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DESCRIPCION

Meétodo de deteccion e identificacion de cepas de Fusarium verticillioides productoras de fumonisinas.
Objeto de la invencion

La presente invencion, segin se recoge en esta memoria descriptiva, se refiere a la utilizacién de técnicas basadas
en el DNA para la deteccién y discriminacion de cepas de Fusarium verticillioides productoras de fumonisinas. Las
técnicas utilizadas hoy en dia para la deteccidn de estos hongos son ineficaces porque son laboriosas, requieren tiempo
y considerable experiencia. Ademads, no permiten diferenciar cepas de una misma especie, por lo que es necesario
determinar el perfil de produccién de la toxina para confirmar si la cepa es o no productora utilizando un equipamiento
sofisticado y costoso. La invencién ofrece un método de deteccidn de cepas de F. verticillioides productoras de fu-
monisinas rapido, preciso, fiable y con una elevada sensibilidad que no necesita un equipamiento costoso o elevada
cualificacion.

Antecedentes

Las micotoxinas constituyen un grupo heterogéneo de sustancias producto del metabolismo secundario de multitud
de hongos con incidencia en la salud humana, animal y vegetal, y por ello con repercusiones sanitarias econdmicas y
medio ambientales de primer orden.

Las toxinas tienen un efecto pernicioso sobre la salud, no sélo en sindromes agudos producidos por altas dosis de
la toxina sino por un efecto crénico producido por dosis bajas pero acumulativas. Esto es especialmente peligroso en
toxinas con efectos cancerigenos y que estan presentes en alimentos bdsicos de la dieta, como los cereales y zumos.
Existe en la actualidad una preocupacién creciente, tanto por parte de las autoridades sanitarias como de las industrias
alimentarias, por garantizar la salubridad de los alimentos, especialmente en lo que se refiere a la ausencia de residuos
toxicos que, de una forma u otra, pueden llegar a los alimentos y transmitirse a los consumidores. Por ello, la legislacién
sobre presencia de toxinas y los limites permitidos se estd revisando con urgencia en la actualidad para incluir nuevas
toxinas y reducir los limites tolerables de cada una en alimentos de consumo.

Las toxinas flingicas se pueden producir, dependiendo del hongo concreto, a lo largo de diferentes fases de la cade-
na alimentaria: proceso de colonizacién e infeccién del cultivo, durante el almacenaje y transporte o sobre los mismos
alimentos elaborados. La deteccién de los hongos productores y de las toxinas principales en los puntos criticos de
la cadena alimentaria es un tema esencial y prioritario para evitar la presencia de dichas toxinas en la dieta humana
y animal. Por ello, estarian afectados diferentes niveles en la deteccién del hongo productor de la toxina: durante el
cultivo, en los momentos previos al procesado (tras el almacenaje y el transporte) y durante la comercializacion.

Las toxinas principales, por sus efectos, su incidencia en productos bésicos y su estabilidad a lo largo de la elabo-
racion de los alimentos, son las producidas por los géneros Fusarium (fumonisinas, deoxynivalenol, nivalenol, toxina
T2 y zearalenona), Aspergillus y Penicillium (aflatoxinas y ocratoxinas). Las primeras, se producen principalmente
durante el cultivo (pre-harvest) coincidiendo con la colonizacion y el desarrollo de enfermedades en las plantas culti-
vadas. El segundo grupo de toxinas, producidas por Aspergillus y Penicillium, se producen durante la recogida y/o el
almacenamiento (post-harvest), cuando se dan las condiciones favorables para el desarrollo de estos hongos.

En el primer caso, la prevencion se limita al tratamiento con productos fitosanitarios. Estos productos, por sus
efectos negativos sobre la salud y el medioambiente, también estdn sometidos a una legislacién cada vez mads restric-
tiva. En el segundo, la prevencion consiste en la adicién de conservantes y fungistaticos de eficacia variable y dificil
aceptacion por el consumidor. Por ello, la deteccidn y el control de las cepas y especies capaces de producir alguna de
las micotoxinas principales es un punto clave en las estrategias de control.

Las fumonisinas afectan principalmente a cultivos de cereales y frutos secos y no se eliminan tras el procesado
de los alimentos y piensos. La presencia natural de fumonisinas en maiz, en sus derivados, asi como en piensos ha
sido estudiada con cierto detalle (Sydenham et al. 1991, Fumonisin contamination of commercial com-based human
foodstuffs. J. Agric. Food Chem. 39: 2014-2018; Pestka et al, 1994, Comparative assessment of fumonisin in grain-
based foods by ELISA, GC-MS, and HPLC. J. Food Prod. 57: 169-172; Schneider et al. 1995, Rapid detection of
fumonisin B, in cornbased food by competitive direct dipstick enzyme immunoassay/enzyme -linked immunofiltration
assay with integrated negative control reaction. J. Agric. Food Chem. 43: 2548-2552), de igual modo, se ha estudiado
la presencia de estas toxinas en ciertos alimentos como la leche (Maragos et al. 1994, Quantitation and stability of
fumonisins B1 and B2 in milk, J. Assoc. Off. Anal. Chem. Int. 77: 1162-1167) y la cerveza (Scott and Lawrence 1995
Analysis of beer for fumonisins, J. Food Prot. 58: 1379-1382). En Espaiia en particular existen pocos estudios sobre
fumonisinas en alimentos de consumo humano y animal. Se ha estudiado la capacidad de producir fumonisinas por
especies de Fusarium aisladas de cereales y se ha determinado su contenido en alimentos y piensos en los mercados
espaiioles (Sala et al. 1994, Fumonisin producing capacity of Fusarium strains isolated from cereals in Spain. J. Food
Prot. 57: 915-917; Sanchis et al. 1994, Occurrence of fumonisins B, and B, in com-based products from the Spanish
market. Appl. Environ. Microbiol. 60: 2147-2148; Sanchis et al. 1995. Fumonisins B, and B, and toxigenic Fusarium
strains in feeds from the Spanish market. Int. J. Food Microbiol. 27: 37-44). Estos datos han puesto de manifiesto que
la mayoria de las cepas de Fusarium aisladas son capaces de producir fumonisinas.
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Las fumonisinas fueron descritas por primera vez por Bezuidenhout er al en 1988 (Structure elucidation of the
fumonisins, mycotoxins from Fusarium moniliforme. J. Chem. Soc. Chem. Commun. 743-745.). Son responsables de
una gran variedad de sintomas en animales como la leucoencefalopatia en caballos, edemas pulmonares en cerdos,
céncer de higado en ratas (Riley e al. 1993, Fungal toxins in food: recent concerns. Ann. Rev. Nutrit. 13: 167-189)
y son uno de los agentes causales de cdncer de es6fago en humanos (Gelderblom et al, 1988, Fumonisins novel
mycotoxins with cancer-promoting activity produced by Fusarium moniliforme. Appl. Environ. Microbiol. 54: 1806-
1811).

Las fumonisinas son producidas por especies del género Fusarium que se agrupan en el denominado complejo de
especies de Gibberella fujkuroi (Sawada) Ito & K. Kimura, entre ellas destacan las especies Fusarium verticillioides
(Sacc.) Nirenberg y F. proliferatum (Matsushima) Nirenberg, por los elevados niveles de toxina que producen asi como
porque afectan principalmente a cereales. La identificacién de las especies de Fusarium se realiza en base a caracteres
morfolégicos y a claves taxonémicas diversas asi, segin los diferentes autores, se pueden distinguir 2, 6, 36 6 mas
especies diferentes (O’Donnel et al, 1998. Molecular systematics and phylogeographic of the Gibberella fujikuroi
species complex. Mycologia 90: 465-493). Estas diferencias han dificultado, si no se tiene un gran conocimiento
en la taxonomia de este grupo, la denominacién correcta de las cepas que son importantes como patégenos 0 como
productores de metabolitos de interés econdmico, entre ellos las micotoxinas. Por otra parte, debemos considerar que
este método de identificacidn es laborioso, requiere tiempo, considerable experiencia y no permite diferenciar cepas
de una misma especie, por lo que, una vez determinada la especie, es preciso analizar el espectro de produccion de
toxinas y el perfil de una toxina en concreto para confirmar si la cepa es productora o no. Hay por ello una necesidad
urgente de desarrollar métodos relativamente rapidos, fiables y con gran especificidad.

Las técnicas de diagnéstico basadas en el DNA son una alternativa eficaz debido a su exquisita sensibilidad,
rapidez, precisién y a que no requieren un equipo costoso o personal muy especializado. Estas técnicas de deteccidn se
basan en el conocimiento de secuencias de DNA especificas de una cepa o especie que se obtiene a partir de estudios
comparativos de la secuencia nucleotidica de fragmentos de DNA concretos, codificadores o no de proteinas, entre
numerosas cepas y especies. Por lo general, van asociadas a técnicas de deteccién mediante PCR o hibridacién.

El objeto general de esta patente es la obtencidn de secuencias de DNA especificas de las principales especies del
género Fusarium de interés por su capacidad de producir toxinas. En esta patente se presentan las primeras secuencias
especificas que permiten identificar, dentro de la especie F. verticillioides, aquellas cepas capaces de producir fumo-
nisinas. Las secuencias diagndstico que presentamos se basan en la region IGS, regién espaciadora intergénica de las
unidades repetidas en tindem del DNA ribosémico.

Explicacion de la invenciéon

La presente invencion se refiere a la deteccion e identificacion de cepas de Fusarium verticillioides productoras de
fumonisinas y recoge las secuencias especificas de oligonucledtidos necesarias para ello y secuencias mas largas de
donde se han obtenido dichos oligonucleétidos especificos.

Los estudios previos que sirvieron de base a las secuencias que se presentan tenian como objeto conocer las re-
laciones genéticas y el grado de parecido de las especies principales del complejo de especies G. fujikuroi y, dentro
de la especie de interés F. verticillioides, de numerosas cepas de diversa procedencia geogrifica y diferentes hospe-
dadores, asi como de otras especies del género Fusarium mas o menos proximas. El andlisis se realiz6 mediante la
técnica PCR-RFLP de la citada region IGS (Mirete et al. 1998, Caracterizacion de diversos aislamientos de Fusarium
moniliforme asociados a Pinus pinea. (Mirete et al. 2003. Fumonisin production by Gibberella fujikuroi strains from
Pinus species. International Journal of Food Microbiology, en prensa; Patifio et al. 2001, Genetic relationships of
fumonisin producing isolates of Gibberella fujikuroi complex from Pinus pina. International Symposium. Bioactive
fungal metabolites. Swansea. 22-27 de abril; Mirete et al. 1998, Caracterizacion de diversos aislamientos de Fusa-
rium moniliforme asociados a Pinus pinea, IX Congreso de la Sociedad Espafiola de Fitopatologia. Salamanca 19-23
de octubre). Este andlisis permitié detectar agrupamientos de cepas y especialmente en relacion con la capacidad de
producir o no fumonisinas, lo que facilité la eleccién de las cepas idoneas y representativas para realizar los estudios
pertinentes de secuenciacién nucleotidica de la region IGS. El andlisis comparativo realizado de las secuencias nu-
cleotidicas permiti6 disefiar parejas de oligonucledtidos especificos de las cepas de F. verticillioides productoras de
fumonisinas para ser utilizados como cebadores en reacciones de PCR sobre DNA gendémico. Esta invencion presenta
una pareja de oligonucleétidos cuyo empleo detecta la presencia de cepas de F. verticillioides capaces de producir
fumonisinas. Estos oligonucleétidos se han probado con numerosas cepas de F. verticillioides de diversa procedencia
geogréfica y de hospedador, las especies principales del complejo de especies G. fujikuroi y varias especies de Fusa-
rium mas o menos proximas de otras Secciones taxondmicas (Tabla 1). La figura 1 muestra los resultados obtenidos
seglin se detalla en el ejemplo 1.
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Cepas de Fusarium analizadas indicando hospedador, origen, capacidad de producir fumonisinas y amplificacién
positiva (+) o negativa (-) con la pareja de oligonucleétidos VERTF-1/VERTF-2, caracterizados por SEQ ID NO: 1y 2.
Cepas suministradas por A. Logrieco (CNR, Bari, I)(*); cepas de F. verticillioides suministradas por C. Tavora (Lisboa,
P)(**); cepas de FE verticillioides suministradas por M. Jiménez (UV, Valencia, SP)(***); cepas de las especies de G.
fujikuroi (#); cepas de F. verticillioides suministradas por el Fusarium Research Center (USA) (§); cepas de Fusarium
sp. suministradas por A. Martinez (CIB, Madrid, Sp) (Q). Fum produccién: (+) Produccién de fumonisinas, (-) ausencia
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TABLA 1

de produccion de fumonisinas, (N.A.) no analizado.

CEPA ORIGEN HOSPEDADOR | VERTF 1/2 | Fum produccion
1 | F. verticillioides A0999 # USA Zea mays + +
2 | F. sacchari B3852 # Lab. cross - N.A.
3 | F. fujikuroi C1993 # Taiwan Oryza - N.A.
sativa
4 | F. proliferatum D4853 # Lab. cross - +
5 | F. subglutinans E2159 # USA Zea mays - N.A.
6 | F. thapsinum F4094 # Lab. cross - N.A.
7 |F. nygamai G05112 # Lab. cross - +
8 | F. circinatum NRRL25333# Sudafrica Pinus patula - N.A.
F. verticillioides
9 FV 33* italia Ostrinia nubilalis + +
10| Fv3e* ltalia Ostrinia nubilalis + +
1 FVv 31* Espafia Triticum + +
12| Fveé* italia Triticum + +
13| FV3r italia Cucumis melo + +
14| Gfo™ Espaiia Zea mays + +
15| Gfg™ Espaiia Zea mays - -
16| Gf11*™ Espana Zea mays - -
171  Gf20** Espafa Zea mays + +
18| CB186™ Portugal Zea mays + +
19| CB184™ Portugal Zea mays + +
20f FV13* ltalia Zea mays + +
21 FVv 8* USA Zea mays + +
22| Fveo* USA (Sesia) | Zea mays + +
23| FvV1eC* USA (Asgrow) | Zea mays + +
24| FV3* Perli Zea mays + +
25| Fv1s* China Zea mays + +
26| Fv42 USA (Dekalb) | Zea mays + +
27| Fva21* China Zea mays + +
28| FvV46" Rusia Zea mays + +
20| Fves* Sudafrica Zea mays + +
30| Fv20* China Zea mays + +
31 Fv 38* Sudafrica Zea mays + +
32| Fvae* Argentina Zea mays + +
33| ITEM- 1934* Espaiia Zea mays + +
34 ITEM- 2181* USA Zea mays + +
35 ITEM- 2241* Rusia Zea mays + +
36 ITEM- 2243* Rusia Zea mays + +
37| ITEM-2259* ltalia Zea mays + +
38| ITEM-1773* italia Zea mays + +
39 ITEM- 2639* Eslovaquia Zea mays + +
40| ITEM- 2703* USA Zea mays + +
41 Fv 5* Ecuador Musa sapientum - -
[42] Gf15*** Ecuador Musa sapientum - -
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43 Gcf16*** Ecuador Musa sapientum - -
44 Gf10*™* Ecuador Musa sapientum - -
45| Gf1™ Ecuador Musa sapientum - -
46 ITEM- 1256* Espaiia Musa sapientum - -
47| ITEM- 1149* Panama Musa sapientum - -
48 | ITEM- 1249* Espana Musa sapientum - -
49| |ITEM- 1252* Espaiia Musa sapientum - -
50 ITEM- 1143* Ecuador Musa sapientum - -
51 ITEM- 1146* Ecuador Musa sapientum - -
52| ITEM- 1245* Espaiia Musa sapientum - -
53| ITEM- 1251* Espaiia Musa sapientum - -
54 ITEM- 1145* Ecuador Musa sapientum - -
55 ITEM- 1150* Panama Musa sapientum - -
56 ITEM- 1139* Panama Musa sapientum - -
57 ITEM- 1144* Ecuador Musa sapientum - -
58 | ITEM- 1243* Espaia Musa sapientum - -
59| M-7451° Nepal Zea mays + +
60| M-7450° Nepal Zea mays + +
61] M-7442° Nepal Zea mays + +
62| M-5500° Nepal | Zea mays + +
63| M-5507° Nepal Zea mays + ¥
64| M-5515° Nepal Zea mays + +
85 | F.oxysporum radicis lycopersici | Espaiia Lycopersicon - -
66 | Gf 49 (F. subglutinans) Ecuador Musa - N.A.
67 | F. oxysporum (681)m - N.A.
68 | F. oxysporum (695)a - N.A.
68 | F. acuminatum (690)= - N.A.
70 | F. sambucinum (688)a - N.A.
71 | F. semitecturn (691)x - N.A.
72 | F. heterosporum (694)x - N.A.
73 | F. culmorum (678)= - N.A.

Las pruebas mencionadas, por el nimero de cepas probadas y por su representatividad del rango de diversidad de
la especie F. verticillioides y de 5 especies del grupo G. fujikuroi, confirman la especificidad y eficacia que brinda la
pareja de oligonucledtidos objeto de esta patente en la identificacién de las cepas de F. verticillioides productoras de
micotoxinas. Estas secuencias pueden utilizarse acompafiadas de un protocolo de PCR clésico para proceder a una
deteccion cualitativa partiendo de DNA genémico aislado por el procedimiento que se prefiera, o de otros protocolos
que ofrezcan ventajas adicionales, como poder cuantificar la proporcién en que se encuentra esa especie o cepa en el
conjunto de una poblacién contaminante de hongos en los tres niveles descritos anteriormente: planta infectada, semilla
almacenada o alimento elaborado. Asimismo, las secuencias SEQ ID NO: 1 y 2 de los dos oligonucleétidos VERTF
pueden utilizarse para disefiar sondas marcadas que permitan la deteccion de cepas de F. verticillioides productoras de

fumonisinas en sistemas de hibridacién tanto sobre extractos con DNA gendémico como in situ sobre nicleos de las
hifas.

La utilizacién de métodos de PCR en placas permite el escrutinio de muestras partiendo de cantidades minimas de
material flingico (esporas o micelio) con los oligonucleétidos propuestos.

Los oligonucledtidos objeto de esta patente especificos de F. verticillioides productores de fumonisinas son VERTF-
1 y VERTEF-2, caracterizados por SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2, respectivamente.

Aquellos oligonucleétidos que representen versiones mds cortas o largas de los mismos se consideran también
incluidos en la presente invencién en la medida que son especificos de esta region IGS para las cepas de F. vertici-
llioides. Asimismo se incluye la secuencia del producto de amplificacién, aquella que se considera especifica de F.
verticillioides productores de fumonisinas y estd caracterizada por SEQ ID NO: 3, y que contiene los oligonucleétidos
caracterizados por SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2.

Protocolo de deteccion de cepas de F. verticillioides productoras de Fumonisinas
El mantenimiento de los hongos objeto de esta patente se ha realizado mediante el cultivo y siembra periddica en

placas Petri con medio Patata-Dextrosa-Agar (PDA, Scharlau). Para la obtencién de micelio, se inocularon matraces
con 20 ml de medio Sabouraud y se incubaron a 26°C en oscuridad y en cultivo estitico durante 3 dias. Como indculo
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se utilizaron discos de cultivos de 7 dias en medio s6lido (PDA). Al cabo de este tiempo, el micelio se filtra a través de
papel Whatman n° 1, se lava y se congela inmediatamente en nitrégeno liquido. Se mantiene congelado a -80°C hasta
el momento de la extraccion de DNA.

Para la extraccion de DNA se ha utilizado 1 g de micelio congelado mediante el kit de extraccién rapida de DNA
(Genomix de TALENT). Se han probado otros protocolos como el protocolo de extraccién rdpida de DNA de hongos
(Cenis, 1992, Rapid Extraction of fungal DNA for PCR amplification. Nucl. Acid. Res. 20: 2380) o el método de
extraccion de DNA de plantas (Dellaporta et al, 1983, A plant DNA minipreparation: A version. Plant Mol. Biol. Rep.
1:19-21). Se pueden utilizar también métodos desarrollados para material vegetal o alimentos contaminados.

Para la deteccion por PCR, la mezcla de reaccién utilizada para un volumen total de 25 ul es la siguiente: 3 ul de
DNA (50-150 ng), 12.5 nM de cada uno de los cuatro dNTPs, 50 nM de MgCl,, 10 nM de cada cebador VERTF-1 y
VERTF-2 (SEQ ID NO: 1 y 2), una unidad de Taq polimerasa y 2.5 ul del tamp6n 10x suministrado por el fabricante
(Ecogen).

Las condiciones de la reacciéon de PCR son: 1 ciclo de 1 min 25 seg a 94°C, 25 ciclos de 35 seg a 95°C (desnatu-
ralizacién), 35 seg a 65°C (anillamiento), 2 min a 72°C (extensién) y finalmente 1 ciclo de 5 min a 72°C (extensién
final). Termociclador utilizado: PTC-100 (MJ-research Inc) thermocycler o Eppendorf Mastercycler Gradient.

Los productos de amplificacion se detectaron mediante geles de agarosa al 2.5% en TAE (Tris acetato 40mM y
EDTA 1,0 mM). Los geles se tifieron con bromuro de etidio (1 ug/ml) y se visualizaron mediante luz ultravioleta.
Como patrén de masa molecular se utilizé el marcador 100 bp Ladder Plus (MBI fermentas). Para la visualizacién
son suficientes 3 6 4 ul de la mezcla de PCR.

Breve descripcion de las figuras
Figura 1

Visualizacién de los productos de amplificacién obtenidos con oligonucleétidos especificos de F. verticillioides
productores de fumonisinas segun el ejemplo 3. Se obtuvo un solo fragmento de amplificacién de aproximadamente
400 pb en los aislamientos F. verticillioides productores de fumonisinas (FV 13, Gf 20, Gf 2, FV 37, FV 36, Mating
Population A, FV9, FV 10, carriles 1-8). No se obtuvo ninguna sefial en los F. verticillioides no productores de
fumonisinas (Gf 16, Gf 15, Gf 11, Gf 8, FV5, Gf1, Gf 10, carriles 9-15). La M indica los carriles con el marcador de
masa molecular.

Modo de realizacion de la invencion

La presente invencion se ilustra adicionalmente con el ejemplo que se expone a continuacion.
Ejemplo 1
Identificacion de F._verticillioides productores de fumonisinas utilizando oligonucleotidos especificos

Siguiendo el protocolo de deteccion de cepas de F. verticillioides productoras de fumonisinas descrito en la expli-
cacion de la presente invencion, se analizaron cepas de F. verticillioides productoras y no productoras de fumonisinas
mediante la utilizacién de los oligonucleétidos VERTF-1 y VERTF-2, caracterizados por SEQ ID NO: 1 y SEQ ID
NO: 2, (ver Tabla 1).

Mediante la técnica de PCR se obtuvo un solo fragmento de amplificacién, de aproximadamente 400 pb, en las

cepas de F. verticillioides productores de fumonisinas. Por el contrario, no se obtuvo ninguna sefial de amplificacién a
partir de las cepas de F. verticillioides no productoras de fumonisinas (figura 1).
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REIVINDICACIONES

1. Método de deteccion e identificacion de cepas de Fusarium verticillioides productoras de fumonisinas, caracte-
rizado por la utilizacién de los oligonucledtidos determinados por SEQ ID NO: 1 y 2 6 versiones mds cortas o largas
de los mismos.

2. Método de deteccién e identificaciéon de cepas de Fusarium verticillioides productoras de fumonisinas, ca-
racterizado por la utilizacion de oligonucledtidos, segtn reivindicacidon 1, en reacciones de PCR para la deteccién
cualitativa de especies de Fusarium verticillioides productoras de fumonisinas.

3. Método de deteccion e identificacion de cepas de Fusarium verticillioides productoras de fumonisinas, caracte-
rizado por la utilizacioén de oligonucle6tidos, segin reivindicacién 1, en reacciones de PCR para la cuantificaciéon de
la proporcién de especies de Fusarium verticillioides productoras de fumonisinas en poblaciones de hongos a nivel de
planta infectada, semilla almacenada o alimento elaborado.

4. Método de deteccion e identificacion de cepas de Fusarium verticillioides productoras de fumonisinas, caracte-
rizado por la utilizacién de oligonucledtidos, segiin reivindicacion 1, en el disefio de sondas para detectar especies de
Fusarium verticillioides productoras de fumonisinas en sistemas de hibridacién.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Universidad Complutense de Madrid

<120> Método de deteccion e identificacion de cepas de Fusarium verticillioides productoras de Fumonisinas

<160> 3

<210> 1
<211>20
<212> DNA

<213> Fusarium verticillioides

<400> 1

GCGGGAATTC AAAAGTGGCC

<210>2
<211>21
<212> DNA

<213> Fusarium verticillioides

<400> 2

GAGGGCGCGA AACGGATCGG G

<210>3
<211> 390
<212> DNA

<213> Fusarium verticillioides

<400> 3

GCGGGAATTC AAAAGTGGCC CGCGAACCCC GTCTGGCGTG CGTCCACTCG AACACCGTCG

GTGGACATAT GAGAGGGAGA AATCCCGCCG GCGGGGGCCC ACGCCGAGCG CAGGGTAGGT

AAAAGTAAAA AAGTTGTTAA AAAGCGCGGT GTCGGTGTGC TTGTATTTGA AGAAAAAAGT

TGTCCCGAGG TGGAGGCGGC CAGGAAATCC AACGCTCACC CCGCATGGGA ACCGGTTTCG

GGCCCGGATT TTGGTCCGGT CCAGGGTAGG CCAGTTCTGT ATAAATATTC TAGGGTAGTT

CCAGGGTAGG CCCAAGCGTA GGTAGAATTT TGGTATATAG TATGGCCGGT GAAGGGTAGG

CTCAGCCCGA TCCGTTTCGC GCCCTCACC

60

120

180

2490

300

360

390

20

21
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