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MARCADORES MOLECULARES ESPECÍFICOS Y su uso PARA LA

DETECCIÓN DE Sclerotíum cepivorum Berk

5 OBJETIVO DE LA INVENCIÓN

Obtención de siete pares de oligonucleótidos y el método para su uso

en la identificación de Sclerotium cepivorum Berk.

10 ANTECEDENTES

El hongo Sclerotium cepivorum Berk es el agente causal de la

pudrición blanca del ajo y la cebolla una de las enfermedades mas

perjudiciales que provoca perdidas económicas muy slgnïflcativas.

15

20

La pudrición blanca es la principal de las enfermedades fúngicas de

las especies del genero AlIium, al que pertenecen tanto el ajo (A.

sativum) como la cebolla (A. cepa). Cuando el hongo alcanza el bulbo

de la planta, después de infectar sus raíces, los síntomas empiezan a

ser evidentes, al inicio de la enfermedad aparece micelio blanco y

suave, que se extiende alrededor de las raíces, el bulbo y la parte

interna de las hojas (Crowe, 1995). Conforme la enfermedad

progresa los tejidos enfermos ya no proporcionan los nutrientes

necesarios para el crecimiento vegetativo del hongo, por lo cual este

forma estructuras de resistencia llamadas esclerocios.

25

El grado de daño de la enfermedad está determinado por el número

de esclerocíos presentes en el suelo, así como por la profundidad
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donde se encuentre, a mayor cantidad de esclerocios, más severa

será la enfermedad (Crowe et al, 1980).

5

10

15

20

S. cepivorum Berk es un hongo deuteromiceto y su rango de

hospedero se reduce a plantas del género Allíum como son el ajo y la

cebolla. No es habitante natural de la microbiota del suelo ni

endémico de América y es una especie introducida por el tráfico de

plantas contaminadas.

S. cepivorum Berk no se encuentra como saprofito de vida libre sino

solamente en forma de esclerocìos los cuales son conglomerados

hifales con una cubierta de 2 a A células de grosor de células

melanizada que les confiere resistencia a la desecación y los protege

de la degradación microbiana (Huang, 1983). Estas estructuras de

resistencia y reproducción son capaces de soportar condiciones

adversas como son: luz uv, estrés oxidativo e hídrico así como de

resistir la degradación química y biológica (Agrios, 1988; Coley-Smith

y Cooke, 1971). Los esclerocìos pueden mantenerse en este estado

de latencia hasta por 20 años siendo capaces de germinar en

presencia de su hospedero al detectar los exudados radiculares

liberados por el ajo (Sánchez-pale y Pérez-Moreno, 1998).

25

Es importante tener un sistema de marcadores moleculares, con los

que se pueda detectar de forma eficiente y lapida el patógeno en

muestras de los campos de cultivo o directamente en las hortalizas y

con este recurso poder planear la estrategia de manejo del terreno a

sembrar, Aplicación de fungicidas, activadores de la germinación del

escleroso etc., de esta manera las pérdidas económicas se

minimizarán en gran medida.
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5

Por otro lado, estos marcadores moleculares se pudran utilizar para

certificar si la semilla de exportación o importación está libre de este

hongo patogeno.

A nivel mundial se cuenta con un par de métodos para la detección

específica de este fitopatógeno.

10

Detección del hongo 5. cepivorum Berk causante de la pudrición

blanca del ajo. Los esclerocios del hongo de la pudrición blanca del

ajo pueden ser fácilmente detectables por la inspección visual de los

bulbos infectados. En algunos casos, sin embargo, un esclerocio

tipico y un micelio característico pueden no existir, y la presencia del

hongo puede pasar visualmente desapercibido. Por lo tanto, se

requieren métodos eficaces y exactos para detectar e identìficar el

hongo responsable de la pudrición blanca del ajo.

15

20

El método clásico para la detección del hongo, es la inspección visual

al microscopio estereoscopico de los esclerocios despues de tamizar

las muestras de suelo. Se puede también hacer crecer el hongo de un

escleroso en una placa de agar agua al 1% o PDA. o aislar el hongo

en el tejido enfermo, colocar un pequeño trozo de tejido en medio

PDA y deje crecer a 18 °C.

25

El método más común de muchos de los kits de diagnostico de

hongos implican el uso del método del cultivo, i.e. Crecer a los

hongos en un medio con nutrientes adecuado. El método del cultivo

es generalmente utilizado en los laboratorios, tiene distintos
inconvenientes. En primer lugar, el método del cultivo es lento, y

dependiendo de las especies del hongo, puede tardar semanas para

obtener resultados. En segundo lugar, hay que encontrar las

condiciones de crecimiento adecuadas para cada una de las cepas, y
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aun así algunas cepas del hongo pueden permanecer desapercibidas.

5

10

Las estrategias que se han utilizado para resolver los problemas

antes mencionados en relacion al cultivo del hongo, se han resuelto

con los métodos moleculares basados en kits de amplificación e

hibridación de ácidos nucleicos. De esta manera la especie de un

hongo es detectado e identificado simultáneamente, acelerando el

diagnóstico. Por lo que ya no es necesario desperdiciar tiempo en

hacer un cultivo del hongo. Generalmente en un método in vitro para

la amplificación de DNA (PCR), se conocen las secuencias de DNA

amplificado especie-específico obtenidas a partir de los iniciadores

(oligonucleótidos) específicos para el microorganismo en cuestión, a

partir del DNA aislado de una muestra de donde se desea detectar la

presencia del hongo.

15

Se ha reportado el uso de oiigonucleótidos para amplificar por PCR el

RNA ribosomal 5.85 y parte de la región interespaciadora (ITS) de S.

cepivorum. Pero esta metodología no identificó aislados de otras

regiones, además de que se tiene que secuenciar el fragmento

amplificado.

20

En la patente EP06=i2588 se describe un método para la detección de

hongos patógenos por medio de la amplificación del gen ribosomal SS

y  d e  l a region interespaciadora (ITS), esta última requiere

secuenciación para su identificación.

25

La patente US6180339 describe una serie de pruebas para la

detección de una gran variedad de hongos patógenos, amplifican

genes de RNA ribosomal, es poco específica ya que describe las
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pruebas para diferentes variedades de hongos, además requiere de

secuenciar los productos amplificados para identificar el hongo.

5

Teniendo en cuenta lo anterior, la invención aquí descrita es nueva y

eficaz para detectar específicamente aislados del Sclerotium

cepivorum Berk que es el hongo responsable de la pudrición blanca

del ajo.

10

BIBLIOGRAFÍA

Agrios, G.N. (1999). Fitopatología. Segunda Edición. Editorial UTEHA,

México D.F. Noriega Editores. Pag: 7911-797, 601-603.

Coley-smith y cooke, (1971). Survival and germinatìon of fungal

sclerotia. Ann. Rev. Phytopathol. 9265-92

15 Crowe, F.J. (1995). White Rot. En: Compendìum of Onion and Garlito

Diseases. Ed. Schwartz, F.H. and Mohan, S.K. ASP Press. pp M-16.

20

Crowe, F.J., Hall, D.A., Greathead, A.S. y Baghott, K.G. (1980).

Innoculum density of se/erotium cepivorum Berk and he incidencia of White

rot of onion and garlito. Phytopathology, 70: 6¢-69.

Huang, H.C., (1983). Hístology, amino acid Ieakage, and chemical

compositor of normal and subnormal scierotia of Sclerotinia sclerotiorum.

Canadian Journai of Botany. 61(5):1<1A3-1¢M7.

25

Pérez-Moreno, Salinas, G.J. and Redondo J. E. (199¢). Main disease en

Allium species in México with emphasìs en White rot (Sclerotium cepivorum

Berk). Proceedings of Fifth International Workshop en Allium White Roth.

Entwistle A. R. and Melero-Vara J. M. (eds.) Cardaba, España. p 6-11

375156



6

5

Porteous L.A. and Armstrong J.L.(1993). A simple mini-method lo

extract DNA directly front sol for use with polymerase chaira reaction

amplification Curr Mícrobioi. 27(2):115-8.

Raeder U, Broda P. (1985). Rapid preparation of DNA front filamentous

fungi. Letters and Applied Microbiología 1: 17-20.

Pérez-Moreno

10

Sánchez-pale y (1998). Viabilidady colonización a

esclerocios de Sclerotíum cepivorum Berk causante de la pudrición blanca

del ajo y la cebolla en la región el Bajío. Acta Universitaria. Universidad de

Guanajuato 8: 1-

15 DESCRIPCIÓN DE LAS FIGURAS

20

Figura 1. Productos de las amplificaciones separadas por

electroforesis en geles de agarosa al 1% y teñido con bromuro de

etìdio, se muestran los marcadores de tamaño M (DNA del fago

lambda cortado con ¦a endonucleasa Pst I )  y los productos

amplificados con los oligonucleotidos P19-08 (carril 1), p1¢-05 (carril

2) y D7-08 (carril 3).

25

Figura 2. Productos de las amplificaciones separadas por

electroforesis en geles de agarosa al 1.5% y teñido con bromuro de

etidio, se muestran los marcadores de tamaño M (DNA del fago

lambda cortado con la endonucleasa Pstï) y los productos

amplificados con los oligonucleotidos 3A11 (carril 1), 13A12 (carril 2),

13A9 (carril 3) y Daqp (carril A).
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DESCRIPCIÓN DE LA INVENCIÓN

5

El proposito de la presente invención es obtener marcadores

moleculares útiles para diagnosticar la presencia de Sclerotium

cepivorum Berk en muestras de suelo y semilla utilizando técnicas de

PCR.

10

Una técnica que hemos utilizado para tratar de determinar si hay

variación genética en los diferentes aislados de un mismos

microorganismo es la de RAPD'S (Polimorflsmo de fragmentos de

DNA amplificados al azar), la cual nos permitió agrupar

genéticamente a las diferentes cepas aisladas, sobre la base del

patrón de bandas que se amplificaron a partir del DNA de cada cepa,

permitiéndonos observar diferencias entre aislados de diferentes

regiones del estado de Guanajuato, Aguascalientes y Zacatecas.

15

20

25

Con la finalidad de obtener marcadores más específicos de Sclerotium

cepivorum Berk, y poderlos utilizar en muestras de suelo y de

semilla, se modificaron las condiciones de amplificación que se tenían

para RAPD's, aumentando la temperatura de alineación de los

iniciadores, lo que nos permitió seleccionar los iniciadores que

amplificaran bandas a altas temperaturas de alineación y

posteriormente aislamos estos fragmentos, se secuenciaron y en

base a esas secuencias, se seleccionaron regiones no codificantes, a

partir de las cuales se diseñaron los iniciadores para tener
marcadores específicos del hongo, que sirven para su detección en

muestras de suelo y semilla.
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5

Para la obtención de marcadores moleculares específicos de S.

cepivorum Berk, se analizó el patrón de amplificación del DNA de ZA

aislados de 5. cepivorum, cuya selección fue al azar. La amplificación

se efectúa a 50°C generando productos de DNA específicos para

Sclerotium cepivorum Berk.

Estos marcadores se han utilizado con DNA extraído de muestras de

suelo y semillas de ajo para identificar S. cepivorum Berk, se utilizó

como control el DNA de los siguientes hongos productores de

esclerocios: Sc/erotium rolfsií, Rhizoctonia solani, y Macrophomína

faseolina.10

15

Se describe la técnica de obtención de DNA total de muestras de

suelo, a partir de lo descrito por Porteous y Armstrong (1993), en

donde el DNA se separa de los contaminantes del suelo por

electroforesis en geles de agarosa y directamente se utiliza el

fragmento del gel para realizar la reacción de amplificación en cadena

de la polimerasa (PCR), la cantidad de muestras que se pueden

analizar con esta técnica es cercana a 50 muestras por día.

20 Hemos diseñado un juego de iniciadores (secuencias de

oligonucleótidos) que por medio de la técnica de PCR amplifican

dando un patrón específico para S. cepivorum Berk. Los cuales se

utilizan para la detección del patógeno en muestras de suelo y

semilla.

25

La presente invención proporciona siete pares de olìgonucleótidos

específicos, oligonucleotidos que son otiles en la determinación, la

identificación y la detección de ácidos nucleicos, especialmente DNA,
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proveniente del hongo Sclerotium cepívorum Berk por medio de

métodos de amplificacìón de DNA o de RNA por la técnica de PCR.

Tabla 1
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5

La presente invención describe las secuencias de oligonucleótidos que

hibridan específicamente con secuencias del DNA de S. cepivorum

Berk (Tabla 1). Es decir, una secuencia de ácido nucleico que

contiene 18 a 30 unidades de nucleótido e hibrida específicamente

con el DNA del hongo S. cepivorum Berk, amplificando por PCR una

secuencia de ácido nucleico seleccionada e identificada por

secuenciación.

10

La Tabla 1 muestra las secuencias de los oligonucleótidos en cuestión

y sus caracteristicas.

Estas secuencias son útiles en diferentes métodos de amplificación

del ácido nucleico utilizandolas como iniciadores en la técnica de PCR

o como sondas en la técnica de Southern.

15

La invención puede ser explicada por medio de los siguientes

ejemplos, sin limitarse a éstos:

EJEMPLO 1

Detección molecular de Sclerotium cepivorum Berk con tres pares de

oligonucleotïdos específicos

20

Se aisló DNA del micelio de la cepa Sc2 de Sclerotium cepivorum

Berk, por medio del método descrito por Raeder y Broda (1985).

En las condíciónes optimizadas para PCR, los pares de iniciadores u

oligonucleótidos: P19-08, p1<1-05 y D7-08, amplificaron un

fragmento único de 788pb, ¢M8pb y 555pb respectivamente (flgura

1).

25
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EJEMPLO 2

Detección molecular de Sclerotium cepivorum Berk con cuatro pares

de oligonucleotidos específicos

5

Se aisló DNA del micelio de la cepa Sc2 de Scíerotíum cepivorum

Berk, por medio del método descrito por Raeder y Broda (1985).

En las condiciones optimizadas para PCR, los pares de iniciadores u

oligonucleótidos: 3A11, 13A12, 13A9 y Daqp, amplificaron un

fragmento único de A50pb, 597pb, d17pb y 638pb respectivamente

(figura 2)

10

375156



12

REIVINDICACIONES

Habiendo descrito lo suficientemente mi invención declaro de mi
exclusiva propiedad lo contenido en las siguientes reivindicaciones:

5

1. El Método para la detección de Sclerotium cepivorum Berk que
consiste en un conjunto de oligonucleótidos para la detección del
hongo, que comprende 7 pares de oligonucleótidos y consiste en:

a) A partir de una muestra de DNA del hongo, ajo contaminado con
el hongo o muestras de suelo, extraído por cualquier método.

10

b) Amplificación del DNA de la muestra a la que se refiere el inciso
(a) por medio del método PCR amplificando a 68°C y utilizando los
siete pares de los oligonucleótidos que se describen a continuación :
Par 1

15

20

25

30

Derecho (Sc3A11d) CGCCCITAGTCAGCCACCAC

Reverso (Sc3A1 lr) TG1"l"rTGTTGTTTGTCTGTAGATTCA1-rTC

Par 2

Derecho (Sc13A9d) AT†cGccc†TcAGcAcccAccAc

Reverso (Sc13A9 r) TTCCAAATCCATCAAAATCCACAT

Par 3

Derecho (Sc13A12d) TCGCCCTTCAGCACCCACAC

Reverso (Sc13A12 r) TCAATCAATCAATCAATCAACACAACATCT

Par A

Derecho (Daqpd) ATTCGCCC†TAGTCAGCCACAG

Reverso (Daqpr) CATTCGCAGCGGAGATTCATTA

Par 5

Derecho (D7-08d) CTCACTCACTTCACCCTCTC

Reverso (D7-08r) CTAGCCTTAGCACACTGG1-r

Par 6

Derecho (p1¢-05d) CGGTACCTGTGTCGTGTAG

Reverso (pm-05r) CT†CCGAACACGGAGAA†AC
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Par 7

Derecho (P19-08d) AGTTGGTGGGGTTCGTAT

Reverso (P19-08r) CTTGGCTACTGTGAGCTTCT

5
En donde la amplificación de cada una de las 7 bandas de tamaño
específico es indicativa de la presencia de S. cepivorum.
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RESUMEN

S

La presente invención se refiere a un conjunto de iniciadores, para

identificar o predecir la presencia de Sclerotium cepivorum Berk

agente causal de la pudrición blanca del ajo y cebolla, en muestras

de suelo y semilla de ajo, por medio de marcadores moleculares.

10

La presente invención se refiere a materiales en el campo de la

biología molecular. En particular, a secuencias de nucleótidos aislados

recientemente, a secuencias de nucleótidos que tienen una identidad

substancial con la misma y a los equivalentes de la misma.

15

La invención involucra identificar un patrón de amplificación de

fragmentos de DNA o firma molecular, que indica la presencia del

hongo. Se han identificado los patrones moleculares, que

comprenden siete grupos/series de marcadores moleculares, los

cuales tienen relevancia en la determinación de la presencia del

hongo.

Se aplica tecnología de reacción en cadena de la polimerasa (PCR) a

DNA extraído de material vegetal o suelo

20
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Figura 1
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Listado de secuencias

<1 l0> Universidad de Guanajuato

<120> Marcadores moleculares específicos y su uso para la detección de

Sclerotium cepivorum Berck

<lA0> Mx/a/201 u007055

<1Al> 2019-05›22

<160> 7

<170> Paiemln version 3.5

<210> 1 Secuencia Sc3A11

<211> A51 pb

<212> DNA

<213> Sclerotium cepivorum

<A00>  l

cgcccnagt cagccaccac caaaccttca tgcccnctc aagcaaggaa atctcaaaac 60

agacaagcaa caaaagtgtc tgtccalcaa aaMaaaga atactcttat ctaaaacaag 120

gaagaagata tatagatgagcaacaaaaaa cctccNtat tcccgaggtc cncaaiatg 180

attctaaaac aagggatttc agatcagaca agcaacaaag tatctggtct tatacaattc 2A0

atgaaaccta gacmaaaa agcaaggaaa taaatflata gacaagcaac aaaaaactct 300
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tcgaNcttc aaatataatt catggaana taacclcaag aaaagaaaca agaaancca 360

ttgagaaaca aatctcmc aaatatgact acctaatact tcttcacatc aaaaaccaag /120

gaaatgaalc tacagacaaa caacaaaaca t ¢51

<210> 2 Secuencia Sc13A9

<2l 1> A17 pb

<212> DNA

<213> Sclerot ium cepivorum

<a00>  2

attcgccctt cagcacccac cacggacacg gccgcaatga agtagacgtl accgatcalc 60

.¡n¡.5lalg ulggulaagg ..ì.¡.uluI¡:c mtctlalg clgmagggz gtnggtgng 120

tacacagtaa aaiagaagtc gaccücM caaggcagga cgagaattga ttggaaagaa 180

aggacttgag agagattctt cgtggtgaW gacacaaagt cttatataga gaaaaggatt 2a0

gaagcgctgg ggtaaíaatg gagcacgaga agggnggaa laatggaatc tggagatgta 300

gcaagiggag Iaggaagaagggccgaacct tacctatgga tcctelcaag cmtaccti 360

taactgtcaa tcatcacggg gattgtccn gccatglgga tMgatgga Mggaa A17

<210> 3 Secuencia Scl3A12

<211> 597p b
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<212> DNA

<213> Sclerot ium cepivorum

<A00> 3

ïcgcccnca gcacccacac ccaagagaaa tcgatggact ctcatgggaa aaaacaacgc 60

ttcacclan tccgmaat acttggcatg aatgaalctl cggaaggaaa cttgaacaga 120

aaaícaatat tgctcaatct caatatatta atccaaaagc gaagggaaac Ngcagatct 180

tcagagagtg aatcgtatcg Ctkïìígíal tgaaagggtc amactcfl agaaatgacg M0

cttgtaacga tcgatgggtc tcccggaatc cmflcgcg cctcgcatgc tagggttaca 300

atataictgt atgngttgc ctacgnlgt ngtttacat acctatgtct ttatlggait 360

catggccctt Magclatt ngrczgrw guéutgacgc agctgaactg agagatatcg Á20

avalaMta cttaataan acctacrtca Mtcattcg tgggaatatt taatgtaati «nao

flcfllìïlì gïaggaatac attcattcat tcaücgüc gctgagaaal agctgcaaag 5<10

aaagagggga tggMctaa amggtaga tgngìgng attgatlgat tgattga 597

<210> Á Secuencia Sc3A20

<211> 638 pb

< 2 l 2 >  D N A

<213> Sclerotium cepivorum
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<A00> Á

attcgccctl agtcagccac aggaggtcga tgtgctcctc tttctagtlc gacatcafit 60

actgacaatt atcattctta tattcagaat gtcmgaìa tcgagaanc cnacgaaga 120

actccggtgc aaccacttgg flagcacttc tacaacïaca accaaaggcc cagtcaagaa 180

titaaccctc calttccaN gncaaactt caagctatcg taacccgcaa gtgagggcaa 2,10

cctccgtlaa aamcaaaa tccMaata ccgaccaaat accgaccaat actaccatct 300

caatcacaat gggtctcaag tctatggcaa atcaaaagaa cgcagnaga agtggatatc 360

tccattcagt caacaaagaa ccatgaaccg ttgcaaaacg ccngcgacc tagtaacaca #20

mìgcgaact Caí:ll.L1CIL¦C3.C lCl81.UgCC3. ttaacaagat cttccgcgat atccgtccat 2180

gaagcgtm aattgccacg tgattcgng cccttaaccg cccgtgagta ctaatcacci sao

acttcatgaa tggatgtgaa acgtagatgg tgatggttct gclccgatcc aMttgaat 600

tggtflcgca ctggattaat gaatctccgc tgcgaatg 638

<210> 5 secuencia D7-08

<211> 555 pb

< 212>  DNA

<213> Sclerot iunt  cepivomm

<A00> 5
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ctcactcact tcaccctctc gcttacaagg cetacacaaa amgctaga íacagctaat 60

Ncacttaü actactagtc caccacccac acaaamgc aaalatgcag gtccgaaggt 120

tagcgcgtaa ggtcgtattt catgattatt catcamat Ncgcacccc ttgtccaata 180

tccgaiatcc aacatcacat tgaagtctac ggagtacttc atcatclact gtatgtagta 2¢0

aagtagtaaa gtttaaatgt gatggtggtt cggagaagaa antcatact Mcttaaaa 300

caaagMgg ggatcgtatt accccgacgg tccatagaac aagactacag agnagacat 360

ttggaaatca tgttgacagg tgggtcggaa atlaamn Uatcltccc caatcgaaga #20

aatgtcaatt catggcatta Ncnamg gatcatcaaa gtcatgcccc Mccncta #80

cgmnatc cggramm ataacgaaag caaagaagct gnggtcaag ngctaacca 5210

gtgtgctaag gctag 555

<210> 6 secuencia PM-05

<211> M8 pb

<2 l2 >  D NA

<2 I3> Sclerot ium cepivomm

<A00> 6

cggtacctgï gtcgtgtaga atagtctgtg aatgtctgct ttcgnctgg gaattgtgn 60

gcgtataacg aatgaaang gtctcatact cggggaatcl aagatgtatl atanattag 120

375156



6/7

aaatgagttt gacagígtaa tctatggaat tctccaggaa aagagggaga angaaatct 180

actaatgacg tangttagt tagcttcatg tcagtgaggt tgagcagtga ctgggggcgg 2Á0

ccaagtcnc Mgtanaa aaccagtalt tgaggactat tgalggctca tgctgataac 300

tatagacïat taattgtctg gíttflccat acaacatlca aaggmgag lgatcactga 360

tgctggagta gattggaatg gctactccaa aaatcaalct aflacgggaa ccaagtcgcg #120

tcaaaatggt attctccgtg ttcggaag oz

< 2 l 0 > 7 secuencia Pl908

<211> 788 ph

<212> DNA

<213> Sclerotium cepivorum

<A00> 7

agflgglg8g gttcgtam ccctgaaatc atgancatg catgatagag äañcìlflfi 60

gatatctcgt atcggtatcg gcatcggcm ccggcacaac lgaatgaagc tagaaggcgg 120

gagctccgaa agcttcaagt caattggtaa atagcgctga agacflatca ccaatgatat 180

gtgaagttta aacanaaac tccalacaat tccagcactc catccgam: Nctgcggat 2110

cïggcgaaca gcactgaatt gaagcnaaa attcccgtac acgagattct tggcaggagc 300
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taggaaacag gacícagtgt lgagaagtfl aaïacgaggc gcaggaatca gtaatcacac 360

íctgccgtac agccacgatt Ncaagagtg atgttgctat gtactacaac taatcNacc no

actaccanc anagtgaca angatcact ctattggtat gctatactga ficctgaatc 1180

ataaatgna aatgaattga llïlgaaïlt aattgagna Mcggtata agagtatggt SAO

gcgnggcgc gggatatata tcttcaatcc atagìagcgc ccaatggatt gtccNcccc 600

ccacccacaa CCCZICÍCHHH gggtcccggc lcatggacag caaccacggc aaactatcta 660

tatttatcaa atgatagaaaNcgaataat agattgaaga gaattctaaa acataacltt 720

ltanatatc gaaaatatat agtaattgaa tctacacacg aaccacaaag aagctcacag 780

tagccaag 788

375156


