGTAAGTAGAACTCGAGTTTCGTCG
CCGACAGTTTTCTGTGGGTGTATGGTAGGTACAGGGTAGGCAAATCTCTCTCCGGCCAGTA
CTTGTCTGGTGGTCGTGAGTCGATTTTTTTGTTTI

#NBRCG6531
ATTTCCCCAATGGGTTCTCCGGATTTCTGGAGACTTGTAGGGGTTGTGGGATTTTTGATGTG
TCGTCTCCGGACGGGCGGTGCAGGGTAGTCGAGTTAGACTTGGTGGAGTTCCGTCGAGTCT
GGTCGGCTGTGTGTTGGACGGTGCAGGGTAGGCTGCTTGGAGATGGTCGGTTCGAGGATC
GATTCGAGGGCCGGCCTGTCGATGGTGTGTGATGTATGCGGTCTAGGGTAGGCTGGTTTGT
CTTGGTTCAATTTGATGTCGCCTCCCGTGCAGGCCAGAGTGAGGAGGGTCCAGGGTAGGTA
CAGGGTAGGCAGCTTAGATTTGGTTGATCTGGAGGTCGATTCTCCGGCTGGCGGATCTGAC
ACTGTCGAAACGAGATGCGAGCGGTGTAGGGTAGGCTAGTTTCGTCCTCGCCAGGTTGCG
ATTTGGACGAGATGTGTGGTTTAGGGTAGGCTCTAGGGTAAGTAGAACTCGAGTTTCGTCG
CCGACAGTTTTCTGTGGGTGTATGGTAGGTACAGGGTAGGCAAATCTCTCTCCGGCCAGTA

CTTGTCTGGTGGTCGTGAGTCGATTTTTTTGTTTI
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#MAFF103043
ATTTCCCCAATGGGTTCTCCGGATTTCTGGAGACTTGTAGGGGTTGTGGGATTTTTGATGTG
TCGTCTCCGGACGGGCGGTGCAGGGTAGTCGAGTTAGACTTGGTGGAGTTCCGTCGAGTCT
GGTCGGCTGTGTGTTGGACGGTGCAGGGTAGGCTGCT TGGAGATGGTCGGTTCGAGGATC
GATTCGAGGGCCGGCCTGTCGATGGTGTGTGATGTATGCGGTCTAGGGTAGGCTGGTTTGT
CTTGGTTCAATTTGATGTCGCCTCCCGTGCAGGCCAGAGTGAGGAGGGTCCAGGGTAGGTA
CAGGGTAGGCAGCTTAGATTTGGTTGATCTGGAGGTCGATTCTCCGGCTGGCGGATCTGAC
ACTGTCGAAACGAGATGCGAGCGGTGTAGGGTAGGCTAGTTTCGTCCTCGCCAGGTTGCG
ATTTGGACGAGATGTGTGGTTTAGGGTAGGCTCTAGGGTAAGTAGAACTCGAG

#380621a-1
ATTTCCCCAATGGGTTCTCCGGATTTCTGGAGACTTGTAGGGGTTGTGGGATTTTTGATGTG
TCGTCTCCGGACGGGCGGTGCAGGGTAGTCGAGTTAGACTTGGTGGAGTTCCGTCGAGTCT
GGTCGGCTGTGTGTTGGACGGTGCAGGGTAGGCTGCTTGGAGATGGTCGGTTCGAGGATC
GATTCGAGGGCCGGCCTGTCGATGGTGTGTGATGTATGCGGTCTAGGGTAGGCTGGTTTGT
CTTGGTTCAATTTGATGTCGCCTCCCGTGCAGGCCAGAGTGAGGAGGGTCCAGGGTAGGTA
CAGGGTAGGCAGCTTAGATTTGGTTGATCTGGAGGTCGATTCTCCGGCTGGCGGATCTGAC
ACTGTCGAAACGAGATGCGAGCGGTGTAGGGTAGGCTAGTTTCGTCCTCGCCAGGTTGCG
ATTTGGACGAGATGTGTGGTTTAGGGTAGGCTCTAGGGTAAGTAGAACTCGAGTTTCGTCG
CCGACAGTTTTCTGTGGGTGTATGGTAGGTACAGGGTAGGCAAATCTCTCTCCGGCCAGTA
CTTGTCTGGTGGTCGTGAGTCGATTTTTTTGTTTI

#IGS_heil
ATTGTAAGCCGGTCCTTCGCCTCGATTTCCCCAATGGGTTCTCCGGATTTCTGGAGACTTGT
AGGGGTTGTGGGATTTTTGATGTGTCGTCTCCGGACGGGCGGTGCAGGGTAGTCGAGTTAG
ACTTGGTGGAATTCCGTCGATAGGAGTTCCGTCGAGTCTGGTCGGCTGTGTGTTGGACGGT
GCAGGGTAGGCTGCTTGGAGATGGTCGGTTCGAGGATCGATTCGAGGGCCGGCCTGTCGA
TGGTGTGTGATGTATGCGGTCTAGGGTAGGCTGGTTTGTCTTGGTTCAATTTGATGTCGGCT
CCCGTGCAGGCCAGAGTGAGGAGGGTCCAGGGTAGGTACAGGGTAGGCAGCTTAGATTTG
GTTGATCTGGAGGTCGATTCTCCGGCTGGCGGATCTGACACTGTCGAAACGAGATGCGAG
CGGTGTAGGGTAGGCTAGTTTCGTCCTCGCCAGGTTGCGATTTGGACGAGATGTGTGGTTT
AGGGTAGGCTCTAGGGTAAGTAGAACTCGAGTTTCGTCGCCGACAGTTTTCTGTGGGTGTA
TGGTAGGTACAGGGTAGGCAAATCTCTCTCCGGCCAGTACTTGTCTGGTGGTCGTGAGTCG
ATTTTTTTGTTTTGCCATACTATTGAAATATTGCAACA
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#MAFF744006
ATTTCCCCAATGGGTTCTCCGGATTTCTGGAGACTTGTAGGGGTTGTGGGATTTTTGATGTG
TCGTCTCCGGACGGGCGGTGCAGGGTAGTCGAGTTAGACTTGGTGGAATTCCGTCGATAG
GAGTTCCGTCGAGTCTGGTCAGCTGTGTGTTGGACGGTGTAGGGTAGGCTGCTTGGACATG
GTCGGTTCGAGGATCGATTCGAGGGCCGGCCTGTCGATGATGTGTGATGTATGCGGTCTAG
GGTAGGTTGGTTTGTCTTGGTTCGATTTGATGTCGGCTCCCGTGCAGGCCAGAGTGAGGGG
GGTCCAGGGTAGGTGCAGGGTAGGCAGCTTAGATTTGGTCGATCTGGAGGTCGATTCTCCG
GCTGGCGGATCTGACACTGTCGAAACGAGATGCGAGGGGTGTAGGGTAGGCTAGTTTCGT
ACTTGCCAGGTTGCGATTTGGACGAGATATGTGGTTTAGGGTAGGCTCTAGGGTAAGTAGA
ATTCGAGTTTCGTCGCCGATAGTTTTCTGTGGGTGTATGGTAGGTACAGGGTAGGCAAATC
TCTCTCCGGCCAGTACTTGTCTCGTGGTCGTGAGTCGATTTTTTTGTTTT

#MAFF727501
ATTTCCCCAATGGGTTCTCCGGATTTCTGGAGACTTGTAGGGGTTGTGGGATTTTTGATGTG
TCGTCTCCGGACGGGCGGTGCAGGGTAGTCGAGTTAGACTTGGTGGAATTCCGTCGATAG
GAGTTCCGTCGAGTCTGGTCAGCTGTGTGTTGGACGGTGTAGGGTAGGCTGCTTGGACATG
GTCGGTTCGAGGATCGATTCGAGGGCCGGCCTGTCGATGATGTGTGATGTATGCGGTCTAG
GGTAGGTTGGTTTGTCTTGGTTCGATTTGATGTCGGCTCCCGTGCAGGCCAGAGTGAGGGG
GGTCCAGGGTAGGTGCAGGGTAGGCAGCTTAGATTTGGTCGATCTGGAGGTCGATTCTCCG
GCTGGCGGATCTGACACTGTCGAAACGAGATGCGAGGGGTGTAGGGTAGGCTAGTTTCGT
ACTTGCCAGGTTGCGATTTGGACGAGATATGTGGTTTAGGGTAGGCTCTAGGGTAAGTAGA
ATTCGAGTTTCGTCGCCGATAGTTTTCTGTGGGTGTATGGTAGGTACAGGGTAGGCAAATC
TCTCTCCGGCCAGTACTTGTCTCGTGGTCGTGAGTCGATTTTTTTGTTTT

#MAFF103036
ATTTCCCCAATGGGTTCTCCGGATTTCTGGAGACTTGTAGGGGTTGTGGGATTTTTGATGTG
TCGTCTCCGGACGGGCGGTGCAGGGTAGTCGAGTTAGACTTGGTGGAATTCCGTCGATAG
GAGTTCCGTCGAGTCTGGTCAGCTGTGTGTTGGACGGTGTAGGGTAGGCTGCTTGGACATG
GTCGGTTCGAGGATCGATTCGAGGGCCGGCCTGTCGATGATGTGTGATGTATGCGGTCTAG
GGTAGGTTGGTTTGTCTTGGTTCGATTTGATGTCGGCTCCCGTGCAGGCCAGAGTGAGGGG
GGTCCAGGGTAGGTGCAGGGTAGGCAGCTTAGATTTGGTCGATCTGGAGGTCGATTCTCCG
GCTGGCGGATCTGACACTGTCGAAACGAGATGCGAGGGGTGTAGGGTAGGCTAGTTTCGT
ACTTGCCAGGTTGCGATTTGGACGAGATATGTGGTTTAGGGTAGGCTCTAGGGTAAGTAGA
ATTCGAGTTTCGTCGCCGATAGTTTTCTGTGGGTGTATGGTAGGTACAGGGTAGGCAAATC

TCTCTCCGGCCAGTACTTGTCTCGTGGTCGTGAGTCGATTTTTTTGTTTI
56




#MAFF103044
ATTTCCCCAATGGGTTCTCCGGATTTCTGGAGACTTGTAGGGGTTGTGGGATTTTTGATGTG
TCGTCTCCGGACGGGCGGTGCAGGGTAGTCGAGTTAGACTTGGTGGAATTCCGTCGATAG
GAGTTCCGTCGAGTCTGGTCGGCTGTGTGTTGGACGGTGTAGGGTAGGCTGCTTGGACATG
GTCGGTTCGAGGATCGATTCGAGGGCCGGCCTGTCGATGATGTGTGATGTATGCGGTCTAG
GGTAGGTTGGTTTGTCTTGGTTCGATTTGATGTCGGCTCCCGTGCAGGCCAGAGTGAGGGG
GGTCCAGGGTAGGTGCAGGGTAGGCAGCTTAGATTTGGTCGATCTGGAGGTCGATTCTCCG
GCTGGCGGATCTGACACTGTCGAAACGAGATGCGAGGGGTGTAGGGTAGGCTAGTTTCGT
ACTTGCCAGGTTGCGATTTGGACGAGATATGTGGTTTAGGGTAGGCTCTAGGGTAAGTAGA
ATTCGAGTTTCGTCGCCGATAGTTTTCTGTGGGTGTATGGTAGGTACAGGGTAGGCAAATC
TCTCTCCGGCCAGTACTTGTCTCGTGGTCGTGAGTCGATTTTTTTGTTTT

#NRRL26034
ATTTCCCCAATGGGTTCTCCGGATTTCTGGAGACTTGTAGGGGTTGTGGGATTTTTGATGTG
TCGTCTCCGGACGGGCGGTGCAGGGTAGTCGAGTTAGACTTGGTGGAATTCCGTCGATAG
GAGTTCCGTCGAGTCTGGTCAGCTGTGTGTTGGACGGTGTAGGGTAGGCTGCTTGGACATG
GTCGGTTCGAGGATCGATTCGAGGGCCGGCCTGTCGATGATGTGTGATGTATGCGGTCTAG
GGTAGGTTGGTTTGTCTTGGTTCGATTTGATGTCGGCTCCCGTGCAGGCCAGAGTGAGGGG
GGTCCAGGGTAGGTGCAGGGTAGGCAGCTTAGATTTGGTCGATCTGGAGGTCGATTCTCCG
GCTGGCGGATCTGACACTGTCGAAACGAGATGCGAGGGGTGTAGGGTAGGCTAGTTTCGT
ACTTGCCAGGTTGCGATTTGGACGAGATATGTGGTTTAGGGTAGGCTCTAGGGTAAGTAGA
ATTCGAGTTTCGTCGCCGATAGTTTTCTGTGGGTGTATGGTAGGTACAGGGTAGGCAAATC
TCTCTCCGGCCAGTACTTGTCTCGTGGTCGTGAGTCGATTTTTTTGTTTT

#Kochi-1
ATTTCCCCAATGGGTTCTCCGGATTTCTGGAGACTTGTAGGGGTTGTGGGATTTTTGATGTG
TCGTCTCCGGACGGGCGGTGCAGGGTAGTCGAGTTAGACTTGGTGGAATTCCGTCGATAG
GAGTTCCGTCGAGTCTGGTCAGCTGTGTGTTGGACGGTGTAGGGTAGGCTGCTTGGACATG
GTCGGTTCGAGGATCGATTCGAGGGCCGGCCTGTCGATGATGTGTGATGTATGCGGTCTAG
GGTAGGTTGGTTTGTCTTGGTTCGATTTGATGTCGGCTCCCGTGCAGGCCAGAGTGAGGGG
GGTCCAGGGTAGGTGCAGGGTAGGCAGCTTAGATTTGGTCGATCTGGAGGTCGATTCTCCG
GCTGGCGGATCTGACACTGTCGAAACGAGATGCGAGGGGTGTAGGGTAGGCTAGTTTCGT
ACTTGCCAGGTTGCGATTTGGACGAGATATGTGGTTTAGGGTAGGCTCTAGGGTAAGTAGA
ATTCGAGTTTCGTCGCCGATAGTTTTCTGTGGGTGTATGGTAGGTACAGGGTAGGCAAATC

TCTCTCCGGCCAGTACTTGTCTCGTGGTCGTGAGTCGATTTTTTTGTTTI
57




#MAFF305121
ATTTCCCCAATGGGTTCTCCGGATTTCTGGAGACTTGTAGGGGTTGTGGGATTTTTGATGTG
TCGTCTCCGGACGGGCGGTGCAGGGTAGTCGAGTTAGACTTGGTGGAATTCCGTCGATAG
GAGTTCCGTCGAGTCTGGTCAGCTGTGTGTTGGACGGTGTAGGGTAGGCTGCTTGGACATG
GTCGGTTCGAGGATCGATTCGAGGGCCGGCCTGTCGATGATGTGTGATGTATGCGGTCTAG
GGTAGGTTGGTTTGTCTTGGTTCGATTTGATGTCGGCTCCCGTGCAGGCCAGAGTGAGGGG
GGTCCAGGGTAGGTGCAGGGTAGGCAGCTTAGATTTGGTCGATCTGGAGGTCGATTCTCCG
GCTGGCGGATCTGACACTGTCGAAACGAGATGCGAGGGGTGTAGGGTAGGCTAGTTTCGT
ACTTGCCAGGTTGCGATTTGGACGAGATATGTGGTTTAGGGTAGGCTCTATGTTAAGTAGA
ATTCGAGTTTCGTCGCCGATAGTTTTCTGTGGGTGTATGGTAGGTACAGGGTAGGCAAATC
TCTCTCCGGCCAGTACTTGTCTCGTGGTCGTGAGTCGATTTTTTTGTTTT

#NRRL26406
ATTTCCCCAATGGTTCTCCGGATTTCTGGAGACTTGTAGGGTTGTGGGATTTTTGATGTGTC
GTCTCCGGACGGGCGGTGCAGGGTAGTCGAGTTAGACTTGGTGGAATTCCGTCGATAGGA
GTTCCGTCGAGTCTGGTCAGCTGTGTGTTGGACGGTGTAGGGTAGGCTGCTTGGACATGGT
CGGTTCGAGGATCGATTCGAGGGCCGGCCTGTCGATGATGTGTGATGTATGCGGTCTAGGG
TAGGTTGGTTTGTCTTGGTTCGATTTGATGTCGGCTCCCGTGCAGGCCAGAGTGAGGGGGG
TCCAGGGTAGGTGCAGGGTAGCCAGCTTAGATTTGGTCGATCTGGAGGTCGATTCTCCGGC
TGGCGGATCTGACACTGTCGAAACGAGATGCGAGGGGTGTAGGGTAGGCTAGTTTCGTAC
TTGCCAGGTTGCGATTTGGACGAGATATGTGGTTTAGGGTAGGCTCTAGGGTAAGTAAATT
CGAGTTTCGTCGCCGATAGTTTTCTGTGGGTGTATGGTAGGTACAGGGTAAGCAAATCTCT
CTCCGGCCAGTACTTGTCTCGTGGTCGTGACTCGATTTTTTTGGTTT

#IGS_heil0
TGTAAGCCGTTCTTCGCCTCGATTTCCCCAATGGGTTCTCCGGATTTCTGGAGACTTGTAGG
GGTTGTGGGATTTTTGATGTGTCGTCTCCGGACGGGCGGTGCAGGGTAGTCGAGTTAGACT
TGGTGGAATTCCGTCGATAGGAGTTCCGTCGAGTCTGGTCGGCTGTGTGTTGGACGGTGCA
GGGTAGGCTGCTTGGACATGGTCGGTTCGAGGGTCGATTCGAGGGCCGGCGCCTGTCGAT
GATGTGTGATGTATGCGGTCTAGGGTAGGCTGGTTTGTCTTGGTTCAATTTGATGTCGGCTC
CCGTGCAGGGCAGAGTGAGGGGGGTCCAGTGTAGGTACAGGGTAGGCAGCTTAGATTTGG
TCGATCTGGAGGTCGATTCTCCGGCTGGCGGATCTGACACTGTCGAAACGAGATGCGAGC
GGTGTAGGGTAGGCTAGTTTCGTCCTCGCCAGGTTGCGATTTGGACGAGATATGTGGTATA
GGGTAGGCTCTAGGGTAAGTAGAATTCGAGTTTCGTCGCCGACAGTTTTCTGTGGGTGTAT
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GGTAGGTACAGGGTAGGCAAATCTCTCTCCGGCCAGTACTTGTCTGGTGGTCGTGAGTCGA
[TTTTTTGTTTTGCCATACTATTGAATTTTGCAAAAA

#IGS_heill
GTAAGCCGTCCTTCGCCTCGATTTTCCCCAATGGGTTCTCCGGATTTCTGGAGACTTGTAGG
GGTTGTGGGATTTTTGATGTGTCGTCTCCGGACGGGCGGTGCAGGGTAGTCGAGTTAGACT
TGGTGGAATTCCGTCGATAGGAGTTCCGTCGAGTCTGGTCGGCTGTGTGTTGGACGGTGCA
GGGTAGGCTGCTTGGACATGGTCGGTTCGAGGATCGATTCGAGGGCCGGCGCCTGTCGAT
GATGTGTGATGTATGCGGTCTAGGGTAGGCTGGTTTGTCTTGGTTCAATTTGATGTCGGCTC
CCGTGCAGGCCAGAGTGAGGTAGGTACAGGGTAGGCAGCTTATATTTGGTCGATCTGGAG
GTCGATTCTCCGGTTGGCGGATCTGACACTGTCGAAACGAGATGCGAGCGGTGTAGGGTA
GGCTAGTTTCGTCCTCGCCAGGTTGCGACTTGGACGAGATATGTGGTCTAGGGTAGGCTCT
AGGGTAAGTAGAATTCGAGTTTCGTCGCCGATAGTTTTCTGTGGGTGTATGGTAGGTGCAG
GGTAGGCAAATCTCTCTCCGGCCAGTACTTGTCTGGTGGTCGTGAGTCGATTTTTTTGTTTT
GCCATACTATTGAATATTGCAA

#IGS_hei2
GTAAGCCGTTCCTTCGCCTCGATTTCCCCAATGGGTTCTCCGGATTTCTGGAGACTTGTAGG
GGTTGTGGGATTTTTGATGTGTCGTCTCCGGACGGGCGGTGCAGGGTAGTCGAGTTAGACT
TGGTGGAATTCCGTCGGTAGGAGTTCCGTCGAGTCTGGTCGGCTGTGTGTTGGACGGTGCA
GGGTAGGCTGCTTGGACATGGTCGGTTCGAGGATCGATTCGAGGGCCGGCGCCTGTCGAT
GATGTGTGAAGTATGCGGTCTAGGGTAGGCTGGTTTGTCTTGGTTCAATTTGATGTCGGCCT
CCCGTGCAGGCCAGAGTGAAGGGGGGTACAGGGTAGGCAGCTTATATTTGGTCGATCTGG
AGGTCGATTCTCCGGCTGGCGGATCTGACACTGTCGAAACGAGATGCGAGCGGTGTAGGG
TAGGCTAGTTTCGTCCTCGCCAGGTTGCGATTTGGACGAGATATGTGGTTTAGGGTAGGCT
CTAGGGTAAGTAGAATTCGAGTTTCGTCGCCGACAGTTTTCTGTGGGTGTATGGTAGGTAC
AGGGTAGGCAAATCTCTCTCCGGCCAGTACTTGTCTGGTGGTCGTGAGTCGATTTTTTTGTT
TTGCCATACTATTGAAATTTTGC

#1GS_hei5
GTAAGCCGGCCTTCGCCTCGATTTCCCCAATGGGTTCTCCGGATTTCTGGAGACTTGTAGG
GGTTGTGGGATTTTTGATGTGTCGTCTCTGGACGGGCGGTGCAGGGTAGTCGAGTTAGACT
TGGTGGAATTCCGTCGATAGGAGTTCCGTCGAGTCTGGTCGGCTGTGTGTTGGACGGTGCA
GGGTAGGCTGCTTGGACATGGTCGGTTCGAGGATCGATTCGAGGGCCGGCGCCTGTCGAT

GATGTGTGATGCATGCGGTCTAGGGTAGGCTGGTTTGTCTTGGTCCAATTTGATGTCGGCTC
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CCGTGCAGGCCAGAGTGAAGGGGGGTCCAGGGTAGGTACAGGGTAGGCAGCTTATATTTG
GTCGGTGTGGAGGTCGATTCTCTGGCTGGCGGATCTGACACTGTCGAAACGAGATGCGAG

CGGTGTAGGGTAGGCTAGTTTCGTCCTCGCCAGGTTGCGATTTGGACGAGATATGTGGTTT

ATGGTAGGCTCTAGGGTAAGTAGAATTCGAGTTTCGTCGCCGACAGTTTTCTGTGTGTGTA

TGGTAGGTGCAGGGTAGGCAAATCTCTCTCCGGCCAGTACTTGTCTGGCGGTCGTGAGTCG
ATTTTTTTGTTTTGCCATACTATTGAATTTTGC

#IGS_hei6
GGTAAGCCGTCCTTCGCCTCGATTTCCCCAATGGGTTCTCCGGATTTCTGGAGACTTGTAGG
GGTTGTGGGATTTTTGATGTGTCGTCTCCGGACGGGCGGTGCAGGGTAGTCGAGTTAGACT
TGGTGGAATTCCGTCGGTAGGAGTTCCGTCGAGTCTGGTCGGCTGTGTGTTGGACGGTGCA
GGGTAGGCTGCTTGGACATGGTCGGTTCGAGGATCGATTCGAGGGCCGGCGCCTGTCGAT
GATGTGTGAAGTATGCGGTCTAGGGTAGGCTGGTTTGTCTTGGTTCAATTTGATGTCGGCCT
CCCGTGCAGGCCAGAGTGAAGGGGGGTACAGGGTAGGCAGCTTATATTTGGTCGATCTGG
AGGTCGATTCTCCGGCTGGCGGATCTGACACTGTCGAAACGAGATGCGAGCGGTGTAGGG
TAGGCTAGTTTCGTCCTCGCCAGGTTGCGATTTGGACGAGATATGTGGTTTAGGGTAGGCT
CTAGGGTAAGTAGAATTCGAGTTTCGTCGCCGACAGTTTTCTGTGGGTGTATGGTAGGTAC
AGGGTAGGCAAATCTCTCTCCGGCCAGTACTTGTCTGGTGGTCGTGAGTCGATTTTTTTGTT
TTGCCATACTATTGAAATTTTGCA

#1GS_hei9
GTAAGCCCGGCCTTCGCCTCGATTTCCCCAATTGGTTCTCCGGATTTCTGGAGACTTGTAGG
GGTTGTGGGATTTTTGATGTGTCGTCTCTGGACGGGCGGTGCAGGGTAGACGAGTTAGACT
TGGTGGAATTCCGTCGATAGGAGTTCCGTCCAGTCTGGTCGGCTGTGTGTTGGACGGTGCA
GGGTAGGCTGCTTGGACATGGTCGGTTCGAGGATCGATTCGAGGGCCGGCGCCTGTCGAT
GATGTGTGATGCATGCGGTCTAGGGTAGGCTGGTTTGTCTTGGTCCAATTTGATGTCGGCTC
CCGTGCAGGCCAGAGTGAAGGGGGGTCCAGGGTAGGTACAGGGTAGGCAGCTTATATTTG
GTCGGTGTGGAGGTCGATTCTCTGGCTGGCGGATCTGACACTGTCGAAACGAGATGCGAG
CGGTGTAGGGTAGGCTAGTTTCGTCCTCGCCAGGTTGCGATTTGGACGAGATATGTGGTTT
AGGGTAGGCTCTAGGGTAAGTAGAATTCGAGTTTCGTCGCCGACAGTTTTCTGTGTGTGTA
TGGTAGGTGCAGGGTAGGCAAATCTCTCTCCGGCCAGTACTTGTCTGGCGGTCGTGAGTCG
ATTTTTTTGTTTTGCCATACTATGAAATTTTGCA
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#tominol-
ATTTCCCCAATGGGTTCTCCGGATTTCTGGAGACTTGTAGGGGTTGTGGGATTTTTGATGTG
TCGTCTCCGGACGGGCGGTGCAGGGTAGTCGAGTTAGACTTGGTGGAATTCCGTCGATAG
GAGTTCCGTCGAGTCTGGTCAGCTGTGTGTTGGACGGTGCAGGGTAGGCTGCTTGAACATG
GTCGGTTCGAGGATCGATTCGAGGGCCGGCCCGTCGATGATATGTGATGTATGCGGTCTAG
GGTAGGCTGGTTTGTCTTGGTCCAATTTGATGTAGGCTCCCGTGCAGGCCAGAGTGAAGGG
GGTCCAGGGTAAGTCCAGGGTAGGCAGCTTAGATTTGGTCGATCTGGAGGTCGATTCTCCG
GCTGGCGGATCTGACACTGTCGAAACGAGATGCGAGCGGTGTAGGGTAGGCTAGTTTCGT
CCTCGCCAGGTTGCGATTTGGACGAGATATGTGGTTTAGGGTAGGCTATAGGGTAAGTAG
AATTCGAGTTTCGTCGCCGACAGTTTTCTGTGGGTGTATGGTAGGTACAGGGTAGGCAAAT
CTCTCTCCGGCCAGTACTTGTCTGGTGGTCGTGAGTCGATTTTTTTGTTTI

#F-1-1
ATTTCCCCAATGGTTCTCCGGATTTCTGGAGACTTGTAGGGTTGTGGGATTTTTGATGTGTC
GTCTCCGGACGGGCGGTGCAGGGTAGTCGAGTTAGACTTGGTGGAATTCCGTCGATAGGA
GTTCCGTCGAGTCTGGTCAGCTGTGTGTTGGACGGTGCAGGGTAGGCTGCTTGAACATGGT
CGGTTCGAGGATCGATTCGAGGGCCGGCCCGTCGATGATATGTGATGTATGCGGTCTAGG
GTAGGCTGGTTTGTCTTGGTCCAATTTGATGTAGGCTCCCGTGCAGGCCAGAGTGAAGGGG
GTCCAGGGTAAGTCCAGGGTAGGCAGCTTAGATTTGGTCGATCTGGAGGTCGATTCTCCGG
CTGGCGGATCTGACACTGTCGAAACGAGATGCGAGCGGTGTAGGGTAGGCTAGTTTCGTC
CTCGCCAGGTTGCGATTTGGACGAGATATGTGGTTTAGGGTAGGCTATAGGGTAAGTAGA
ATTCGAGTTTCGTCGCCGACAGTTTTCTGTGGGTGTATGGTAGGTACAGGGTAGGCAAATC
TCTCTCCGGCCAGTACTTGTCTGGTGGTCGTGAGTCGATTTTTTTGTTTT

#Chz1-A
ATTTCCCCAATGGGTTCTCCGGATTTCTGGAGACTTGTAGGGGTTGTGGGATTTTTGATGTG
TCGTCTCCGGACGGGCGGTGCAGGGTAGTCGAGTTAGACTTGGTGGAATTCCGTCGATAG
GAGTTCCGTCGAGTCTGGTCAGCTGTGTGTTGGACGGTGCAGGGTAGGCTGCTTGAACATG
GTCGGTTCGAGGATCGATTCGAGGGCCGGCCCGTCGATGATATGTGATGTATGCGGTCTAG
GGTAGGCTGGTTTGTCTTGGTCCAATTTGATGTAGGCTCCCGTGCAGGCCAGAGTGAAGGG
GGTCCAGGGTAAGTCCAGGGTAGGCAGCTTAGATTTGGTCGATCTGGAGGTCGATTCTCCG
GCTGGCGGATCTGACACTGTCGAAACGAGATGCGAGCGGTGTAGGGTAGGCTAGTTTCGT
CCTCGCCAGGTTGCGATTTGGACGAGATATGTGGTTTAGGGTAGGCTATAGGGTAAGTAG
AATTCGAGTTTCGTCGCCGACAGTTTTCTGTGGGTGTATGGTAGGTACAGGGTAGGCAAAT

CTCTCTCCGGCCAGTACTTGTCTGGTGGTCGTGAGTCGATTTTTTTGTTTT
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#Rif-1
ATTTCCCCAATGGGTTCTCCGGATTTCTGGAGACTTGTAGGGGTTGTGGGTTTTTTTGATGT
GTCGTCTCCGGACGGGCGGTGCAGGGTAGTCGAGTTAGACTTGGTGGAATTCCGTCGATA
GGAGTTCCGTCGAGTCTGGTCGGCTGTGTGTTGGACGGTGCAGGGTAGGCTGCTTGGACAT
GGTCGGTTCGAGGATCGATTCGAGGGCCGGCCTGTCGATGATGTGTGATGTATGCGGTCTA
GGGTAGGCTGGTTTGTCTTGGTTCAATTTGATGTCGGCTCCCGTGCAGGCCAGAGTGAGGG
GGGTCCAGGGTAGGTACAGGGTAGGCAGCTTAGATTTGGTCGATCTGGAGGTCGATTCTCC
GGCTGGCGGATCTGACACTGTCGAAACGAGGTGCGAGCGGTGTAGGGTAGGCTAGTTTCG
TCCTCGCCAGGTTGCGATTTGGACGATATATGTGGTCTAGGGTATGCTCTAGGGTAAGTAG
AATTCGAGTTTCGTCGCCGACAGTTTTCTGTGGGTGTATGGTAGGTACAGGGTAGGCAAAT
CTCTCTCCGGCCAGTACTTGTCTGGTGGTCGTGAGTCGATTTTTTTGTTTT

#07C-A3-3
ATTTCCCCAATGGGTTCTCCGGATTTCTGGAGACTTGTAGGGGTTGTGGGTTTTTTCGATGT
GTCGTCTCCGGACGGGCGGTGCAGGGTAGTCGAGTTAGACTTGGTGGAATTCCGTCGATA
GGAGTTCCGTCGAGTCTGGTCGGCTGTGTGTTGGACGGTGCAGGGTAGGCTGCTTGGACAT
GGTCGGTTCGAGGATCGATTCGAGGGCCGGCCTGTCGATGATGTGTGATGTATGCAGTCTA
GGGTAGGCTGGTTTGTCTTGGTCCAATTTGATGTCGGCTCCCGTGCAGGCCAGAGTGAGGG
GGGTCCAGGGTAGGTCCAGGGTAGGCAGCTTAGATTTGGTCGATCTGGAGGTCGATTCTCC
GGCTGGCGGATCTGACACTGTCGAAACGAGGTGCGAGCGGTGTAGGGTAGGCTAGTTTCG
TCCTCGCCAGGTTGCGATTTGGACGATATATGTGGTCTAGGGTATGCTCTAGGGTAAGTAG
AATTCGAGTTTCGTCGCCGACAGTTTTCTGTGGGTGTATGGTAGGTACAGGGTAGGCAAAT
CTCTCTCCGGCCAGTACTTGTCTGGTGGTCGTGAGTCGATTTTTTTGTTTT

#0BC-A34
ATTTCCCCAATGGGTTCTCCGGATTTCTGGAGACTTGTAGGGGTTGTGGGTTTTTTCGATGT
GTCGTCTCCGGACGGGCGGTGCAGGGTAGTCGAGTTAGACTTGGTGGAATTCCGTCGATA
GGAGTTCCGTCGAGTCTGGTCGGCTGTGTGTTGGACGGTGCAGGGTAGGCTGCTTGGACAT
GGTCGGTTCGAGGATCGATTCGAGGGCCGGCCTGTCGATGATGTGTGATGTATGCAGTCTA
GGGTAGGCTGGTTTGTCTTGGTCCAATTTGATGTCGGCTCCCGTGCAGGCCAGAGTGAGGG
GGGTCCAGGGTAGGTCCAGGGTAGGCAGCTTAGATTTGGTCGATCTGGAGGTCGATTCTCC
GGCTGGCGGATCTGACACTGTCGAAACGAGGTGCGAGCGGTGTAGGGTAGGCTAGTTTCG
TCCTCGCCAGGTTGCGATTTGGACGATATATGTGGTCTAGGGTATGCTCTAGGGTAAGTAG
AATTCGAGTTTCGTCGCCGACAGTTTTCTGTGGGTGTATGGTAGGTACAGGGTAGGCAAAT

CTCTCTCCGGCCAGTACTTGTCTGGTGGTCGTGAGTCGATTTTTTTGTTTT
62




#08C-Al
ATTTCCCCAATGGGTTCTCCGGATTTCTGGAGACTTGTAGGGGTTGTGGGTTTTTTCGATGT
GTCGTCTCCGGACGGGCGGTGCAGGGTAGTCGAGTTAGACTTGGTGGAATTCCGTCGATA
GGAGTTCCGTCGAGTCTGGTCGGCTGTGTGTTGGACGGTGCAGGGTAGGCTGCTTGGACAT
GGTCGGTTCGAGGATCGATTCGAGGGCCGGCCTGTCGATGATGTGTGATGTATGCAGTCTA
GGGTAGGCTGGTTTGTCTTGGTCCAATTTGATGTCGGCTCCCGTGCAGGCCAGAGTGAGGG
GGGTCCAGGGTAGGTCCAGGGTAGGCAGCTTAGATTTGGTCGATCTGGAGGTCGATTCTCC
GGCTGGCGGATCTGACACTGTCGAAACGAGGTGCGAGCGGTGTAGGGTAGGCTAGTTTCG
TCCTCGCCAGGTTGCGATTTGGACGATATATGTGGTCTAGGGTATGCTCTAGGGTAAGTAG
AATTCGAGTTTCGTCGCCGACAGTTTTCTGTGGGTGTATGGTAGGTACAGGGTAGGCAAAT
CTCTCTCCGGCCAGTACTTGTCTGGTGGTCGTGAGTCGATTTTTTTGTTTT

#08C-A3-3
ATTTCCCCAATGGGTTCTCCGGATTTCTGGAGACTTGTAGGGGTTGTGGGTTTTTTCGATGT
GTCGTCTCCGGACGGGCGGTGCAGGGTAGTCGAGTTAGACTTGGTGGAATTCCGTCGATA
GGAGTTCCGTCGAGTCTGGTCGGCTGTGTGTTGGACGGTGCAGGGTAGGCTGCTTGGACAT
GGTCGGTTCGAGGATCGATTCGAGGGCCGGCCTGTCGATGATGTGTGATGTATGCAGTCTA
GGGTAGGCTGGTTTGTCTTGGTCCAATTTGATGTCGGCTCCCGTGCAGGCCAGAGTGAGGG
GGGTCCAGGGTAGGTCCAGGGTAGGCAGCTTAGATTTGGTCGATCTGGAGGTCGATTCTCC
GGCTGGCGGATCTGACACTGTCGAAACGAGGTGCGAGCGGTGTAGGGTAGGCTAGTTTCG
TCCTCGCCAGGTTGCGATTTGGACGATATATGTGGTCTAGGGTATGCTCTAGGGTAAGTAG
AATTCGAGTTTCGTCGCCGACAGTTTTCTGTGGGTGTATGGTAGGTACAGGGTAGGCAAAT
CTCTCTCCGGCCAGTACTTGTCTGGTGGTCGTGAGTCGATTTTTTTGTTTT

#SUF-1017
ATTTCCCCAATGGGTTCTCCGGATTTCTGGAGACTTGTAGGGGTTGTGGGTTTTTTCGATGT
GTCGTCTCCGGACGGGCGGTGCAGGGTAGTCGAGTTAGACTTGGTGGAATTCCGTCGATA
GGAGTTCCGTCGAGTCTGGTCGGCTGTGTGTTGGACGGTGCAGGGTAGGCTGCTTGGACAT
GGTCGGTTCGAGGATCGATTCGAGGGCCGGCCTGTCGATGATGTGTGATGTATGCAGTCTA
GGGTAGGCTGGTTTGTCTTGGTCCAATTTGATGTCGGCTCCCGTGCAGGCCAGAGTGAGGG
GGGTCCAGGGTAGGTCCAGGGTAGGCAGCTTAGATTTGGTCGATCTGGAGGTCGATTCTCC
GGCTGGCGGATCTGACACTGTCGAAACGAGGTGCGAGCGGTGTAGGGTAGGCTAGTTTCG
TCCTCGCCAGGTTGCGATTTGGACGATATATGTGGTCTAGGGTATGCTCTAGGGTAAGTAG
AATTCGAGTTTCGTCGCCGACAGTTTTCTGTGGGTGTATGGTAGGTACAGGGTAGGCAAAT

CTCTCTCCGGCCAGTACTTGTCTGGTGGTCGTGAGTCGATTTTTTTGTTTT
63




#O7C-A2
ATTTCCCTAATGGGTTCTCCGGATTTCTGGAGACTTGTAGGGGTTGTGGGTTTTTTCGATGT
GTCGTCTCCGGACGGGCGGTGCAGGGTAGTCGAGTTAGACTTGGTGGAATTCCGTCGATA
GGAGTTCCGTCGAGTCTGGTCGGCTGTGTGTTGGACGGTGCAGGGTAGGCTGCTTGGACAT
GGTCGGTTCGAGGATCGATTCGAGGGCCGGCCTGTCGATGATGTGTGATGTATGCAGTCTA
GGGTAGGCTGGTTTGTCTTGGTCCAATTTGATGTCGGCTCCCGTGCAGGCCAGAGTGAGGG
GGGTCCAGGGTAGGTCCAGGGTAGGCAGCTTAGATTTGGTCGATCTGGAGGTCGATTCTCC
GGCTGGCGGATCTGACACTGTCGAAACGAGGTGCGAGCGGTGTAGGGTAGGCTAGTTTCG
TCCTCGCCAGGTTGCGATTTGGACGATATATGTGGTCTAGGGTATGCTCTAGGGTAAGTAG
AATTCGAGTTTCGTCGCCGACAGTTTTCTGTGGGTGTATGGTAGGTACAGGGTAGGCAAAT
CTCTCTCCGGCCAGTACTTGTCTGGTGGTCGTGAGTCGATTTTTTTGTTTT

#MAFF103051
ATTTCCCCAATGGGTTCTCCGGATTTCTGGAGACTTGTAGGGGTTGTGGGTTTTTTCGATGT
GTCGTCTCCGGACGGGCGGTGCAGGGTAGTCGAGTTAGACTTGGTGGAATTCCGTCGATA
GAAGTTCCGTCGAGTCTGGTCGGCTGTGTGTTGGACGGTGCAGGGTAGGCTGCTTGGACAT
GGTCGGTTCGAGGATCGATTCGAGGGCCGGCCTGTCGATGATGTGTGATGTATGCAGTCTA
GGGTAGGCTGGTTTGTCTTGGTCCAATTTGATGTCGGCTCCCGTGCAGGCCAGAGTGAGGG
GGGTCCAGGGTAGGTCCAGGGTAGGCAGCTTAGATTTGGTCGATCTGGAGGTCGATTCTCC
GGCTGGCGGATCTGACACTGTCGAAACGAGGTGCGAGCGGTGTAGGGTAGGCTAGTTTCG
TCCTCGCCAGGTTGCGATTTGGACGATATATGTGGTCTAGGGTATGCTCTAGGGTAAGTAG
AATTCGAGTTTCGTCGCCGACAGTTTTCTGTGGGTGTATGGTAGGTACAGGGTAGGCAAAT
CTCTCTCCGGCCAGTACTTGTCTGGTGGTCGTGAGTCGATTTTTTTGTTTT

#08C-3B
ATTTCCCCAATGGGTTCTCCGGATTTCTGGAGACTTGTAGGGGTTGTGGGATTTTTGATGTG
TCGTCTCCGGACGGGCGGTGCAGGGTAGTCGAGTTAGACTTGGTGGAATTCCGTCGATAG
GAGTTCCGTCGAGTCTGGTCGGCTGTGTGTTGGACGGTGCAGGGTAGGCTGCTTGGACATG
GTCGGTTCGAGGATCGATTCGAGGGCCGGCCTGTCGATGATGTGTGATGTATGCGGTCTAG
GGTAGGCTGGTTTGTCTTGGTCCAATTTGATGTCGGCTCCCGTGCAGGCCAGAGTGAGGGG
GGTCCATGGTAGGTACAGGGTAGGCAGCTTAGATTTGGTCGATCTGGAGGTCGATTCTCCG
GCTGGCGGATCTGACACTGTCGAAACGAGGTGCGAGCGGTGTAGGGTAGGCTAGTTTCGT
CCTCGCCAGGTTGCGATTTGGACGAGATATGTGGTCTAGGGTATGCTCTAGGGTAAGTAGA
ATTCGTGTTTCGTCGCCGACAGTTTTCTGTGGGTGTGTGGTAGGTACAGGGTAGGCAAATC

TCTCTCCGGCCAGTACTTGTCTGGTGGTCGTGAGTCGATTTTTTTGTTTT
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#08C-MS3
ATTTCCCCAATGGGTTCTCCGGATTTCTGGAGACTTGTAGGGGTTGTGGGATTTTTGATGTG
TCGTCTCCGGACGGGCGGTGCAGGGTAGGCTGCTTGGACATGGTCGGTTCGAGGATCGATT
CGAGGGCCAGCCTGTCGATGATGTGTGATGTATGCGGTCTAGGGTAGGCTGGTTTGTCTTG
GTCCAATTTGATGTCGGCTCCCGTGCAGGCCAGAGTGAGGGGGTACAGGGTAGGCAGCTT
AGATTTGGTCGATCTGGAGGTCGATTCTCCGGCTGGCGGATCTGACACTGTCGAAACGAGG
TGCGAGCGGTGTAGGGTAGGCTAGTTTCGTCCTCGCCGGGTTGCGATTTGGACGAGATATG
TGGTCTAGGGTAGGCTCTAGGGTAAGTAGAATTCGAGTTTCGTCGCCGACAGTTTTCTGTG
GGTGTGTGGTAGGTACAGGGTAGGCAAATCTCCCTCCGGCCAGTCCTTGTCTGGTGGTCGT
GAGTCGATTTTTTTGTTTT

#MAFF305608
ATTTCCCCAATGGGTTCTCCGGATTTCTGGAGACTTGTAGGGGTTGTGGGATTTTTGATGTG
TCGTCTCCGGACGGGCGGTGCAGGGTAGGCTGCTTGGACATGGTCGGTTCGAGGATCGATT
CGAGGGCCAGCCTGTCGATGATGTGTGATGTATGCGGTCTAGGGTAGGCTGGTTTGTCTTG
GTCCAATTTGATGTCGGCTCCCGTGCAGGCCAGAGTGAGGGGGTACAGGGTAGGCAGCTT
AGATTTGGTCGATCTGGAGGTCGATTCTCCGGCTGGCGGATCTGACACTGTCGAAACGAGG
TGCGAGCGGTGTAGGGTAGGCTAGTTTCGTCCTCGCCGGGTTGCGATTTGGACGAGATATG
TGGTCTAGGGTAGGCTCTAGGGTAAGTAGAATTCGAGTTTCGTCGCCGACAGTTTTCTGTG
GGTGTGTGGTAGGTACAGGGTAGGCAAATCTCCCTCCGGCCAGTCCTTGTCTGGTGGTCGT
GAGTCGATTTTTTTGGTTTI

#08C-MS5
ATTTCCCCAATGGGTTCTCCGGATTTCTGGAGACTTGTAGGGGTTGTGGGATTTTTGATGTG
TCGTCTCCGGACGGGCGGTGCAGGGTAGGCTGCTTGGACATGGTCGGTTCGAGGATCGATT
CGAGGGCCAGCCTGTCGATGATGTGTGATGTATGCGGTCTAGGGTAGGCTGGTTTGTCTTG
GTCCAATTTGATGTCGGCTCCCGTGCAGGCCAGAGTGAGGGGGTACAGGGTAGGCAGCTT
AGATTTGGTCGATCTGGAGGTCGATTCTCCGGCTGGCGGATCTGACACTGTCGAAACGAGG
TGCGAGCGGTGTAGGGTAGGCTAGTTTCGTCCTCGCCGGGTTGCGATTTGGACGAGATATG
TGGTCTAGGGTAGGCTCTAGGGTAAGTAGAATTCGAGTTTCGTCGCCGACAGTTTTCTGTG
GGTGTGTGGTAGGTACAGGGTAGGCAAATCTCCCTCCGGCCAGTCCTTGTCTGGTGGTCGT
GAGTCGATTTTTTTGTTTI
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#08C-MSHA
ATTTCCCCAATGGGTTCTCCGGATTTCTGGAGACTTGTAGGGGTTGTGGGATTTTTGATGTG
TCGTCTCCGGACGGGCGGTGCAGGGTAGGCTGCTTGGACATGGTCGGTTCGAGGATCGATT
CGAGGGCCAGCCTGTCGATGATGTGTGATGTATGCGGTCTAGGGTAGGCTGGTTTGTCTTG
GTCCAATTTGATGTCGGCTCCCGTGCAGGCCAGAGTGAGGGGGTACAGGGTAGGCAGCTT
AGATTTGGTCGATCTGGAGGTCGATTCTCCGGCTGGCGGATCTGACACTGTCGAAACGAGG
TGCGAGCGGTGTAGGGTAGGCTAGTTTCGTCCTCGCCGGGTTGCGATTTGGACGAGATATG
TGGTCTAGGGTAGGCTCTAGGGTAAGTAGAATTCGAGTTTCGTCGCCGACAGTTTTCTGTG
GGTGTGTGGTAGGTACAGGGTAGGCAAATCTCCCTCCGGCCAGTCCTTGTCTGGTGGTCGT
GAGTCGATTTTTTTGTTTT

#08C-MS1
ATTTCCCCAATGGGTTCTCCGGATTTCTGGAGACTTGTAGGGGTTGTGGGATTTTTGATGTG
TCGTCTCCGGACGGGCGGTGCAGGGTAGGCTGCTTGGACATGGTCGGTTCGAGGATCGATT
CGAGGGCCAGCCTGTCGATGATGTGTGATGTATGCGGTCTAGGGTAGGCTGGTTTGTCTTG
GTCCAATTTGATGTCGGCTCCCGTGCAGGCCAGAGTGAGGGGGTACAGGGTAGGCAGCTT
AGATTTGGTCGATCTGGAGGTCGATTCTCCGGCTGGCGGATCTGACACTGTCGAAACGAGG
TGCGAGCGGTGTAGGGTAGGCTAGTTTCGTCCTCGCCGGGTTGCGATTTGGACGAGATATG
TGGTCTAGGGTAGGCTCTAGGGTAAGTAGAATTCGAGTTTCGTCGCCGACAGTTTTCTGTG
GGTGTGTGGTAGGTACAGGGTAGGCAAATCTCCCTCCGGCCAGTCCTTGTCTGGTGGTCGT
GAGTCGATTTTTTTGTTTT

#J07/GB-N4
ATTTCCCCAATGGGTTCTCCGGATTTCTGGAGACTTGTAGGGGTTGTGGGATTTTTGATGTG
TCGTCTCCGGACGGGCGGTGCAGGGTAGTCGAGTTAGACTTGGTGGAATTCCGTCGATAG
GAGTTCCGTCGAGTCTGGTCGGCTGTGTGTTGGACGGTGCAGGGTAGGCTGCTTGGACATG
GTCGGTTCGAGGATCGATTCGAGGGCCGGCCTGTCGATGATGTGTGATGTATGCGGTCTAG
GGTAGGCTGGTTTGTCTTGGTCCAATTTGATGTCGGCTCCCGTGCAGGCCAGAGTGAGGGG
GTACAGGGTAGGCAGCTTAGATTTGGTCGATCTGGAGGTCGATTCTCCGGCTGGCGGATCT
GACACTGTCGAAACGAGATGCGAGCGGTGTAGGGTAGGCTAGTTTCGTCCTCGCCGGGTT
GCGATTTGGACGAGATATGTGGTCTAGGGTAGGCTCTAGGGTAAGTAGAATTCGAGTTTCG
TCGCCGACAGTTTTCTGTGGGTGTGTGGTAGGTACAGGGTAGGCAAATCTCCCTCCGGCCA
GTCCTTGTCTGGTGGTCGTGAGTCGATTTTTTTGTTTI
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#oongl-1
ATTTCCCCAATGGGTTCTCCGGATTTCTGGAGACTTGTAGGGGTTGTGGGATTTTTGATGTG
TCGTCTCCGGACGGGCGGTGCAGGGTAGTCGAGTTAGACTTGGTGGAATTCCGTCGATAG
GAGTTCCGTCGAGTCTGGTCGGCTGTGTGTTGGACGGTGCAGGGTAGGCTGCTTGGACATG
GTCGGTTCGAGGATCGATTCGAGGGCCGGCCTGTCGATGATGTGTGATGTATGCGGTCTAG
GGTAGGCTGGTTTGTCTTGGTCCAATTTGATGTCGGCTCCCGTGCAGGCCAGAGTGAGGGG
GTACAGGGTAGGCAGCTTAGATTTGGTCGATCTGGAGGTCGATTCTCCGGCTGGCGGATCT
GACACTGTCGAAACGAGATGCGAGCGGTGTAGGGTAGGCTAGTTTCGTCCTCGCCGGGTT
GCGATTTGGACGAGATATGTGGTCTAGGGTAGGCTCTAGGGTAAGTAGAATTCGAGTTTCG
TCGCCGACAGTTTTCTGTGGGTGTGTGGTAGGTACAGGGTAGGCAAATCTCCCTCCGGCCA
GTCCTTGTCTGGTGGTCGTGAGTCGATTTTTITGTTTT

#GB-5
ATTTCCCCAATGGGTTCTCCGGATTTCTGGAGACTTGTAGGGGTTGTGGGATTTTTGATGTG
TCGTCTCCGGACGGGCGGTGCAGGGTAGTCGAGTTAGACTTGGTGGAATTCCGTCGATAG
GAGTTCCGTCGAGTCTGGTCGGCTGTGTGTTGGACGGTGCAGGGTAGGCTGCTTGGACATG
GTCGGTTCGAGGATCGATTCGAGGGCCGGCCTGTCGATGATGTGTGATGTATGCGGTCTAG
GGTAGGCTGGTTTGTCTTGGTCCAATTTGATGTCGGCTCCCGTGCAGGCCAGAGTGAGGGG
GTACAGGGTAGGCAGCTTAGATTTGGTCGATCTGGAGGTCGATTCTCCGGCTGGCGGATCT
GACACTGTCGAAACGAGATGCGAGCGGTGTAGGGTAGGCTAGTTTCGTCCTCGCCGGGTT
GCGATTTGGACGAGATATGTGGTCTAGGGTAGGCTCTAGGGTAAGTAGAATTCGAGTTTCG
TCGCCGACAGTTTTCTGTGGGTGTGTGGTAGGTACAGGGTAGGCAAATCTCCCTCCGGCCA
GTCCTTGTCTGGTGGTCGTGAGTCGATTTTTTTGTTTI

#SUF-127
ATTTCCCCAATGGGTTCTCCGGATTTCTGGAGACTTGTAGGGGTTGTGGGATTTTTGATGTG
TCGTCTCCGGACGGGCGGTGCAGGGTAGTCGAGTTAGACTTGGTGGAATTCCGTCGATAG
GAGTTCCGTCGAGTCTGGTCGGCTGTGTGTTGGACGGTGCAGGGTAGGCTGCTTGGACATG
GTCGGTTCGAGGATCGATTCGAGGGCCGGCCTGTCGATGATGTGTGATGTATGCGGTCTAG
GGTAGGCTGGTTTGTCTTGGTCCAATTTGATGTCGGCTCCCGTGCAGGCCAGAGTGAGGGG
GTACAGGGTAGGCAGCTTAGATTTGGTCGATCTGGAGGTCGATTCTCCGGCTGGCGGATCT
GACACTGTCGAAACGAGATGCGAGCGGTGTAGGGTAGGCTAGTTTCGTCCTCGCCGGGTT
GCGATTTGGACGAGATATGTGGTCTAGGGTAGGCTCTAGGGTAAGTAGAATTCGAGTTTCG
TCGCCGACAGTTTTCTGTGGGTGTGTGGTAGGTACAGGGTAGGCAAATCTCCCTCCGGCCA

GTCCTTGTCTGGTGGTCGTGAGTCGATTTTTTTGTTTT
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#SUF-1010
ATTTCCCCAATGGGTTCTCCGGATTTCTGGAGACTTGTAGGGGTTGTGGGATTTTTGATGTG
TCGTCTCCGGACGGGCGGTGCAGGGTAGTCGAGTTAGACTTGGTGGAATTCCGTCGATAG
GAGTTCCGTCGAGTCTGGTCGGCTGTGTGTTGGACGGTGCAGGGTAGGCTGCTTGGACATG
GTCGGTTCGAGGATCGATTCGAGGGCCGGCCTGTCGATGATGTGTGATGTATGCGGTCTAG
GGTAGGCTGGTTTGTCTTGGTCCAATTTGATGTCGGCTCCCGTGCAGGCCAGAGTGAGGGG
GTACAGGGTAGGCAGCTTAGATTTGGTCGATCTGGAGGTCGATTCTCCGGCTGGCGGATCT
GACACTGTCGAAACGAGATGCGAGCGGTGTAGGGTAGGCTAGTTTCGTCCTCGCCGGGTT
GCGATTTGGACGAGATATGTGGTCTAGGGTAGGCTCTAGGGTAAGTAGAATTCGAGTTTCG
TCGCCGACAGTTTTCTGTGGGTGTGTGGTAGGTACAGGGTAGGCAAATCTCCCTCCGGCCA
GTCCTTGTCTGGTGGTCGTGAGTCGATTTTTTTGTTTI

#R269
CCCAATGGGTTCTCCGGATTTCTGGAGACTTGTAGGGGTTGTGGGATTTTTGATGTGTCGTC
TCCGGACGGGCGGTGCAGGGTAGTCGAGTTAGACTTGGTGGAATTCCGTCGATAGGAGTT
CCGTCGAGTCTGGTCGGCTGTGTGTTGGACGGTGCAGGGTAGGCTGCTTGGACATGGTCGG
TTCGAGGATCGATTCGAGGGCCGGCCTGTCGATGATGTGTGATGTATGCGGTCTAGGGTAG
GCTGGTTTGTCTTGGTCCAATTTGATGTCGGCTCCCGTGCAGGCCAGAGTGAGGGGGTACA
GGGTAGGCAGCTTAGATTTGGTCGATCTGGAGGTCGATTCTCCGGCTGGCGGATCTGACAC
TGTCGAAACGAGATGCGAGCGGTGTAGGGTAGGCTAGTTTCGTCCTCGCCGGGTTGCGATT
TGGACGAGATATGTGGTCTAGGGTAGGCTCTAGGGTAAGTAGAATTCGAGTTTCGTCGCCG
ACAGTTTTCTGTGGGTGTGTGGTAGGTACAGGGTAGGCAAATCTCCCTCCGGCCAGTCCTT
GTCTGGTGGTCGTGAGTCGATTTTTTTGT

#MAFF240329
CCCAATGGGTTCTCCGGATTTCTGGAGACTTGTAGGGGTTGTGGGATTTTTGATGTGTCGTC
TCCGGACGGGCGGTGCAGGGTAGTCGAGTTAGACTTGGTGGAATTCCGTCGATAGGAGTT
CCGTCGAGTCTGGTCGGCTGTGTGTTGGACGGTGCAGGGTAGGCTGCTTGGACATGGTCGG
TTCGAGGATCGATTCGAGGGCCGGCCTGTCGATGATGTGTGATGTATGCGGTCTAGGGTAG
GCTGGTTTGTCTTGGTCCAATTTGATGTCGGCTCCCGTGCAGGCCAGAGTGAGGGGGTACA
GGGTAGGCAGCTTAGATTTGGTCGATCTGGAGGTCGATTCTCCGGCTGGCGGATCTGACAC
TGTCGAAACGAGATGCGAGCGGTGTAGGGTAGGCTAGTTTCGTCCTCGCCGGGTTGCGATT
TGGACGAGATATGTGGTCTAGGGTAGGCTCTAGGGTAAGTAGAATTCGAGTTTCGTCGCCG
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ACAGTTTTCTGTGGGTGTGTGGTAGGTACAGGGTAGGCAAATCTCCCTCCGGCCAGTCCTT
GTCTGGTGGTCGTGAGTCGATTTTTTTGT

#MAFF240330
CCCAATGGGTTCTCCGGATTTCTGGAGACTTGTAGGGGTTGTGGGATTTTTGATGTGTCGTC
TCCGGACGGGCGGTGCAGGGTAGTCGAGTTAGACTTGGTGGAATTCCGTCGATAGGAGTT
CCGTCGAGTCTGGTCGGCTGTGTGTTGGACGGTGCAGGGTAGGCTGCTTGGACATGGTCGG
TTCGAGGATCGATTCGAGGGCCGGCCTGTCGATGATGTGTGATGTATGCGGTCTAGGGTAG
GCTGGTTTGTCTTGGTCCAATTTGATGTCGGCTCCCGTGCAGGCCAGAGTGAGGGGGTACA
GGGTAGGCAGCTTAGATTTGGTCGATCTGGAGGTCGATTCTCCGGCTGGCGGATCTGACAC
TGTCGAAACGAGATGCGAGCGGTGTAGGGTAGGCTAGTTTCGTCCTCGCCGGGTTGCGATT
TGGACGAGATATGTGGTCTAGGGTAGGCTCTAGGGTAAGTAGAATTCGAGTTTCGTCGCCG
ACAGTTTTCTGTGGGTGTGTGGTAGGTACAGGGTAGGCAAATCTCCCTCCGGCCAGTCCTT
GTCTGGTGGTCGTGAGTCGATTTTTTTGT

#MAFF240331
CCCAATGGGTTCTCCGGATTTCTGGAGACTTGTAGGGGTTGTGGGATTTTTGATGTGTCGTC
TCCGGACGGGCGGTGCAGGGTAGTCGAGTTAGACTTGGTGGAATTCCGTCGATAGGAGTT
CCGTCGAGTCTGGTCGGCTGTGTGTTGGACGGTGCAGGGTAGGCTGCTTGGACATGGTCGG
TTCGAGGATCGATTCGAGGGCCGGCCTGTCGATGATGTGTGATGTATGCGGTCTAGGGTAG
GCTGGTTTGTCTTGGTCCAATTTGATGTCGGCTCCCGTGCAGGCCAGAGTGAGGGGGTACA
GGGTAGGCAGCTTAGATTTGGTCGATCTGGAGGTCGATTCTCCGGCTGGCGGATCTGACAC
TGTCGAAACGAGATGCGAGCGGTGTAGGGTAGGCTAGTTTCGTCCTCGCCGGGTTGCGATT
TGGACGAGATATGTGGTCTAGGGTAGGCTCTAGGGTAAGTAGAATTCGAGTTTCGTCGCCG
ACAGTTTTCTGTGGGTGTGTGGTAGGTACAGGGTAGGCAAATCTCCCTCCGGCCAGTCCTT
GTCTGGTGGTCGTGAGTCGATTTTTTTGT

#MAFF240328
CCCAATGGGTTCTCCGGATTTCTGGAGACTTGTAGGGGTTGTGGGATTTTTGATGTGTCGTC
TCCGGACGGGCGGTGCAGGGTAGTCGAGTTAGACTTGGTGGAATTCCGTCGATAGGAGTT
CCGTCGAGTCTGGTCGGCTGTGTGTTGGACGGTGCAGGGTAGACTGCTTGGACATGGTCGG
TTCGAGGATCGATTCGAGGGCCGGCCTGTCGATGATGTGTGATGTATGCGGTCTAGGGTAG
GCTGGTTTGTCTTGGTTCAATTTGATGTCGGCTCCCGTGCAGGCCAGAGTGAAGGGGGGTA
CAGGGTAGGCAGCTTAGATTTGGTCGATCTGGAGGTCGATTCTCCGGCTGGCGGATCTGAC

ACTGTCGAAATGAGATGCGAGCGGTGTAGGGTAGGCTAGTTTCGTCCTCGCCAGGTTGCG
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ATTTGGACGAGATATGTGGTCTAGGGTAGGCTCTAGGGTAAGTAGAATTCTAGTTTCGTCG
CCGACAGTTTTCTTTGGGTGTATGGTAGGTACAGGGTAGGCAAATCTCTCTCGGGCCAGTA
CTTGTCTGGTGGTCGTGAGTCGATTTTTTTGT

#380116a
ATTTCCCCAATGGGTTCTCCGGATTTCTGGAGACTTGTAGGGGTTGTGGGATTTTTGATGTG
TCGTCTCCGGACGGGCGGTGCAGGGTAGTCGAGTTAGACTTGGTGGAATTCCGTCGATAG
GAGTTCCGTCGAGTCTGGTCGGCTGTGTGTTGGACGGTGCAGGGTAGGCTGCTTGGACATG
GTCGGTTCGAGGATCGATTCGAGGGCCGGCCTGTCGATGATGTGTGATGTATGCGGTCTAG
GGTAGGCTGGTTTGTCTTGGTCCAATTTGATGTCGGCTCCCGTGCAGGCCAGAGTGAGGGG
GGTCCATGGTAGGTACAGGGTAGGCAGCTTAGATTTGGTCGATCTGGAGGTCGATTCTCCG
GCTGGCGGATCTGACACTGTCGAAACGAGGTGCGAGCGGTGTAGGGTAGGCTAGTTTCGT
CCTCGCCAGGTTGCGATTCGGACGAGATATGTGGTCTAGGGTAGGCTCTAGGGTAAGTAG
AACTCTAGTTTCGTCGCCGACAGTTTTCTTTGGGTGTATGGTAGGTACAGGGTAGGCAAAT
CTCTCTCCGGCCGGTACTTGTCTGGTGGTCGTGAGTCGATTTTTTTGTTTT

#08C-MS2
ATTTCCCCAATGGGTTCTCCGGATTTCTGGAGACTTGTAGGGGTTGTGGGTTTTTCGATGTG
TCGTCTCCGGACGGGCGGTGCAGGGTAGTCGAGTTGGACTTGGTGGAATTCGGTTTATTCG
AATCCGTCGAGTCTGGCTGGCACGATCGTGTGCGGCTGTGTGCTGGACGGTGTAGGGTAG
GCTGCTTGGACATGGTCGGTTCGAGGATCGATTCGAGGGCCGGCCTGTCGATGATGTGTGA
TGTATGCGGTCTAGGGTAGGCTGGTTTGTCTTGGTCCAATTTGATGTCGGCTCCCGTGCAGA
CCAGAGTGAGGGCGGTCCAGGGTAGGTCCAGGGTAGGCAGCTTAGATTTGATCGATCTGG
AGGTCGATTCTCCGGCTGGCGGATCTGACACTGTCGAAACGAGATGCGAGCGGTGTAGGG
TAGGCCAGTTTTGTCGTCGCCAGGTTGCGATTCGGACGAGATATGTGGTCTAGGGTCTAGG
GTAAGTAGAGTTCGAGTTTCGTCGCCAACAGTTTGCTGTATGTGTAGGGTAGGTGCAGGGT
AAGCAAATCTCTCTCTGGCCAGACGGTTTTGCGGTCTGGTGGTCGTGAGTCGATTTTTTTGT
1T

#Ta2

CCCAATGGGTTCTCCGGATTTCTGGAGACTTGTAGGGGTTGTGGGTTTTTCGATGTGTCGTC
TCCGGACGGGCGGTGCAGGGTAGTCGAGTTGGACTTGGTGGAATTCGGTTTATTCGAATCC
GTCGAGTCTGGCTGGCACGATCGTGTGCGGCTGTGTGCTGGACGGTGTAGGGTAGGCTGCT
TGGACATGGTCGGTTCGAGGATCGATTCGAGGGCCGGCCTGTCGATGATGTGTGATGTATG

CGGTCTAGGGTAGGCTGGTTTGTCTTGGTCCAATTTGATGTCGGCTCCCGTGCAGACCAGA
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GTGAGGGCGGTCCAGGGTAGGTCCAGGGTAGGCAGCTTAGATTTGATCGATCTGGAGGTC

GATTCTCCGGCTGGCGGATCTGACACTGTCGAAACGAGATGCGAGCGGTGTAGGGTAGGC

CAGTTTTGTCGTCGCCAGGTTGCGATTCGGACGAGATATGTGGTCTAGGGTCTAGGGTAAG
TAGAGTTCGAGTTTCGTCGCCAACAGT TTGCTGTATGTGTAGGGTAGGTGCAGGGTAAGCA
AATCTCTCTCTGGCCAGACGGTTTTGCGGTCTGGTGGTCGTGAGTCGATTTTTTTGT

#GSCT7610
ATTTCCCCAATGGGTTCTCCGGATTTCCGGAGACTTGTAGGGGTTGTGGGCTTTTCGAGATG
TCGTCTCCGGACGGGCGGTGCAGGGTAGCCGAGCTGGACTTGGTGGAATTCGATCCCGTC
GAGTCCGGCATGGCTCTGTGCGGCTGTGTGTTGGACGGTGCAGGGTAGGCTGCTCGGTCTT
GGTCGATTCGTGGATCGATTCGAGGACCGGCCAGAGGATGTGGGATAGAGGGGGTCTAGG
GTAGGCTGGTTTGTCTTGGTCGAACTCGATGTCGGCTCCCGTGTAGACCAGAGCGAGGGTG
GTGCAGGGTTAGGTACAGGGTAGGCAGCTTAGACTTGGTCGATCTGGATGTCGGTTCTCTG
GCTGATGGATCTGAGAGCGTCAAAACGAGATGCAGGCGCTGCAGGGTAGGTAACTTCTGT
CTTCGTCAGGAAGCGATTTGTGTTGAGGTGTGTGGTCTAGGGTAGGTACAGGGTAGGTAA
ATATCTATGCGGCCAGTACTGGCCCATGCGTGCGAAATCGTTTCGCAGTCTGGTGGCCGTG
AGTTGATTCTCTAGTCTT

#MAFF103070
ATTTCCCCAATGGGTTCTCCGGATTTCTGGAGACTTGTAGGGGTTGTGGGATTTTTGATGTG
TCGTCTCCGGACGGGCGGTGCAGGGTAGTCGAGTTAGACTTGGTGGAATTCCGTCGATAG
GAATTGCGCCGAGTCTGGTCGGCTGTGTGTTGGACGGTGCAGGGTAGGCTGCTTGGACATG
GTCGGTTCGAGGATCGATTCGAGGGCCGGCCTGTCGATGATGTGTGATGTATGCGGTCTAG
GGTAGGCTGGTTTGTCTTGGTTTAATTTGATGTCGGCTCCCGTGCAGGCCAGAGTGGGGGEG
GTCCAGGGTAGGTACAGGGTAGGCAGCTTAGATTTGGTCGATCTGGAGGTCGATTCTCCGG
CTGGCGGATCTGACACTGTCGAAACGAGATGCGAGCGGTGTAGGGTAGGCTAGTTTCGTC
CTCGCCAGGTTGCGATTTGGACGAGATATGTAGTTTAGTGTATACTCTAGGGTAAGTAGAA
TTCGAGTTTCGTCGCCGACAGTTTTCTGTGGGTGTATGGTAGGTGCAGGGTAGGCAAATCT
CTCTCCGGCCAGTACTTGTCTGGTGGTCGTGAGTCGATTTTTTTGTTTT
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Anexo 2 : secuencia de la region de AVR1 se ensamblaron manualmente los fragmentos
continuos generados por los Primer SIX 4 F1/R1, usando el programa GENETIX-MAC and
ENZYME Xy analizados con el programa Blast del NCBI.

GAGAAGCTAAAGCTCTGGTCGCTGGAAGGATCAAAGTTCCATGTCGGTTCCATGCTTG
cC
ACATTATCAATGTGGTATACCTCCTTACCATTACGGAAAAAGCCCATTCTTGAAGTTTG
T
CCATAATGCCCGTCTCTGCGATAGACTTGGGCCTTGAGTCGAATGAGCTTTCGTCCTAT
T
CCTGGCTTTCCTGCACGCGTGACAACTTTGCCATTTACATGTGTTGCCTCCTTGTCATCT
ACCGCATCAAAAACAGTGTTAGACGGAGAGCAAGTAGCGTCAGGCTCTCTATCACCCC
AAAAGTTGCCAACTTGCTCCAACTGGAAGCAATCCTGACCTGCGGGACATGTTCCGGT
GTGTGTCGATCCAGCATTTTTATTACCCGCAGGCGCGCAGTTAACAGTATATGTCGATT
TACCA
GTGCATATTGCATTAAGCCAGTGGAGATCTGCGCCAGTAGCAGTGCCAGCATGTACAC
AA
ACAGACTCGGTATGAGCAGATCTTTTAACGAGATTGGAGCCTAAGTTTGAATTCAATT
AG
ATAACCTCTTGTAAATAGCAAGACATCTGAAGCCATTGACTTACCTGAACTATCCGGA
GT
ATCTACCCAGTGGATTTTAAGCGGCTGACTGTCTGAGCTGCTAAAGTTGAATGTTCCGA
T

GATGTCACCCTCCTCCCCCCCG
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Anexo 3: secuencia de la region de AVR2 se ensamblaron manualmente los fragmentos
continuos generados por los Primer SIX3 F1/R2, usando el programa GENETIX-MAC and
ENZYME Xy analizados con el programa Blast del NCBI.

TTCCAGACGCAGGAGGGCGCCAGCACTTACACAAATTCGTTTTAATTACGACATCAGC
TT
AACATACATTCGCGTTCTCGCTAAGCCAGTCCTGACACTGCGTTGCTCTATGCTGGCAA
C
TTGCAAGATGCGATTCATCGTCGGTCAGTCCAAGGACGGGTAACCCATATGCGTGTTC
cC
GGCCGCCGCACGTTTTTACTCATTACTACGAGCTCAGCACCGAACCTCTGGGTTTGCTA
G
ATGTACACAGAGACCTCATATAGCGGCGGCATTCGGATGATCACGCATTACGAAGAGT
CG
CGTGGAGGCTCCGCACGTCATGATGTCGCCCCCCCGACGACACAAGCATCGCAACTAC
GA
GATCGAATCGTCGTATTCCTGTTGCAACACCTATGCGGCTGGAGATTGCTTTCACACTG
C
ACGCTTAGTACCGGCTCTCGAGGTCCAGCCACAATCAGTTGGGATGCCGACGCTAGTT
AT
ACCTACTATCTTACTATCTCAGAGGATGATTCTGTGGGCAATTATAAACACTCTGCCAA
G
GGGAACTGCCACAGAATCAATCCTCTGAGATAGTAAGATAGTAGGTATAACTAGCGTC
GGCATCCCAACTGATTGTGGCTGGACCTCGAGAGCCGGTACTAAGGCGTGCAGTGTGA
AAGCAATCTCCAGCCGCATTAGGTGTTGCAACAGGAATACGACGGACTTCGATCTCGT
AGTTGGCGATGGCTTGGTGTCCGTCCGGGGGGGCGACATCAATGACAGTGCGGAGGCC
TCCAACGCGACTTCGTTCGTAAATGCGGTGATTCAGTCCCGAATTGCCAGCCCGCTCAT
ATGGAGGGTCTCTGTGTAACATTCTAGCATAACCCAGAGGTTCGGTGCTGAAGCTCGT
AGTAAATGAAGTAGAAGACGTGCGGCGGCCGGGAAACACGCAATATGGGTTACCCCG
TCCTTGGAGCTGACCGACAGATGAATCGGCATCTTCCACAGGTAGCCCAGCAATAGAG
CAAACCCATGTCATGGACATGGCTATAAGCAGAAGGAAACGCATAGTGGTAAATGTTT
AGGCAAGATGGTCGGTAATTAAATCGAGTTT
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Anexo 4: secuencia de la region de AVR3 se ensamblaron manualmente los fragmentos
continuos generados por los Primer P12 R1/ F1, usando el programa GENETIX-MAC and
ENZYME Xy analizados con el programa Blast del NCBI.

TAATAGAGGCCCCGAAAGCATGTTGAATGCTTCCTCGAGGCTGAGGGTAAATGAATGG
CT
GTGAATTGAAATAGAGAAAGTAGTGTTTGGAGGGCTTTGGATCGCAACTTAGTGTGGG
CT
GGTATATCCAAACGCCCAAGTTGCGCGATATGTGTTTGTGATAGTCACCTTGCCTCTCG
G
GCAATTAATGCATGACCATGAATGTCCATATCCGTGAGAGCTCGTCTTATATCCATCCG
A
ATAAACACCGTCATACCCGAAGTACCCATTGAGAGTGCCCGCCATCTGGGCGAAATAA
TC
GTAGGTCCCAGGCGATTTAGGCGATTCGGGGTACCAGGTACTGCCACTCCGTGTTACC
AA

A
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Anexo 5: Temperatura en la primera y segunda evaluacioén de la inoculacion de los

aislamientos de Fusarium oxysporum en el cultivo de tomate.

Mes de abril

ABRIL VIAXINV A MININVMA RH(256)

FECHA ouT ouUT M AX NMIN
4/04/2017 22.1 16.7 73 20
5/04/2017 21.9 aA6.7 73 17
6/04/2017 21.4 a46.7 72 18
7/04/2017 21.5 a46.7 73 17
8/04/2017 21.6 16.7 73 20
2,/04/2017 21.5 16.7 72 17
10/04/2017 21.6 16.7 73 17
11,/04/2017 22 A41.7 75 22
12/04/2017 21.5 41.3 76 20
13/04/2017 21.9 a2 75 22
14/04/2017 21.9 a1 76 19
15/04/2017 22 41.5 75 20
16/04/2017 21.7 41.2 75 19
17/04/2017 21.1 42.5 79 17
18/04/2017 19.4 35.9 85 30
19/04/2017 21.6 35.5 S0 34
20/04/2017 20.9 34.9 S5 35
21/04/2017 19.9 34.7 S5 35
22/04/2017 19.7 35.6 85 32
23/04/2017 19.5 34.6 85 36
24a4/04/2017 19.4 33.8 89 37
25/04/2017 19.8 30.2 84 a6
26/04/2017 19.2 33.6 =¥=3 36
Promedio 21.0 40.0

T.prome 30.5 78.5 25.-5

Mes de mayo-junio

VMAYO-JUNIO MINIMA MAXIMA RH(2%)

FECHA ouT ouT M AX MIN
24/05/2017 18 26.9 o3 51
25/05/2017 18.6 25.5 o2 60
26/05/2017 18.7 23.9 o2 67
29/05/2017 17.8 31.2 o494 45
30/05/2017 17.8 19.2 o6 83
31/05/2017 17.5 19.2 96 81
2/06/2017 17.3 23.5 96 70
5/06/2017 17.1 27.9 74 53
7/06/2017 16.8 24.1 o3 53
8/06/2017 18 25.5 84 61
9/06/2017 17.9 25.5 84 61
12/06/2017 16.9 25.5 77 471
14/06/2017 16.6 25.7 73 40
15/06/2017 16.4 25.5 72 471
16/06/2017 17.3 25.7 73 41
19/06/2017 17 249 72 449
20/06/2017 17.5 24 83 45
21/06/2017 17.6 26.5 72 39
22/06/2017 17.3 24.3 72 30
23/06/2017 17.3 26.7 71 40
26/06/2017 15.8 25.8 73 40
27/06/2017 17.8 21.8 72 38
Promedio 17.4 24.9 82.0 51.1

T. promedio 21.2
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Anexo 6: Datos de evaluacion de sintomas a nivel del cuello y sintomas vasculares del

aislamiento HEI 11 y controles positivos de razas de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici

(R1, R2 y R3).
SEVET (Raiz
ID REP AISLA CULT SEVE (SEVE+1))
U114 rl HEI_11 BLOC 0 1.0
U127 r2 HEl_11 BLOC 0 1.0
U193 r3 HEl_11 BLOC 0 1.0
U202 rd HEI_11 BLOC 0 1.0
u247 r5 HEl_11 BLOC 0 1.0
U251 ré HEl_11 BLOC 0 1.0
U110 rl R_1 BLOC 0 1.0
U132 r2 R 1 BLOC 0 1.0
ul42 r3 R 1 BLOC 0 1.0
u1s7 rd R_1 BLOC 0 1.0
U205 r5 R_1 BLOC 0 1.0
U232 ré R 1 BLOC 0 1.0
U108 rl R_2 BLOC 0 1.0
ul3e r2 R 2 BLOC 0 1.0
U245 r3 R 2 BLOC 0 1.0
U250 rd R_2 BLOC 0 1.0
U255 r5 R_2 BLOC 0 1.0
U256 ré R_2 BLOC 0 1.0
U102 rl R_3 BLOC 0 1.0
U118 r2 R_3 BLOC 0 1.0
uie7 r3 R_3 BLOC 0 1.0
U179 rd R_3 BLOC 0 1.0
U241 r5 R_3 BLOC 0 1.0
U263 ré R_3 BLOC 0 1.0
U126 rl TESTIGO BLOC 0 1.0
U129 r2 TESTIGO BLOC 0 1.0
U188 r3 TESTIGO BLOC 0 1.0
U216 rd TESTIGO BLOC 0 1.0
U231 r5 TESTIGO BLOC 0 1.0
U248 ré TESTIGO BLOC 0 1.0
U105 rl HEl_11 MOMO 0 1.0
U128 r2 HEI_11 MOMO 0 1.0
ul4e6 r3 HEI_11 MOMO 0 1.0
U191l r4 HEl_11 MOMO 0 1.0
U212 r5 HEI_11 MOMO 0 1.0
U228 ré HEI_11 MOMO 0 1.0
ul41l rl R 1 MOMO 0 1.0
U177 r2 R_1 MOMO 0 1.0
U182 r3 R_1 MOMO 0 1.0
U185 r4 R 1 MOMO 0 1.0
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U201 r5 R 1 MOMO 0 1.0
U236 r6 R 1 MOMO 0 1.0
U194 rl R 2 MOMO 3 2.0
U195 r2 R 2 MOMO 0 1.0
U213 r3 R 2 MOMO 4 2.2
U221 r4 R 2 MOMO 3 2.0
U237 r5 R 2 MOMO 3 2.0
U259 r6 R 2 MOMO 2 1.7
U101 rl R_3 MOMO 0 1.0
U112 r2 R 3 MOMO 0 1.0
U135 r3 R_3 MOMO 4 2.2
U147 r4 R_3 MOMO 4 2.2
U203 r5 R_3 MOMO 4 2.2
U240 r6 R 3 MOMO 1 1.4
U139 rl TESTIGO MOMO 0 1.0
U151 r2 TESTIGO MOMO 0 1.0
U160 r3 TESTIGO MOMO 0 1.0
U173 r4 TESTIGO MOMO 0 1.0
U215 r5 TESTIGO MOMO 0 1.0
U249 r6 TESTIGO MOMO 0 1.0
U123 rl HEI_11 MOMO_8 0 1.0
U125 r2 HEI_11 MOMO_8 0 1.0
U162 r3 HEI_11 MOMO_8 0 1.0
U186 r4 HEI_11 MOMO_8 0 1.0
U214 r5 HEI_11 MOMO_8 0 1.0
U223 r6 HEI 11 MOMO_8 0 1.0
U134 rl R 1 MOMO_8 0 1.0
U138 r2 R 1 MOMO_8 0 1.0
U163 r3 R 1 MOMO_8 0 1.0
U229 r4 R 1 MOMO_8 0 1.0
U260 r5 R 1 MOMO_8 0 1.0
U261 r6 R 1 MOMO_8 0 1.0
U165 rl R 2 MOMO_8 0 1.0
U196 r2 R 2 MOMO_8 0 1.0
U199 r3 R 2 MOMO_8 0 1.0
U207 r4 R 2 MOMO_8 0 1.0
U220 r5 R 2 MOMO_8 0 1.0
U230 r6 R 2 MOMO_8 0 1.0
U119 rl R 3 MOMO_8 2 1.7
U159 r2 R_3 MOMO_8 1 1.4
U183 r3 R_3 MOMO_8 0 1.0
U227 r4 R 3 MOMO_8 1 1.4
U234 r5 R_3 MOMO_8 2 1.7
U262 r6 R_3 MOMO_8 1 1.4
U116 rl TESTIGO MOMO_8 0 1.0
U158 r2 TESTIGO MOMO_8 0 1.0
ulel r3 TESTIGO MOMO_8 0 1.0
U243 r4 TESTIGO MOMO_8 0 1.0
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U244 r5 TESTIGO MOMO_8 0 1.0
U267 ré TESTIGO MOMO_8 0 1.0
U117 rl HEI_11 POND 0 1.0
Uizl r2 HEI_11 POND 1 1.4
ul43 r3 HEI_11 POND 1 1.4
U233 r4 HEI_11 POND 0 1.0
U253 r5 HEI_11 POND 0 1.0
U254 ré HEI_11 POND 0 1.0
U157 rl R_1 POND 0 1.0
uis4 r2 R_1 POND 4 2.2
U204 r3 R_1 POND 2 1.7
U208 r4 R_1 POND 4 2.2
U210 r5 R_1 POND 0 1.0
U252 ré R_1 POND 0 1.0
U104 rl R_2 POND 3 2.0
U170 r2 R_2 POND 0 1.0
U176 r3 R_2 POND 0 1.0
U224 ra R_2 POND 3 2.0
U246 r5 R_2 POND 0 1.0
U266 ré R_2 POND 4 2.2
U113 rl R_3 POND 0 1.0
U115 r2 R_3 POND 1 1.4
U166 r3 R_3 POND 2 1.7
U197 ra R_3 POND 0 1.0
U211 r5 R_3 POND 0 1.0
U222 ré R_3 POND 4 2.2
U103 rl TESTIGO POND 0 1.0
U133 r2 TESTIGO POND 0 1.0
U140 r3 TESTIGO POND 0 1.0
U149 r4 TESTIGO POND 0 1.0
U175 r5 TESTIGO POND 0 1.0
U190 ré TESTIGO POND 0 1.0
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Anexo 7: Andlisis de variancia para la severidad en grados del aislamiento HEI 11 en los

cuatro cultivares diferenciales de tomate.

Tabla de Analisis de variancia

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
CULT 3 2.270 0.7567 8.987 2.51e-05 ***
AISLA 4 2.963 0.7407 8.798 3.98e-06 ***
CULT:AISLA 12 3.618 0.3015 3.581 0.000188 ***
Residuals 100 8.419 0.0842

Signif. codes: © “***’ 9,001 ‘**’ 9.01 ‘*’ ©0.05 ‘.’ 0.1 <’ 1

MSerror Mean SDev Min Max Num CV

1.18 120

tratamiento promedio M
1 R_2:MOMO 1.828020 a
2 R_3:MOMO 1.687070 ab
3 R_2:POND 1.539345 abc
4 R_1:POND 1.534031 ahc
5 R_3:MOMO_8 1.451124 abc
6 R_3:POND 1.397055 abc
7 HEI_11:POND 1.138071 bhc
8 HEI_11:BLOC 1.000000 c
9 HEI_11:MOMO 1.000000 c
10 HEI_11:mMoOMO_8 1.000000 <
11 R_1:BLOC 1.000000 c
12 R_1:MOMO 1.000000 c
13 R_1:MOMO_S8 1.000000 <c
14 R_2:BLOC 1.000000 c
15 R_2:MOMO_8 1.000000 c
16 R_3:BLOC 1.000000 <c
17 TESTIGO:BLOC 1.000000 ¢
18 TESTIGO:MOMO  1.000000 ¢
19 TESTIGO:MOMO_8 1.000000 <
20 TESTIGO:POND 1.000000 <c
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