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Resumen

Fusarium es uno de los generos de hongos mas diverso y amplio que existe, es uno de los hongos
responsables de la produccion de micotoxinas las cuales contribuyen a muchas enfermedades en
plantas, animales y el hombre. En cuanto a la taxonomia de las especies de Fusarium, a lo largo
del tiempo ha sido muy compleja y controversial y ain no se logra encontrar un método que sea
lo suficientemente adecuado para realizar un diagnostico confiable de la diversidad de especies
dentro de este genero.

En este trabajo se realiz6 un analisis bioinforméatico de 13 especies del género Fusarium (F.
avenaceum, F. culmorum, F. equiseti, F. foetens, F. graminearum, F. oxysporum, F. proliferatum,
F. solani, F. sp., F. sporotrichioides, F. subglutinans y F. verticillioide) utilizando regiones
altamente variables (microsecuencias) de 27 genes ortdlogos que son comdnmente usados para
realizar analisis taxondmicos y filogenéticos con el fin de poder determinar las frecuencias de
cambio en dichas microsecuencias y asi encontrar patrones que proporcionen informacion del
modo de evolucion de estos organismos. También se aplico el mismo andlisis bioinformatico en
diferentes géneros (Bacilus, Ambystoma, Drosophila, Bombus, Carcharhinus, Panthera, Ursus,
entre otros) con el fin de analizar y comparar el comportamiento de dicha variabilidad genética en
otros organismos.

De los resultados obtenidos se puede observar que existe un patrén en el cambio o variabilidad
genética dentro de las especies del género Fusarium y asi mismo un patron de cambio especifico
para cada género o familia.

Palabras clave: Bioinformatica, ortdlogos, Fusarium, microsecuencias, variabilidad
génica.



Abstract

Fusarium is one of the most diverse and extensive fungal genera that exists, it is responsible for
the production of mycotoxins, which contribute too many diseases in plants, animal and human.
Concerning the taxonomy of Fusarium species, over time it has been very complex and
controversial and it has not yet been possible to find a method that is adequate to make a reliable
diagnosis of the diversity of species within this genus.

In this work, a bioinformatic analysis of 13 species of genus Fusarium: F. avenaceum, F.
culmorum, F. equiseti, F. foetens, F. graminearum, F. oxysporum, F. proliferatum, F. solani, F.
sp., F. sporotrichioides, F. subglutinans y F. verticillioides, and using highly variable regions
(microsequences) of 27 orthologous genes that are commonly used for taxonomic and
phylogenetic analyzes; in order to determine the frequencies of change in these microsequences
and thus find patterns that provide information on the mode of evolution of these organisms. The
same Bioinformatics analysis was also applied in different genera (Bacilus, Ambystoma,
Drosophila, Bombus, Carcharhinus, Panthera, Ursus, among others) in order to analyze and
compare the behavior of said genetic scarcity in different organisms.

From the results obtained, it can be observed that there is a pattern in the genetic change or
variability within the species of the Fusarium genus and likewise a specific change pattern for

each genera or family.

Keyword: Bioinformatics, orthologues, Fusarium, microsequences, genetic variability.



Capitulo 1: Revision bibliografica
1.1 Generalidades de Fusarium

El género Fusarium es un grupo de hongos filamentosos, los cuales se encuentran cominmente
distribuidos en regiones tropicales, sin embargo, se pueden encontrar en regiones frias o en donde
las condiciones climaticas son extremas como desiertos y regiones articas (Leslie et al., 2008;
Benadosf, 2010).

Durante muchos afios ha sido considerado uno de los géneros de hongos méas importantes debido
a que es patdgeno de varias plantas y causa enfermedades como pudricion, tizon, y la costra en
granos de cereales, entre otras enfermedades (Nelson et al., 1994). Ademas de ser un patégeno de
plantas, las especies de Fusarium se consideran importantes en el sentido econémico y de salud
animal y human debido a su produccion de metabolitos secundarios toxicos (Herron et al, 2015)
los cuales son llamados micotoxinas que producen enfermedades en plantas como lo son el tizon,
marchitez y pudricion. Entre las mas comunes se encuentran los tricotesenos (Torres, 2000; Stocoo
et al., 2018; Summerell, 2019;).

Desde hace mas de 20 afios, las especies de este género han sido estudiadas con gran interés debido
a la produccion de micotoxinas (Marasas et al., 1984; Kim et al., 1995). A pesar de eso algunas
especies de Fusarium son benéficas para la agricultura (aislamientos no patogénicos de F.
oxysporum), puesto que ha sido utilizado como controlador bioldgico de Fusarium oxysporum
patogenico (p.e. f.sp. licopersici o dianthi). Ademas de eso algunas especies como F. oxysporum
han sido usadas como mico-herbicidas para el control y manejo de malezas (Arbelaez, 2000;
IVAMI, 2019).

Fusarium produce 3 tipos de esporas que son caracteristicas, microconidias (comunmente
unicelulares), macroconidias y clamidosporas. Estas son usadas como caracteres morfoldgicos,
para poder clasificar las especies, sin embargo, muchas presentan diferencias mas que todo en las
clamidosporas ya que pueden variar de forma y tamafio segun el ambiente en el que estas se
desarrollen, pero para lograr una estimacion de la diversidad de las especies dentro de este género
también se tiene en cuenta la forma y tamafio de los conidios y conidioforos y el color y textura de
las colonias (Skovgaard et al., 2003; Carrillo, 2003).

1.2 Taxonomia de Fusarium

Las primeras descripciones de este género se basaron en la forma de las macroconidias, ya que
tienen una forma caracteristica de banano o canoa, afios después se reformuld el concepto de
especie dentro del género y se propusieron diferentes guias de identificacion basadas en caracteres
morfologicos de cepas incluidas sus plantas hospederas (Leslie et al., 2008). Sin embargo, la



taxonomia para las especies de este género ha sido un tema de mucha discusion, ya que en un
tiempo hubo mas de 1.000 especies con formas y variedades diferentes, basados en las
observaciones morfoldgicas (Toussoun et al., 1975); pero en esa época los cientificos no realizaron
descripciones de los organismos completos ni buscaron similitudes entre los hongos, aumentando
asi la necesidad de encontrar un sistema de clasificacion confiable que pudieran determinar las
especies de Fusarium que causaban enfermedades en diferentes plantas (Wollenweber, 1913).

En el siglo XX se pudo llegar a identificar mas de cien especies de Fusarium las cuales fueron
descritas dependiendo del huésped en que se encontraban, sin embargo, dos cientificos
(Wollenweber y Reinking) se dedicaron a estudiar este género con mayor determinacion y
redujeron el nimero de especies a 65, estas especies fueron agrupadas en 16 secciones en donde
se tuvo en cuenta las caracteristicas macroscépicas y microscopicas (morfologia de la colonia y de
los conidios), (Guadet et al., 1989; Hennequin et al., 1997). Esta clasificacion no fue muy
conveniente ya que los caracteres morfolégicos en los que se basaba la division de especies eran
poco estables y varian en funcion de las condiciones ambientales y del medio de cultivo utilizados;
unas de las limitaciones que tiene el estudio de los caracteres morfoldgicos es la dificultad de
diferenciar hongos que estuvieran estrechamente relacionados, delimitar de manera eficiente
algunos taxa y que los métodos usados llevaban mucho tiempo (Snyder y Hansen, 1945).

Usando la taxonomia clésica, para la identificacion de especies del género Fusarium, no siempre
se obtienen resultados convenientes ya que estos organismos poseen una gran variacion en cuanto
a sus caracteres morfologicos y fisiolégicos, por lo cual muy pocas veces se logra llegar hasta la
identificacion de la especie. Ademas, a nivel de especies Fusarium presenta en sus caracteres
morfoldgicos una gran cantidad de condiciones, las cuales también se ven afectadas por las
condiciones de cultivo. Los caracteres primarios para identificar especies son la morfologia de la
macroconidia; presencia o ausencia, morfologia o disposicion de microconidias; morfologia de los
microconidioforos (simples o ramificados) portadores de células conididgenas con el desarrollo de
las fidlides; y presencia o ausencia de clamidosporas (Leslie et al., 2008).

Es por eso por lo que actualmente, se han incorporado las técnicas de biologia molecular como
apoyo a la taxonomia clasica para resolver estas limitaciones (Guarro et al., 1999). Gracias a la
biologia molecular se han reportado 500 especies de Fusarium, sin embargo, este nimero puede
incrementar a medida que se exploren nuevos ecosistemas y asi mismo los conceptos de especies
(Summerell y Laurence, 2010). Para la identificacion de dichas especies, pueden utilizarse pruebas
de amplificacion gendémica para secuencias intergénicas codificantes de ARN-ribosémicos, o
también puede usarse el gen Factor de Elongacién 1-alfa (EF-1 alfa), los cuales permiten
diferenciar a nivel de especie (IVAMI, 2019).



1.3 Métodos moleculares

1.3.1 Filogeniay taxonomia molecular

La filogenia se encarga de estudiar las relaciones de parentesco entre los organismos, con el fin de
explicar el origen y la historia evolutiva de los taxones (Tinaut et al., 2017). Existen dos procesos
que estan involucrados para poder explicar dichos origenes: estimacion de la topologia y
estimacion de la longitud de las ramas para una topologia. Para la filogenia molecular existen tres
métodos: distancia, verosimilitud y parsimonia (Nei, 1996; Pagel, 1999; O"Meara, 2012).

Las regiones que son cominmente usadas para los andlisis filogenéticos son porciones del ADN
ribosomal ya que estas regiones son las méas conservadas en una especie y son poco variables entre
las especies; también se usan secuencias de proteinas para estos andlisis (Desjardins, 2006). Estas
son herramientas indispensables para estudiar la historia evolutiva de los organismos (Yang et al.,
2012).

Uno de los métodos mas utilizados en las filogenias usando secuencias es el de Neighbor-joining,
este algoritmo fue creado por Saitou y Nei en 1987, que consiste en generar un Unico arbol
filogenético, sin embargo, este no necesariamente seria el arbol verdadero. En las secuencias de
ADN la distancia genética entre dos secuencias se calcula en base al niumero total de sustituciones
de los nucle6tidos (Saitou y Nei, 1987).

Estos estudios filogenéticos construidos con datos moleculares no excluyen los estudios
morfoldgicos, ya que en muchos casos la filogenia molecular y la morfologia se apoyan
mutuamente cuando los resultados son congruentes y es comun hacer uso de estos dos para realizar
una filogenia (Carpenter, 1999).

Una de las regiones méas usadas para andlisis de filogenia molecular son los ITS (Internal
Transcribed Spacer), esta region es altamente variable, es la razén por la cual es usada para estudiar
las relaciones entre especies y géneros cercanos. Las regiones mas comunes dentro de esta
secuencia son los espaciadores internos ITS1 e ITS2, estas regiones son no codificantes, pero se
transcriben dentro de la unidad transcripcional (Baldwin, 1992). En estudios anteriores se ha
demostrado que esta region es apta para mostrar las diferencias entre las especies (Nicolaisen et
al., 2005).

Rincon (2014) realiz6 un estudio de filogenia con el uso de microsecuencias (regiones mas
variables de una secuencia genica particular), donde compard las distribuciones topoldgicas de las
especies del género Fusarium basandose en arboles unigen, arboles multigen con secuencias
completas y arboles multigen con microsecuencias, obteniendo mejores topologias en el analisis
realizado con microsecuencias, en donde se observa que este tipo de andlisis conservan las
relaciones entre las secciones. El soporte numérico de Bootstrap es mas confiable, ya que, al usar
secuencias completas, estas van a tener un mayor nimero de nucleétidos, lo que genera mas



valores de distancias pareadas lo cual genera mas convergencias; por otro lado, las topologias
obtenidas con las microsecuencias son mas consistentes al compararlas con los arboles obtenidos
por medio de caracteres morfologicos (Efron et al., 1996; Holmes, 2003; Tamura et al., 2004;).

En cuanto a la taxonomia, para que se pueda realizar un diagndstico de unidades moleculares
taxonomicas operacionales (MOTU’s: Molecular Operational Taxonomic Units), es necesario
hacer uso de secuencias que tengan un relativo grado de conservacion. El uso de estos MOTU’s
permite que la identificacion de los diferentes taxa sea mucho mas rapida y efectiva; al principio
esta metodologia inicié en un contexto no molecular el cual era OTU (Operational Taxonomic
Units), en esta se utilizaban todos los caracteres que fueran posibles sin tener en cuenta ni conocer
el valor taxondmico de cada caracter (Floyd et al., 2002). Teniendo en cuenta esto, Floyd y
colaboradores (2002) introdujeron el concepto MOTU, con esta metodologia se revela el grado de
variacion de secuencias entre taxa que estan estrechamente relacionadas con base en regiones
genomicas especificas que son cortas (Floyd et al., 2002). Esta metodologia en el caso de Fusarium
se ha aplicado tanto en grupos como de manera individual (Schroers et al., 2009).

Una parte importante para realizar analisis taxondmicos moleculares es la secuenciacion de los
nucleotidos, esto con el fin de determinar el orden de estos que conforman una molécula de ADN
y asi mismo proporcionar informacion genética (Stackebrandt et al., 2002). Para esto se han
desarrollado diferentes métodos; el mas conocido es el método enziméatico de Sanger (Woese,
2000). Sin embargo, con los avances tecnoldgicos se han desarrollado otros métodos como lo son
el método de next generation sequencing (NGS), este método se basa en una secuenciacion masiva
de ADN de manera réapida y eficiente, facilitando el estudio de genomas completos (Jara et al.,
2023).

1.3.2 Bioinformética y su importancia

Para poder conocer y entender como son las correlaciones, las estructuras y los patrones de los
datos bioldgicos, es importante tener en cuenta y estudiar acerca de la bioinformatica. Esta rama
que involucra las areas de biologia molecular, biologia celular, bioquimica, quimica, fisica e
informéatica para entender dichas correlaciones bioldgicas. Utiliza las bases de datos y
conocimientos Utiles para almacenar y recuperar datos, algoritmos y herramientas estadisticas que
sirven para analizar y determinar las relaciones entre los datos bioldgicos y asi mismo poder
identificar e interpretar conjuntos de datos (Escobar et al., 2011; Verli, 2014).

1.3.3 Alineamiento de secuencias

Una de las partes fundamentales para el analisis y la comparacion de secuencias de ADN es el
alineamiento de las secuencias, este es el proceso en donde se puede hacer la comparacion de dos
0 mas secuencias con el fin de poder detectar regiones que comparten caracteres comunes gque a
su vez estos hacen referencia a una historia evolutiva coman (Escobar et al., 2011; Rucci, 2016).



1.3.4 Modelo de sustitucion

Las mutaciones genéticas son los procesos por los cuales un gen cambia debido a cambios en uno
0 mas nucledtidos (Adenina, Guanina, Citocina y Timina), dentro de estos cambios se pueden
encontrar transiciones o transversiones (Figura 1). Las transiciones son los cambios o las
recombinaciones entre moléculas que tienen la misma base nitrogenada, es decir, puede haber
recombinaciones entre una purina por otra purina (Adenina y Guanina) o haber cambios entre una
pirimidina por otra pirimidina (Citocina y Timina); mientras que las transversiones son los cambios
entre diferentes bases nitrogenadas, es decir, un cambio entre una purina por una pirimidina o
viceversa (Shewaramani, 2015).

Adenine (Guanine

(A) Transitions (G)
A < % A

Transversions Transversions

A4 € = — 3 \4
. ransiaons .
Cytosine Thymine
(©) (T)
Figura 1. Sustituciones que se pueden encontrar en las mutaciones genéticas. Las flechas
moradas representan las transiciones y las flechas azules representan las transversiones. Tomado
de: Shewaramani, 2015.

Sin embargo, estas no son las Unicas mutaciones o sustituciones que pueden ocurrir, también se
pueden encontrar las inserciones y deleciones de los nucle6tidos o también conocidas como indels,
esta es una mutacion que ocurre espontaneamente, sin embargo, puede conllevar a problemas en
la comparacion de las secuencias, ya que a lo largo del tiempo dos especies pudieron haber
evolucionado de diferente forma y desarrollar diferentes procesos de inserciones, deleciones o
recombinaciones, estos fendmenos alteran las diferentes secuencias y al hacer la comparacion entre
ambas puede que tengan longitudes diferentes sin importar que pertenezcan a la misma region
(Henao, 2015).

1.3.5 Modelo de Jukes-Cantor
El modelo de Jukes-Cantor es una teoria conocida en la genética y la evolucion molecular, fue
propuesta por Jukes y Cantor en 1969 como un modelo simplificado para describir la evolucion de
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las secuencias de nucleotidos en el ADN, esta teoria es una base para entender como las mutaciones
y la seleccion natural influyen en la diversidad genética a lo largo del tiempo. Esta parte de la idea
de que las mutaciones de una secuencia de ADN ocurren de manera aleatoria y a una tasa constante
a lo largo del tiempo; este modelo asume que todas las sustituciones de nucledtidos (transiciones
y transversiones) tienen la misma probabilidad de ocurrir (Jukes y Cantor,1969; Kimura, 1980).

1.3.6 Meétodo de Neighbor-Joining

Para la construccion de arboles filogenéticos es comun usar el principio de minima evolucion o
méaxima parsimonia, este tiene como objetivo examinar las topologias posibles y posteriormente
escoger un arbol final que se base en la menor cantidad total de cambios evolutivos, el problema
de este método es que requiere de bastante tiempo y cuando se cuenta con un gran numero de
MOTUs solo se examina una pequefia parte de todas las topologias posibles. Es por lo que a lo
largo del tiempo se han generado diferentes métodos en donde el proceso de busqueda del arbol
filogenético final se basa en un algoritmo que obtiene la topologia automaticamente (Saitou y Nei,
1987). Uno de estos métodos es el método de Neighbor-Joining, este es una herramienta muy
conocida para construir arboles filogenéticos cuando se tiene una gran cantidad de datos y son
complejos debido a su rapidez en la obtencion de estas construcciones filogenéticas, ademas se
garantiza un buen desempefio de algoritmo debido a las condiciones estadisticas dadas en este
(Davidson y Martin del Campo, 2020).

2 Desarrollo de la opcién de grado
2.1 INTRODUCCION

A lo largo del tiempo, para clasificar los organismos se ha realizado el proceso de clasificacion
bioldgica el cual los agrupa a partir de caracteristicas morfoldgicas que tengan en comun; esta
agrupacién ordena el conocimiento de dichos organismos y evidencia las relaciones entre los
mismos. En la clasificacion tradicional los métodos mas usados son la fenética y la sistematica
filogenética (Cepero de Garcia, 2012).

Sin embargo, esta clasificacion tradicional es inestable, por lo que en la Gltima década se han
desarrollado diferentes técnicas que ayudan a identificar y tipificar los organismos a un nivel
genético del ADN, en donde se ven claras diferencias en cuanto a su taxonomia tradicional; estas
técnicas son usadas para determinar posibles niveles de variacion génica dentro de las poblaciones
(Portilla, 2012).

Uno de los géneros de hongos que presenta problemas en cuanto a su identificacion y clasificacion
es Fusarium, debido a que es un género muy heterogéneo y tiene doble nomenclatura: una para la
reproduccion asexual y otra para la reproduccién sexual (Summerbell et al., 2003). Estos
problemas se han reducido gracias a la biologia molecular, ya que se han podido describir
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aproximadamente 150 especies morfoldgicas y filogenéticamente diferentes, las cuales han sido
aceptadas por los taxénomos (IVAMI, 2019). Sin embargo, ain no se ha llegado a un método
especifico que logre eliminar los problemas de clasificacion en este genero y los analisis
filogenéticos moleculares utilizando microsecuencias son un tema poco explorado por lo que no
se han realizado estudios a profundidad.

El género Fusarium es conocido por su capacidad de infectar y ser patdgeno de un gran nimero
de plantas, causando enfermedades con sintomas como marchitamiento o pudricién. Esto genera
grandes pérdidas economicas en la agricultura a nivel mundial, ya que estos organismos son
considerados saprofitos y parasitos, siendo colonizadores de varios tipos de sustratos y del interior
de la planta, en diferentes cultivos como lo son el platano, la avena, el arroz y plantas ornamentales
como el clavel (Leslie et al., 2008). Con el pasar del tiempo la importancia de Fusarium ha
incrementado ya que el niumero de hospederos ha aumentado, y estos han desarrollado resistencia
a diferentes tratamientos quimicos (Summerell et al., 2010).

No se sabe con exactitud cuales son las especies de este género que son responsables de los dafios
causados a los cultivos, por lo tanto, es importante tener la informacion exacta de estas especies la
cual facilitara los diagnosticos y tratamientos, con el fin de mejorar la productividad de los
cultivos.

2.2 OBJETIVOS

2.2.1 Objetivo general
Determinar si el analisis con microsecuencias de genes ortdlogos son Utiles para resolver
problemas de clasificacion en el género Fusarium.

2.2.2 Objetivos especificos

- Analizar matematicamente las proporciones de las variaciones génicas presentes en las
microsecuencias de cada gen ortologo utilizado en este estudio.

- Determinar la existencia de patrones de similaridad en las variaciones génicas de cada gen
para las 13 especies analizadas.

3 METODOLOGIA

3.1 OBTENCION DE LAS SECUENCIAS GENICAS

Se recopilaron secuencias de genes ortologos para diferentes especies del género Fusarium. Estas
fueron recopiladas de los trabajos de Rincon en 2014 y del trabajo de Cadena en 2015. Estas
secuencias fueron obtenidas en la base de datos del Genebank NCBI (National Center for
Biotechnology Information), dentro de esta base de datos para algunos genes solo se encontraron
las secuencias completas para tres especies.

A continuacion, en la tabla 1 se muestran las especies utilizadas en el presente trabajo.
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Tabla 1. Especies usadas para el analisis.
Especies
Fusarium anthophilum
Fusarium avenaceum
Fusarium culmorum
Fusarium equiseti
Fusarium foetens
Fusarium graminearum
Fusarium oxysporum
Fusarium proliferatum
Fusarium solani
Fusarium sp.
Fusarium sporotrichioides
Fusarium subglutinans
Fusarium verticiloides

En la siguiente tabla (tabla 2) se muestran los genes ortélogos utilizados para el analisis del
presente trabajo. Para los genes subrayados el anlisis se realiz6 con tres especies (F. oxysporum,
F. verticillioides y F. graminearum) con el fin de comparar los resultados de los analisis realizados

con diferente cantidad de especies.

Tabla 2. 27 genes ort6logos usados para el analisis.

Genes ortoélogos

Proteasa aspartica (ARP)

Histidina quinasa (HOG)

B-Tubulina 2 (BT-2)

B-Tubulina (BT-1)

Histona 3 (H3)

Histona 4 (H4)

Citocromo oxidasa (COX)

Factor de elongacion 1-a (EF)

Secuencias espaciadoras internas transcritas 1-2 (ITS 1-2)

Secuencias espaciadoras internas transcritas 1-4 (ITS 1-4)

Secuencias espaciadoras internas transcritas 2-4 (ITS 2-4)

Secuencias espaciadoras internas transcritas 4-5 (ITS 4-5)

Calmodulina (CMD)

Subunidad pequefia ribosomal (mtSSU)

Adenilil-sulfato quinasa
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ADN-ribosa pirofosfato

Alcohol oxidasa

Proteina ribosomal 40s SO (RPS0)

Subunidad reguladora del proteosoma 26s 6B (PSMC6)
3-metil-2-oxobutano hidroximetiltrasnferasa (KPHMT)
Proteina ribosémica 30s S12 (RPSL)

Proteina ribosémica 40s S11 (RPS11)

Proteina ribosémica 40s S16.1 (RPS16)

Proteina ribosémica 40s S7 (RPS7)

Proteina ribosomal 50s L11 (RPL11)

Proteina ribosomal 50s L14 (RPL14)

Proteina ribosomal 60s L12 (RPL12)

3.2 Alineamiento de secuencias

Las secuencias fueron alineadas en el programa bioinforméatico CLC Genomic Workbench 24 con
el fin de observar y comparar las secuencias nucleotidicas entre especies para un mismo gen o
secuencia.

3.3 Agrupaciones filogenéticas

Posteriormente se realizé un arbol filogenético con el mismo programa CLC Genomic Workbench
24. para cada secuencia completa disponible para cada gen ortélogo con el fin de observar las
diferentes distribuciones y con referencia a este se ordenaron las secuencias ubicando en primer
lugar la especie mas primitiva hasta llegar a la especie mas derivada. Esto se realizé para cada gen
ortdlogo. Estos arboles se construyeron siguiendo el método de distancia Neighbor-Joining, y para
la medida de distancia de nucle6tidos se uso el modelo de Jukes-Cantor (Keith, 2010).

3.4 OBTENCION DE LAS MICROSECUENCIAS

Para obtener y seleccionar las microsecuencias de cada gen se utilizo el programa “MicSeq”
disefiado por Filgueira (2014), este programa utiliza un algoritmo el cual identifica el nimero de
transiciones (Ti), transversiones (TVv) e indels o0 gaps con respecto al nimero de nucleétidos totales
(Nt) y el nimero de especies analizadas (OTUs), dando como resultado el indice de cambio (Mi);
mejor representado en la siguiente ecuacion:

. ((Ti*0,125) + (Tv * 0,375)(Indels * 0,5))
b= (Nt = OTUS)

Por ultimo, se escogieron las regiones génicas que presentaron los valores de indice de cambio

(Mi) mas alto ya que representan las zonas altamente variables dentro del gen. Dado que el
programa presentaba inconsistencias con los resultados obtenidos, se realiz6 manualmente el
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calculo para obtener el indice de cambio de las regiones seleccionadas por el programa. Para ello
se realizaron los siguientes calculos:

a. Célculo de transiciones
N N N N
Ti = Z(A S 6+ Z(G S A+ Z(c S T)i+ E(T S 0)i
i=1 i=1 i=1 i=1

ITi = Ti*0.165
i = numero de transiciones segun cada nucleotido

b. Calculo de transversiones

TU:ZC_)A—I—ZA_)C—FZG_)T+ZT_)G+ZA_>T+ZT_)A+ZG_)C+ZC_)G

ITv =Tv % 0.33
c. Caélculo de Gaps o indels debido a inserciones o deleciones en las secuencias
G =3, Gaps
Ig =G *0.5
d. I'nplice de ca_mbio en relacion con el ndmero total (Nt) de nucledtidos de las
microsecuencias

ITi+ITv + 1g
Ic =
Nt

Al obtener el indice de cambio (Ic) de cada microsecuencia, se selecciona la microsecuencia con
mayor valor para cada gen Finalmente, las microsecuencias se volvieron a alinear y se guardaron
en formato FASTA para su posterior analisis matematico.

Cabe aclarar que las microsecuencias se escogieron con un rango de 50 pb a 200 pb.

3.5 ANALISIS MATEMATICO

Este analisis fue necesario para determinar si los cambios génicos generados dentro del género
Fusarium se dan de manera aleatoria o siguen un patrén en comdn para cada gen. Inicialmente
estos analisis se realizaron usando el programa “SustRate” disefiado por Filgueiray Henao (2015).
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3.5.1 Frecuencias de cambio en las microsecuencias
Para calcular las frecuencias de cambio se realizaron los siguientes cinco pasos:

a. Frecuencias de cada uno de los nucle6tidos y gaps en las microsecuencias siguiendo
las siguientes ecuaciones:

YLD
94= "0
_ (/W)
="
_32(G/N)
96=""or
_3(E/N)
9C=""5¢
oo 2(Gaps/N)
ghaps = 0t

Siendo A: adenina, T: timina, G: guanina, C: citosina, N: longitud de las
microsecuencias,
Ot: nimero de especies analizadas.

b. A partir de las frecuencias calculadas en el numeral anterior, se calculo la frecuencia
de las purinas, pirimidinas y gaps:

gR = gA + gG
gY =gT + gC
9Z = gGaps

gR+gY +gZ=1

Siendo gR: frecuencia de purinas, gY: frecuencia de pirimidinas y gZ: frecuencia de
gaps.

c. Luego se calculd las frecuencias de los cambios con las siguientes ecuaciones:
I.  Frecuencia de transiciones purina-purina.

YA-G+YG—-A

Plii =
Uy N

Il.  Frecuencias de transiciones pirimidina-pirimidina.

YC-T+YT-C
N

P2ij =
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I1l.  Frecuencia de transversiones purina- pirimidina y pirimidina- purina.

YA-T+ YT —A+3¥6—-C+YC -G +YA-C+YC—A+Y6-T +3¥T -G
N N

Qij
IV.  Frecuencia de gaps gap-nucleétido y nucle6tido-gap.

Y.Gap — Ni+ Y Ni— Gap

Gap,ij = N

Siendo Ni: nucleétido eliminado o adicionado.
N: nimero total de nucle6tidos contenidos en la microsecuencia.

d. El dltimo paso de esta parte fue el célculo de las tasas de transiciones, transversiones
Vs gaps siguiendo las siguientes ecuaciones.

I.  Tasade purina vs transversiones.

P1ij/gA * gG
K1 j/gA g

~ Qij/(gR * gY * gZ)
Il.  Tasa de pirimidina vs transversiones.
P2ij/gT * gC

~ Qij/(gR * gY * gZ)
_ Qi
4(gR * gY * gZ)

IIl.  Tasa de transversiones.

Bij

IV. Tasade gaps.
3= Gapijj
a 4(gR * gY * gZ)

3.5.2 Proporciones de cambio para todos los genes

Con las frecuencias de cambio calculadas en el numeral anterior se procedi6 a obtener las
proporciones de cambio (transiciones, transversiones y gaps) paras los diferentes genes ort6logos;
esto se realizo en los siguientes tres pasos:

a. Se calculo las frecuencias de todos los genes usados en las microsecuencias de los
diferentes genes ort6logos analizados.

I.  Frecuencias de transiciones purina-purina para todas las microsecuencias utilizadas
en este estudio.
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Yin=o P1ij
nt

RP1 =

Il.  Frecuencias de transiciones pirimidina-pirimidina para todas las microsecuencias.

3, P2i)
N nt

RP2

1. Frecuencia de transversiones purina- pirimidina y pirimidina- purina para todas las
microsecuencias.
n=0 QY
nt

RQ =

IV. Frecuencia de gap gaps-nucledtido y nucledtido-gap para todos las
microsecuencias.
n_,Gap,ij
RGap — n=0 b,y
nt
Siendo nt: nimero de genes totales usados para el analisis.

b. Luego se sumo las frecuencias anteriormente calculadas (Rt).

Rt = RP1 + RP2 + RQ + RGap
c. Finalmente, se calcularon las proporciones de las sumas anteriormente calculadas.

RP1

Rt1 = * (0.082
Rt
RP2

Rt2 = * (0.082
Rt

RQ
Rt3 = —%0.33
Rt

_ RGap

Rt4 = 0.5
Rt

Por altimo, se realizaron las graficas obtenidas en cada paso para asi realizar los respectivos
analisis tanto unigen como poligen. A cada una de estas graficas se les realizd regresion
lineal.
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3.6 PRUEBAS ESTADISTICAS
Para los analisis estadisticos se realizaron pruebas de correlacion de Pearson, con el fin de poder
determinar si hay o no relacion entre las diferentes variables.

3.7 SECUENCIAS DE COMPARACION

En esta seccion se tomaron como referencia los datos obtenidos para el trabajo final de la materia
de Genética Molecular a cargo del profesor Juan José Filgueira, durante los periodos académicos
entre 2018-2 y 2020-1; con estos datos se realizo el mismo proceso de los calculos de analisis
matematico, desde la seleccion de las secuencias hasta el calculo de proporciones finales. Y
finalmente se realizaron las respectivas graficas de acuerdo con los numerales anteriores con la
regresion lineal de cada una de estas, con el fin de realizar una comparacion de como se comportan
los genes en diferentes organismos con respecto al género Fusarium.

4 RESULTADOS

4.1 Obtencion de los arboles filogenéticos y ordenamiento de las secuencias

A partir de las secuencias alineadas, se realizaron los arboles filogenéticos en el programa CLC
Genomic Workbench 24 y a partir de estos se ordenaron las secuencias para cada gen, donde la
primer secuencias es la especie ancestral.

A continuacion, se muestran las distribuciones filogenéticas para cada gen.

® F_antophilum

® F_solani

® F_proliferatum

——————= F_subglutinans

# F_oxysporum

® F_foetens

———————#F_sp

F_sporotrichioides

= F_vericillioides

# F_avenaceum

— # F_culmorum

® F_equiseti

& F_graminearum

1,000

Figura 2. Distribucion filogenética para el gen Proteasa aspartica (ARP).
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# F.subglutinans
F.vericillioides

F.proliferatum

— F.oxysporum

F.foetens

r F.sporotrichioides
F.sp.

F.equiseti

1,000

F.graminearum
F.avenaceum
F.antophilum

F.culmarum

L—— e F.solani

Figura 3. Distribucion filogenética para el gen Histidina quinasa (HOG).

@ F.avenaceum

# F proliferatum

,—. F.solani

F.graminearum

F.sporotrichioides
F.=p.

Fvericillioides

F.zubglutinans

F.equiseti

@ F foetens

® F.oxysporum

® F.culmarum

l—. F.anthophilum

Figura 4. Distribucion filogenética para el gen Beta Tubulina 1 (BT-1).
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® F.solani

® F.avenaceum
I:O F.culmorum
F.graminearum

'—————— F sporotrichicides

#® F equiset

® F proliferatum

—=& F.anthophilum

# F subglutinans
F.oxysporum
] {F.foetens
|:i F.verticillioides
F.sp.

0,080

Figura 5. Distribucién filogenética para el gen Beta Tubulina 2 (BT-2).

# F.zubglutinans

- F proliferatum

® F.solani

® F.avenaceum

,—. F.graminearum
I—c F.culmorum

| # F sporotrichioides

# F equiseti

T F.oxysporum

l F.foetens

[c Fvericillicides

|—C F.=p.

#® F anthophilum

0,060

Figura 6. Distribucidn filogenética para el gen Histona 3 (H3).

21



—® F.foetens

® F.solani

*{ ® F equiseti
{F.sporotrichioides
F.sp.

| #® [ avenaceum
{ F.verticillioides
F.subglutinans

@ F.graminearum

® F.culmorum

F.anthophilum

F.proliferatum

F.oxysporum

0,250

Figura 7. Distribucion filogenética para el gen Histona 4 (H4).

—® F.subglutinans

® [ foetens

T F.eporotrichicides

l F.equiseti

F.solani
F.proliferatum

——e F.culmorum

—® F.sp.

F.verticillioides

F.anthophilum

— F.oxysporum

F.graminearum

'—e F.avenaceum

0,500

Figura 8. Distribucion filogenética para el gen Citocromo Oxidasa (COX).
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—® F.oxysporum

® F solani

# F avenaceum

# F.equiset

# F graminearum

— 41_‘—t F.zporotrichioides
F.culmaorum

—® F subglutinans

{ F.sp.
F.anthophilum

# F_proliferatum

F foetens

Fvericillioides

0,200

Figura 9. Distribucion filogenética para el gen Factor de elongacion 1-a (EF).

F.oxysporum

F foetens
F.subglutinans
F.vericillioides

F.anthophilum

1 |—C F.sp.
;' F.solani

® F.avenaceum

# F_proliferatum

————————————=® F equiseti

® F.culmaorum
‘I—C F.zporotrichicides

'——————————= F.gramingarum

0,070

Figura 10. Distribucién filogenética para el gen Secuencias espaciadoras internas transcritas 1-2
(ITS 1-2).
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I Fverticillioides

F.foetens

’—o F.sporotrichioides
[—0 F.zolani

® [ avenaceum

F.=p.

F.subglutinans

F.proliferatum
—l—. F.graminearum
# F.culmorum

L& Fequiseti

F.anthophilum

F.oxyspaorum

0,060

Figura 11. Distribucién filogenética para el gen Secuencias espaciadoras internas transcritas 1-4
(ITS 1-4).

® Fioetens
# F.sporotrichioides

F.avenaceum
F.praoliferatum
F.solani
F.graminearum
F.culmorum
F.equiseti

| F.zubglutinans

IF.sp.

® F.anthophilum

b Fvericillivides

® F oxysporum

0,500

Figura 12. Distribucion filogenética para el gen Secuencias espaciadoras internas transcritas 2-4
(ITS 2-4).
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® Ffoetens

[! F.sp.

‘ F.anthophilum

——e Fsolani

——® F avenaceum
F.proliferatum
F.equiseti
F.culmaorum
F.zporotrichioides
F.graminearum
# Fsubglutinans

® Fyeicillioides

® F oxyspaorum

0,500

Figura 13. Distribucién filogenética para el gen Secuencias espaciadoras internas transcritas 4-5
(ITS 4-5).

I F.proliferatum

F.oxysporum

® F sporotrichicides

———————————® F.graminearum
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* F.anthophilum
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F.zolani
® [ foetens
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Figura 14. Distribucién filogenética para el gen Calmodulina (CMD).
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I F.verticillioides

F.subglutinans

l F.equiseti

® F.proliferatum

T F.graminearum

l F.avenaceum

’—a F.sporotrichicides
’ # Fsp.
& F.culmorum

———a F.anthophilum

p F.solani

b F.oxysporum

® F foetens
0,010

Figura 15. Distribucion filogenética para el gen Subunidad pequefia ribosomal (mtSSU).

# Fyericillioides

® F.oxysporum

# F.graminearum

0,050

Figura 16. Distribucion filogenética para el gen Adenylyl-sulfate kinase.

Para las demas secuencias génicas las agrupaciones filogenéticas fueron las mismas que la figura
16, su diferencia radicaba en la longitud de sus ramas.

4.2 Microsecuencias obtenidas
A continuacidn, se muestran las microsecuencias obtenidas para todos los genes, cada una con el
indice de cambio (Ic) calculado.

Tabla 3. Microsecuencias obtenidas para cada uno de los genes. Donde los valores resaltados
son las microsecuencias con el mayor valor indice de cambio, escogidas para el analisis
matematico.
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Microsecuencias

Genes — — —
Posicion Posicion Indice de
inicial final cambio
- 1 123 0,091
Factor de elongacion 1-a (EF)

602 665 0,051

Secuencias espaciadoras internas transcritas 1-
4 (ITS 1-4) 25 96 0,033
) 775 850 0,021

Alcohol oxidase
1898 2034 0,119
proteina ribosémica 40S S16.1 180 249 0,148
) 1 60 0,057
B-Tubulina (BT-1)
181 234 0,054
422 499 0,082
808 887 0,012
-Tubulina 2 (BT-2 '
p-Tubulina 2 (BT-2) 901 970 0,011
982 1032 0,011
. 1074 1161 0,069
Proteina ribosémica 40s SO (RPS0)

1191 1305 0,061
3-metil-2-oxobutano hidroximetiltransferasa 141 196 0,070
(KPHMT) 1140 1221 0,034
Proteina ribosomal 60S L12 (RPL12) 2 87 0,103
Proteasa aspartica (ARP) 80 140 0,172
Histidina quinasa (HOG) 68 120 0,067
Secuencias espaciadoras internas transcritas 4- 87 147 0,042
5(ITS 4-5) 342 402 0,058
1 79 0,047
171 228 0,025
Proteina ribosomal 50S L11 (RPL11) 338 399 0,029
426 523 0,031
540 629 0,036

Subunidad reguladora del proteosoma 26S 6B
(PSMCH) 1277 1352 0,032

Secuencias espaciadoras internas transcritas 2-
4 (ITS 2-4) 1 78 0,040

Secuencias espaciadoras internas transcritas 1-
2 (ITS 1-2) 276 329 0,063
Calmodulina (CMD) 283 340 0,024
Citocromo oxidasa (COX) 66 124 0,037
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320 376 0,040

Histona 4 (H4) 17 79 0,092

: 3 111 0,045

Histona 3 (H3) 243 397 0,049

1 75 0,039

234 294 0,031

ADP-ribosa pirofosfato 417 474 0,035

487 552 0,033

588 689 0,077

Proteina ribosomal 40S S11 (RPS11) 847 972 0,044
Proteina ribosémica 40S S7 (RPS7) 690 758 0,075
Proteina ribosomal 50S L14 (RPL14) 392 533 0,083
1 87 0,062

Adenilil-sulfato quinasa 715 770 0,069

784 857 0,032

Subunidad pequefia ribosomal (mtSSU) 30 76 0,019
e 175 262 0,028
Proteina ribosémica 30S S12 (RPSL) 580 694 0,038

4.3 Microsecuencias de cada uno de los genes
Como se menciond anteriormente, se escogio la microsecuencia con el valor mas alto de indice
de cambio (Ic) para cada gen.
A continuacion, se muestran las microsecuencias escogidas para cada uno de los genes.
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Imagen 1. Microsecuencia alineada del gen Proteasa aspartica (ARP).
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Imagen 2. Microsecuencia alineada del gen Histidina quinasa (HOG).
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I Tonnnin MaMenoen ona Ao

nl T (e, AT OO TR (OERTT T (T

Imagen 3. Microsecuencia alineada del gen B-Tubulina 2 (BT-2).

F.avenaceum TEE
F.oxysporum

F foetens
F.equiseti
F.subglutinans
Fvericillioides
F.sp.
F.graminearum
F.sporotrichioides
F.culmarum
F.proliferatum
F.solani
F.anthophilum

Consensus TTTCCGCGCT

G363 G G 63 G 63 G 6D
G363 G G 63 G 63 G 6D
R — i

=
=
[}

-5

L N B e B v B p O v I p
Y [ [
[ T T e T T
[ T A T R T R

cBcclce IG
GTCAGCGT- -

I'Iili;;-l'

--TCCTGAGT

TGACCCAACA

]

1
cBTciTlc EECEERE 55
cETcTTEG EECBEEE s
cETciTHG BEECEERE 55
cETcTTEG EECBEEE s
cETciTHG BEECEERE 55
cETcTTEG EECBEEE s
cBTFciTHRG EBCBEBE -5
cETciTHG BEECEERE 55
el - hleliuifel EECBEBE s
GETcETGCT EBTTEEE co
cTGGTEREGG lG ceTBTG 54
Gl - - - - - I cBTTEETEE so
cETEGETECE EcBTTTEEEE oo

GATGTTCGAC CCCAAGAACA

100.0°% W

Conservatmn HHH

[0 (T, [T Oed

a

il

(1Moo | o oo

Imagen 4. Microsecuencia alineada del gen B-Tubulina (BT-1).
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F.anthophilum T 77
F.subglutinans B 77
F.proliferatum T 77
Fverticillioides i 77
F.sp. T 77
F foetens T 78
F.oxysporum T 78
F.graminearum B 77
F.culmorum B T 77
F.equiset & 80
F.sporotrichioides B T 77
F.avenaceum [ | 77
F.solani E 74
Consensus TCTGGTAAGC ATCACCTG-A - -NTACATCA ATCACCGC-- --TTGACANA TACTAACATT CGACAAACAG GTCCGTGAGA
conseraion. [|TTTI T Dl Tt e el ey TITTTTOD ponecd RETIT TR HHI || IH
Imagen 5. Microsecuencia alineada del gen Histona 3 (H3).
T

Ffoetens © TTEcTcETE THE s0
F.proliferatum & TTEGTGETE T k]
F.oxysporum @ TTEcTcETE THE so
F.anthophilum & TTEBTGETE T G0
Fuerticillioides & TECTGETE THE 57
F.subglutinans |HE TEGTcCETE T 57
F.graminearum @ EBccE ccB 57
F.sporatrichicides G lGlGlll T 57
Fsp. © GllGGll T THE 57
F.avenaceum Glll-ll T llllGlGlll TEE 5>
Fequiseti GHE - T BEBETcEETG llll T IIIGIGIII THT 59
F.solani lcl lscls ---------- B cBTETcETE THE 2o
Feumonum EEETETCTGE ll.lG.llGl THGTETET- - TTTEEG- - -BE 56

Consensus GACCATGGTA ATGCATTTCT AC--ATTATG -AAGATGCTA ACCTTC-TGC CNTAGTGATC TAC

100.07% ! = = —r — — — —

consenaton [T | ol OO Mo JToonn TR0 (To nll Ga T

Imagen 6. Microsecuencia alineada del gen Histona 4 (H4).

40
1
F.graminearum ff B ceoGGRB---- ---BoTHcIR
F.oxysporum T B cecoTHR---- ---BeTHGET
F.anthophilum [ B ccccill---- ---BcoTHcIRT
Fverticillioides T GGGGTH---- ---BeTHGTIT
Favenaceum [T i ccccill---- ---BciBcik
F.sp. T GCGGTH---- ---BeTHGTIT
F.proliferatum B coTcil---- ---BeiBchiT
F.solani B colcTH---- ---BeTHGIT
F.culmorum TETT B cciciB---- ---BociBchT
F.zubglutinans TETHEG- - B coTETE---- -- -BoTHcET
F.equiseti I BcEcEETETT EETERTEETE
F.zporotrichicides EcEcEETETT EETEETEETE
Ffoetens BEBEGGT 7T BEcETEcEcEc BETcEGT--- ------- cTl T
Consensus TCTTG--CTA TTTTTACTTT ACATTTAACA GGGGTA---- ---AGTAGTT
1000 = = = — = = = =
CUHSEWE.“U” |_||_||_|H (i Y |_| |_||_| H|_||_| |_| |_||_| HH |_||_||_| |_| I_I |_| T T T s H |_| |_| H |_|

Imagen 7. Microsecuencia alineada del gen Citocromo oxidasa (COX).
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F.oxysporum
Fverticillioides
Ffoetens

F.sp.
F.subglutinans
F .proliferatum
F.anthophilum
F.culmorum
F.graminearum
F.equiseti
F.sporotrichioides

HEHH -

(elelelehi |

GG.GGGG.I.

GT
ccllceeeR
I1I [ele
68

F.avenaceum cTEECTEREE GGGGTHET
F.solani cTEEGTERER ceccTAT TEATEECTEA 75
Consensus ACTCTGGCAA GTCGACCACT GTGAGTACTA CCCTCGACGA TG-AGCTTAT CT---CCATC GTCAACCCCG CCNAAGACCT GGCGGGGTAT TTCTCA-AAG
oo
consersion [[ 1| [[[11 [TTTTYTTTI TRTTiTn (oo onsooion e el i Tm o a0 [T R ool
120
i
F.oxysporum T c
Fverticillioides T G
F.foetens T G
F.sp. T G
F.subglutinans T c
F praliferatum T C
F anthophilum T G
F.culmorum T G
F.graminearum T G
F equiseti T G
F.sporotrichioides - = G.Ill.ll
F avenaceum G G 108
Fsolani @TH-BETCET CEREETEETE T o

Consensus ACAACATGCT

GACATCGTTT C

emsansner. o T (1 ([Tl 0

Imagen 8. Microsecuencia alineada del gen Factor de elongacion 1-o (EF).

20
1
F.oxysporum if cclcifcccl
F fostens il cchliciicccl
F.subglutinans Bf cclcEicccl
Fvericillioides il cclciiicccl
F.anthophilum Bif cclcEicccl
F.equiseti iFf cclcEfcccHl
F.sporotrichioides if cclcElicccl
F proliferatum cccliil cclcElcece
F.graminearum - -BcBTT cciciTcccH TEETCET
F.culmarum - -BcBET cclcifcccH z:; lG T THcTTE-B-- ----------
F.avenaceum (eXelely iy fnifielelfelih feYelelely | cBilic TT GGIG GF------
F.5p. .l GGIG..GGGG cBcclB c fclc GG =|lll
F.solani T ccBciTcece B cBccHEB G BElE GG
Consensus CC---AGCTT GGTGTTGGGA CTCG CG--G TCAAANCG-- ----------
0007

Conservation

[T

[0 TR

HHHH

HHH HHHHHH Hﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂn [E—

Imagen 9. Microsecuencia alineada del gen Secuencias espaciadoras internas transcritas 1-2

20

|
Foxysporum TEEG cBT GGTHEEE EBcccBEco
Ffoetens TEEG cBT GGTHEEE EBcccBEco
Fverticillioides THEG cBT B GG
F.anthophilum TEEG cBT GG
F.equiseti THEG clc GG
F.proliferatum FREG cBT GG
F.subglutinans TEEG cBT GG
Fsp. TEEG cBT GG
F.graminearum THEEG cBc GG
F.culmorum TEEG GTT GG
F.avenaceum TEEG clic GG
F.sporotrichicides EEEBEG GGI G
Fsolani HEBEcEEGG G
Consensus TCAGCCCGCT CCCGGTAAAA CGGGACGG

(ITS 1-2).
- -- Glli THTE-TcTE
T---cETT

THETR-TcTE
TETE

0---GIIN
T TTT

SN [N S S S [ ) ) )
Loy R s i R e e i e e s 5
~=—omDm DD DD oD

GETT
T---GEaT
CC C-GCCAGAGG ACCCCTAAAC TCT---GTTT

=

CTATA-TGTA

cossaien’ [TTTTTT [ o TV IO LT T TP T Por AT 11

Tl T 1

Imagen 10. Microsecuencia alineada del gen Secuencias espaciadoras internas transcritas 1-4

(ITS 1-4).
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Ffoetens @FfBccBec-- -B
Fuerticillioides @TEBccBGG-- -B
F.oxysporum @TBGeBGG-- -8
Fanthophium BTBccBec-- -B
Fsp. BTEccBcG-- -B
Fsubglutinans @TBccBGG- - -B
Fequiseti BTBccEBGG-- -B
Fproliferatum @TBccBcc- - -8
Favenaceun BTBccBcc-- -8
Fgraminearum @TBccBcG-- -8
Foulmorum BEBccBGG-- -B
Fsolani §TBccBccc- -8
F.sporotrichicides - GTcGEBGGec HE
Consensus CTCGGCGG- -

[
DOOOOOOO000 6=

-ATCAGCCCG CTCCCGGTAA

| ] [elete
EEEEETTECE cic
AACGGGACGG CCC-GCCAGA

GGACCCCTAA ACTCT---GT

llllcll 75
TTCTATA-

100.0%

Conservation
0%

TITHTIN

OO oo e VO v (O oo TV ot (o 0 (o

Imagen 11. Microsecuencia alineada del gen Secuencias espaciadoras internas transcritas 2-4

F foetens
Fvericillioides
F.oxysporum
F.subglutinans
F.equiseti
F.culmorum

F sporofrichioides
F.graminearum
F.proliferatum
F.avenaceum
F.zolani
F.anthophilum
F.sp.
Consensus

100.0% =5

Conservation
0%

(ITS 2-4).
i ?

ffccliciic cB GEF-------

TTGGTGTITG GB GFT-------

TTGGTGTITG GB GFT-------

TTGGTGTITC cB GFT-------

TTGGTGTTC cB cFT-------

TIGGTGTTG EBT-------

=lGGlGllG BeF-------

T celEECE- - -

TTITGGTGTTGC GGGETEGG cBccicE- - -
BBTccBcTTc cecHTBEccEG fclBcccEEEE B

TTCEERGTTT ETccaraT lllsllc---

TTCEEBCTTT TcETTTHETTT BTccRTIIT TEEcCEBG- - -

AGCCC---AG CTTGGTGTTG GGACTCG-CG TTNNT-TCGC GMT--- - - - -

[l o0 T 10 00 00 Al lalein) |t

Imagen 12. Microsecuencia alineada del gen Secuencias espaciadoras internas transcritas 4-5

F foetens

F proliferatum
F.oxysporum
F.solani

F.sp.
F.subglutinans
F.equiseti
Fvedicillioides
F.avenaceum
F.sporotrichioides
F.graminearum
F.culmorum
F.anthophilum

Consensus

100.0°%

Conservation

[Eep

(ITS 4-5).
i T

B B BccBEccTEE cTEETE Ffcce- -F 56
B B EccBEccTEE cTEETE b fuleYelelel st
B B EccBEEccTEE cTEETE TTcGe--T 56
B B BccBBccTEE cTEETE TTcce- -B 56
E B EcGEEccTEE cTEETHE TGGG- -T 56
E B EcGEBccTEE cTEETHE TGGG- -T 56
E B ¢ BoccBEEccTEE cTEETE TGGG- -T 56
E B BccBEBEccTEE cTEETE TGEGG--T 56
G B ccTHEEC-BE BTEETEEBEE THGEE- -8 54
G B EcEcEcE-BE =| TEETEE TccHcE-- 55
G TTE BcHcTicc-BE cEBTEEEBT TccHBcHE-- 55
E TEETE BcBicETT BeBcoTcE-BE BcGEETCGEBET TocHGH-- =5
c TEETTTEETE HEcEBTcETT BeBcoTcE-BE BcGEETCGEBET TcocHGE-- ==

TCCTGGTGCGE TAATATTCCA AGATGATTAG AGGACGGTCA GTACTAACCA TTGGG--T

o0 O 0oa A0 e Oo ] on oo il o

Imagen 13. Microsecuencia alineada del gen Calmodulina (CMD).
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Ffoetens THETGG cHcHBG---- ----- 38
F.oxysporum TETGG GHcHBG---- ----- 38
F.proliferatum TETGG cBcEEG---- ----- 28
F.solani THETGG cHcHBG---- ----- 38
F.anthophilum THETGG CHcEBG---- ----- 38
Fverticillioides THETGG cBccccBcHEE c 47
F.subglutinans THETGG (] [elelelel Te] | Q¢ 47
F.equiseti THETGG GIGGGG cHE G 47
F.graminearum TBT:G cHcBBG---- ----- 17
F.avenaceum TETGG cBcEEG---- ----- a7
F.sporatrichioides TBT GG cBcEBEGz---- ----- 37
F.culmarum TETGG cBcEEG---- ----- a7
F.sp. THETGG GHGEEG---- ----- a7
Consensus ACAGCTATGG ATATCTTTAG GAGAAG---- ----- TC
10007

DU”SENEﬂSLL |_| |_| |_| |_| |_| |_||_| o O o T T

Imagen 14. Microsecuencia alineada del gen Subunidad pequefia ribosomal (mtSSU).

20 40
| |
Foraminearum BETETCTEEE TcBTcETCER GlllG.Glll fclBciTiE- - EEBcEcETE: Bilcce 54
F.oxysporum GGI EEcCET TEETCET--- ---Wch--7T cBEcTT- -BH BEEcEcETE: BiBccHE 45
Fvericillioides GG EEEET BETEET- - - —--IGIIIII cEBEBTTTEE EEBEcEccTE: BTEGGE =0
Consensus GGCACAAAAT TCATGAT--- - - -TGTHNTTT CGC&NTTN—A AMAGAGATAG ATCGGOA

1000

Consenvation [TILINONLT O inon ool EAT T3 Tal  ioalT LECLLL] 101

Imagen 15. Microsecuencia alineada del gen Adenylyl-sulfate kinase.

40 sn |00
Fgraminearum TEETETTCET BEcEGGER l EcBTTTHEGEE BTG lllccl jufelelel Teyel | Ief lcclllllll clscslllcs lll-clsll BTTccTTEEG lclcllcsl il 10z
Fogysporum @FTcTTcclBc BEcECETTEE EcBTcilcEE cATEEEEcHE: TcETHCEETE THCE =|G EECETETC ETTECEETEE cTEccTREEER llclcllcll Il 99
Fueticilivices TTTcTTccEG BEcEccTTTE EcBTcTHGEE ccTBEETcGE TEETGGEETE THGEEEG llllGlIlls BTTEGEETET ciTTcTEcEG --ccEETGTE BT o7
Consensus TTTGTTGGCG CAGAGGTTCA AGCTGTAGAA GNTCAATGGN TGATAGACTA TAGAACG--- AAAAGNTATG ATTCGAATAT GTTGGTCMAG NNGAGCTGTC CT

consencion. (1T T [TTTTH DT TR ool e Toomd ooy o ITneee o 0T o Thod bon didiem oJmilin m
Imagen 16. Microsecuencia alineada del gen ADN-ribose pyrophosphate.

Foraminearum WEBET- - - - - - - -------- - - - - cBTE o -Boffcici® BEcTEBATc-- - - - - - - - - - - - - - llllll EBEEcEcCET cff
F.oxysporum l l IG l I ET lcslslslls lllG IIGIIG GGE GoBTETTGGE TETTETGGTc HGGETTTGGE cETGEEGGT l
F.verticillioides TEET TcocTcHcEEG o

cBTHET G Ilsllc ccl ccETETEGGE TETTETceTc HocBTTTccH sllcllcsll
CUHSEH?;J’i-TACTCTACTG CTCTGCTCAT TGGTGAGAAG GCTGCTATGC TTGTTGCGGA GGATCTTGGA TATTCTGGTG AGGCTTTGGA GATGAAGGTT CCTACTTACC
censenvaion [} | T (oo oo Voo D ionl ioon o FE i on oo Vodlion ooooonoonn ool 3 i onooonl Fin | oo ol 6
F.graminearum IG.IIIEI GIIG.IGII{I; EECTERETER HGI“I 98

100
100

F.omsporum BGG ceTcBcBTTc EcecTTBcETE TEGTETG 135
F.verticillioides BGG T coTcEcBTE: BccTTEEGTT WG 135
Consensus AGG--CACCT GGTGAGCTTG AGGTTCANTN TCGTCTG

=

consenaien’ [ [ ] [ 11 [ oo 0 Tl oonee 0o
Imagen 17. Microsecuencia alineada del gen Alcohol oxidase.

0 40 80
1
Fgramineaum |- EEETTEEE BEcE -1 G - BccTBETccE llGGGlGlG. BEcEEEEEGEE llGllGGllG -fccH 72
Foyspoum EEEEETTEEE B lGlGlll GHETTT GIIII=| =|GlG cBGc- --BcHcEGEE rsllllclclc IGGIIG.G 76
Fuericilioides cEEEETTEEE BESECEEETT cllIIIrslll l-lllGGll GGRERT cHcHcEG- CEECHCECEE cHEEECEcTC TccBTchc a7
Consensus ACAAATTCAA AACAGAMATT GAATTTGAN- ----- AA CGGTTTTACG ACGAGAGAG- NMAGAGAGCA GAAAAGCGTG TGGATGTG

100005

coremagy LTI TR Tk ererrprl ATTERTErR SRRRITIT o RTITT] rf LT A
Imagen 18. Microsecuencia alineada del gen 40s ribosomal protein SO (RPS0).
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]
1
F.graminearum lll EEETEG cilic llllll -BEcETTT lllI EfcTEEEEEE BEETcEETTE BETEETECEE BTTiTc 75
F.oxysporum =lll cTcTBTcTTT BT lllll TETTcT cTciBETETE TEETcCTETTE BETEECTEEE BTETEE 75
Fverticillioides Gll TBc cicTBTcTTT BTBETTT TETTcT cTcTBETETE TEETCTETTE BETEECTEEE BTETEE 76
Consensus GATCCACTCG GTGTCTGTTT ATCATTTCAC GCACTCTTGT GTGTCATCTA TCCTGTATTA CATACGTCAA CTATCA

100.0%

consenaien. [} | I [ | [ ool T ot i DY e LV EOPT R e TR T (R R o 1T TV
Imagen 19. Microsecuencia alineada del gen 26s protease regulatory subunit 6B (PSMCS6).

Faraminearum -TETTTTEET BE- - - - - - - - l BEc TETE 45
F.oxysporum ETETT l l l l TG 56
Fuericillicides ETEBTT l TT 56

Consensus ATCTTCACCT C!\ACCC.&CTC NNCTA.&CACT NCCCTTCﬁCT CCT.ﬁTCTNCT CCCCTN

Conservaton, 11 [N ool TUAR T TR0 T 0 O ey
Imagen 20. Microsecuencia alineada del gen 3-methyl-2-oxobutanoate
hydroxymethyltrasnferase (KPHMT).

20 40 Bﬂ 100

1
F.araminearum TEBTGTITCCT IIIGIGIIII llllllllll GII.IIGIIG BcBcEETTTG GIIIIIIGII IGIIGCIIII Gl IIIGCGII THCEEBEGTC TEGETGETE- 9
Foxysnorum BcTTccT THE T T I =| TEEETc cEBcEETTcc cTTHEEECET - cBEEE cBcETcETEE EECEBETcTc TEEEEEBBEE o5
Fverticillivides BcTiceT THEEBEETTT TcBEETEBGG- llllllllls cEBcEETTce cTTHEEEGET - - cc EEE cBcETGETEE BEcEBETcTc TEEEEEBEEE o5

Cunsensus CACAGTTGGT TAAACAATTT TGCATACGG- AAANTAAATG CACGAATTGG GTTAAAAGA GCAAA GCGATGATAC AAGACATGTG TCAAAACCAA

T ----¢
consenanes. ([T TTod W ool e, AT T e TTRTT (TTTTHTT nnnnﬂHﬂHHH i n ollom T T oo
F.graminearum llGEIlGG lGl.l 114

Forsporum TECEBETGCE TcBGcc 110
Fuerticillioides THG TcclB THEEG 110
Consensus TAGACCTGGC TGCNG

s

Conservation
o

Imagen 21. Microsecuencia alineada del gen 30 ribosomal protein S12 (RPSL).

80

20 40 80
[] ) [}
Foraminearum GETCBTCHETT TcEBBETTcicE cHTcBEcTTc EciBTicicHET cHECETETEE 77 BETcETc cETE-cEEER Gcll-lcll TicBccTcT® BIT ll 98
Fowsporum BEETCTTc-T7 TEEBETTTcCT cBTcBccifc ToiBicicch cHEEcETTEEE cTiBETCETE GIIGI Tc BEcTTTcETc ETcEBcTcTE BITT TG 99
Fverticillioides TcTTc-TF T TETET cETcBccTTc Tol--ciceT cEHCEBTEEE TcETEE-BTE cETcEEEETc BEcTTTcETc EFcEccTdl BeTT TG 96
Consensus ACTGTTG-TT TGACCTNTGT GATGCGGTTG TGTCTGTGGT GAAGATTCCA TTNCATGATA GATGCAACTG NAGTTTGATG ATGAGGTGTC ATTTCGCCTG

consenaion. (T[T T TH Tl ion TN T oo T T Topd 1T e b T Mol cobeed ol THTTHT TG
F.graminearum HH - EEETHEE lllGllllGll Illlll 123

Foysporum EETEEEEGEE ETETTTETCE BEETGT 125
Fuerticilioides HETEEEETER EvccmTRTcE BEETCE 122
Consensus AATAAAANAA ATAGTTATGA CAATGC

100.0%
Conservation
oo

Imagen 22. Microsecuencia alineada del gen 40s ribosomal protein S11 (RPS11).

20

Fgraminearum FeFEcEFGTC IG..IGIG TETETccBce lGG-lGGlG TR lrssl l I.G l llG I

F.oxysparum IGIGG BTT ToB---- ---------- - ..

Fuerticilicides BGTTCEEBETE BcETcTEcce TETEEccEce TccEBETEET TET llll l lls lsc lll 70
Consensus CGTNGACATN CGCTGTAGNG THMTCNGGAGG TGGNCANMNN TCNCAGATCT ATGCCATCCG ACAGGCCATC

1000

consenaton 1| ] ol | 11 oonnnen aeiienomn e oo loonl L TRTRCEEEET (TR Pl
Imagen 23. Microsecuencia alineada del gen 40s ribosomal protein S16.1 (RPS16).
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20

F.graminearum GGIGIGI-- lllllllsls llclllllcl lslllslcsl llllllllll lslllll l lllll ll B?
Fowsporum ToTcBcTFEE BrTrTTEcEc BTcEEETHEG- ---------- HEcE =l -

Fuerticilioides TCBGT----T cTEETTEcHEG llGlllllG ---------- llGlllIG IllllIl IGIII -
Consensus TGTGCGT--C MTCTTTCGAG ATGAAATAG- - --------- AAGAAATGAC TATTTTTCCC TGATTC-

10007

consswaien [ [ (Teef] 0000 00T IHRTIDy cmmnece [T ioon [0 oo [l Inm

Imagen 24. Microsecuencia alineada del gen 40s ribosomal protein S7 (RPS7).

Fgraminearum - HECET llll l lll TEETGT l EccBTEcEce lcllcclccl cTEcEBBECE TEcTcEEET 7s
F.oxysporum clc l l ETcTEEE Bccem GIGG ------ GllGl EEE TEcTGHEEGE 72
F verticillioides ccc lll BETcTEEE Bccem GIGG ------ GllG BcE TEGTTEEEE 72

Consensus CGNGACACTN CCAATTCCAA CACAACCGCA ATCATGTCAA AGGGTCGAGG CG —————— GC GTTGACCAGA TCGTGAAAC

consension. [T 111w (oo LTI oo T TTTTTTTT e I (TOTATAT T T
Imagen 25. Microsecuencia alineada del gen 50s ribosomal protein L11 (RPL11).

&O 100

[]
Foraminearum TEEEETcEEG G llllllll EEEEEEECTE lelllcccl lslllccssl Ilcllcllll TEEEEEREER llllccclls GGG“GG..G GTGETTTETE 100
F.oxysparum G TETcEEC cEETEEECER llc HEcc- BcTTTHccE- - - - - - - -ccliccclc cllllll:ll 57
Fedicillioides ETcBEc cBcTEEEcE: B-ccBEEcc- BoTTTBecf- -------- - - - o ... -ccHBfcclic cif---THEE s
Consensus GCCCATGCAG GCATAAAGAN NNGACAAGG- AGTTTAGGN- = - - -cmmmme mmmmmmmmme mmmmmmmmme mmmmm e mem s _GGATGGNTGE GTTATTTACA

100.0%

e (| N ITT TR, el e TRy corereeren croonoreen coonerooen ccoereeen JITATHT (T Tl
140

1 |
Foraminearum HEECEBEEEE TEcERTENcc cHcBcHcciT cclic-HEEE BE 141
Fogsporum EEEGEEEGGE TEcETEEGEG GGEETGGETT cGETGEETHE- BE =
Fuerticillioides HEBcGHEEEGE THG BG-G GGTTTGGTITT GGETGTETEE Be 94
Consensus AAAGACAMNGA TAGACCAGNG GGMNNTGGNTT GGCTGMATAA CA

consenzion [Tl Tl el Tl 11T T T
Imagen 26. Microsecuencia alineada del gen 50s ribosomal protein L14 (RPL14).

20 EO

1
Foraminearum [BE--- - - ... OB GEEM- - - --- ---------- ... .. IIIIIIII TEcHEGEE b lIllG Ill B 42
F.oxysporum lcccc- BEBTTCEETT TTITHCETTT - Glllllll I =|l=l l BoTTrTETTT TECETET TcBBTCTT T 84
Fyerticilioides TGGGG ETcTTCERETT TTTECTTTIT cHEHTETTT TBE HcTTTTETTT TECETEE TcEETGTT l i a5
Consensus TGGGGCCCAC ANNTTGCATT TTTAGTTTT- GATATTTCGC GACAACTTCA AGTTTTCTTT TCGATCAAGC TGCCTGTTCC TT ACT

consanation. (TN o000 0] [N 0000 oonoonoomn ooononnom ot PR T TP A O T o ool in [ Inl I
Imagen 27. Microsecuencia alineada del gen 60s ribosomal protein L12 (RPL12).

4.4  Microsecuencias analizadas

Al pasar las secuencias por el programa MicSeq se obtuvieron en algunos genes méas de una
microsecuencia, para estos casos se escogid la microsecuencia con el indice de cambio mas alto,
ya que este representa una variabilidad mas alta. A continuacion, se muestran los indices de cambio
obtenidos para cada una de las microsecuencias elegidas para cada gen.

Tabla 4. indices de cambio (Mi) calculados de las microsecuencias escogidas para cada uno de
genes ortélogos analizados.

Genes I’ndi_ce de
cambio (Mi)
Proteasa aspartica (ARP) 0,172
Histidina quinasa (HOG) 0,067
B-Tubulina 2 (BT-2) 0,082
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B-Tubulina (BT-1) 0,057
Histona 3 (H3) 0,049
Histona 4 (H4) 0,092
Citocromo oxidasa (COX) 0,04
Factor de elongacion 1-a (EF) 0,091
Secuencias espaciadoras internas transcritas 1-2 (ITS

1-2) 0,063
Secuencias espaciadoras internas transcritas 1-4 (ITS

1-4) 0,033
Secuencias espaciadoras internas transcritas 2-4 (ITS 0.04
2-4) ’
Secuencias espaciadoras internas transcritas 4-5 (ITS

4-5) 0,058
Calmodulina (CMD) 0,024
Subunidad pequefia ribosomal (mtSSU) 0,019
Adenilil-sulfato quinasa 0,069
ADP-ribosa pirofosfato 0,077
Alcohol oxidase 0,119
Proteina ribosdmica 40s SO (RPS0) 0,069
Subunidad reguladora del proteosoma 26S 6B 0.032
(PSMC6) ’
3-metil-2-oxobutano hidroximetiltransferasa 0.07
(KPHMT) ’
Proteina ribosémica 30S S12 (RPSL) 0,038
Proteina ribosomal 40S S11 (RPS11) 0,044
Proteina ribosomica 40S S16.1 (RPS16) 0,148
Proteina ribosémica 40S S7 (RPS7) 0,075
Proteina ribosomal 50S L11 (RPL11) 0,047
Proteina ribosomal 50S L14 (RPL14) 0,083
Proteina ribosomal 60S L12 (RPL12) 0,103

4.5 Analisis matematicos para las microsecuencias obtenidas

Para los analisis matematicos de las microsecuencias inicialmente se realizaron por medio del
programa SustRate, sin embargo, el programa generaba una serie de inconsistencias en los
resultados, por lo que se procedio a realizar los calculos de manera manual tomando como
referencia las ecuaciones iniciales con las que se realizo el programa SustRate.

Al revisar la guia en donde se encontraban los calculos que realiza el programa, se detectaron
algunos errores que fueron corregidos (mostrados en la metodologia) para realizar los célculos
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manualmente. Ademas de esto, el programa no mostraba los datos de frecuencias de nucleotidos
y gaps, frecuencias de purinas, pirimidinas y gaps de forma apropiada.

4.5.1 Frecuencias de los nucleotidos y gaps
A continuacion, en la tabla 5 se muestran las frecuencias de cada nucledtido y gap calculadas para
13 especies del género Fusarium usando las microsecuencias de 14 genes ort6logos.

Tabla 5. Frecuencias de cada uno de los nucledtidos (gA=frecuencia de adeninas, gG=frecuencia
de guaninas, gC=frecuencia de citocinas, gT=frecuencia de timinas y gGaps=frecuencia de gaps)
para 14 microsecuencias analizado 13 especies de Fusarium.

Genes gA 9G gC gT gGaps
EF 0,22060 | 0,18945 | 0,26383 | 0,21360 | 0,11252
ITS1-4 0,21993 | 0,21343 | 0,31094 | 0,17985 | 0,07584
BT-1 0,20128 | 0,21667 | 0,30513 | 0,20897 | 0,06667
BT-2 0,22880 | 0,16075 | 0,25740 | 0,20907 | 0,14398
ARP 0,25513 | 0,22308 | 0,21026 | 0,26026 | 0,05000
HOG 0,20029 | 0,18433 | 0,23803 | 0,30044 ([ 0,07840
ITS 4-5 0,10593 | 0,23203 | 0,21311 | 0,21185 | 0,23707
ITS 2-4 0,19625 | 0,23373 | 0,31065 | 0,15582 | 0,10355
ITS 1-2 0,09402 | 0,26211 | 0,20228 | 0,18803 | 0,25356
CMD 0,25464 | 0,25332 | 0,21088 | 0,24138 | 0,03979
COX 0,23077 | 0,15250 | 0,12416 | 0,35358 | 0,13900
H4 0,25397 | 0,14408 | 0,21978 | 0,28449 | 0,09768
H3 0,26968 | 0,16018 | 0,26787 | 0,20995 | 0,09231
mtSSU 0,23077 | 0,22750 | 0,18003 | 0,20622 | 0,15548

A partir de estos datos se realizaron las respectivas graficas por separado para cada nucleétido y
gap. Estas graficas (grafica 1, grafica 2, grafica 3, grafica 4 y grafica 5) representan las relaciones
entre los nucledtidos encontrados en las diferentes microsecuencias de cada secuencia génica.
Cabe resaltar que las variaciones de cada nucle6tido o gap es independiente entre los genes.
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Grafica 1. Frecuencias de las adeninas contenidas en 14 microsecuencias para 13 especies de
Fusarium. En donde el eje x corresponde a las microsecuencias siguiendo el mismo orden de la
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Grafica 2. Frecuencias de las guaninas contenidas en 14 microsecuencias para 13 especies de
Fusarium. En donde el eje x corresponde a las microsecuencias siguiendo el mismo orden de la

tabla 5.
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Frecuencia de las citocinas (gC)
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Grafica 3. Frecuencias de las citocinas contenidas en 14 microsecuencias para 13 especies de
Fusarium. En donde el eje x corresponde a las microsecuencias siguiendo el mismo orden de la
tabla 5.
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Grafica 4. Frecuencias de las timinas contenidas en 14 microsecuencias para 13 especies de
Fusarium. En donde el eje x corresponde a las microsecuencias siguiendo el mismo orden de la
tabla 5.
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Grafica 5. Frecuencias de los gaps contenidas en 14 microsecuencias para 13 especies de
Fusarium. En donde el eje x corresponde a las microsecuencias siguiendo el mismo orden de la

tabla 5.

A continuacion, la gréafica 6 representa las frecuencias de cada uno de los nucleétidos y gaps en
porcentaje para las 13 especies de Fusarium, siendo el 100% la cantidad total de nucle6tidos y
gaps contenidos dentro de cada microsecuencia para cada secuencia génica.
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Grafica 6. Representacion en porcentajes de la frecuencia de nucleétidos y gaps contenidos en
cada microsecuencia para las 14 microsecuencias con 13 especies de Fusarium.

En esta grafica se puede observar los diferentes valores para cada gen. En algunos casos se observa
que la frecuencia de adeninas es similar a la frecuencia de las guaninas y asi mismo la frecuencia
de las citocinas es similar a la frecuencia de las timinas.
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Figura 17. Resultados obtenidos de la correlacion de Pearson para la frecuencia de los
nucleotidos y gaps de 13 especies de Fusarium realizada en Rstudio®. La cantidad de asteriscos
en cada valor determina la significancia de los datos, entre mas asteriscos, mas significativo el
valor.

En la figura 17 se muestran graficas de dispersion, en la diagonal principal se pueden observar los
histogramas para las diferentes variables donde la linea roja representa la distribucion de los datos
para cada frecuencia por separado, adicionalmente, en la parte superior se visualizan los
coeficientes de correlacion de Pearson entre las variables y en la parte inferior se muestran las
gréficas de dispersion con su respectiva linea de tendencia.

Para evaluar la variabilidad génica se realizé la prueba estadistica de correlacion de Pearson con
el fin de cuantificar la relacion de los nucleotidos. En la Figura 17 se resaltan 3 valores (valores

con asterisco) que representan una correlacion negativa fuerte, estos casos son:

a) Frecuencia de adenina - frecuencia de citocina, con un valor de significancia de -0,55.
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b) Frecuencia de guanina - frecuencia de citocina, con un valor de significancia de -0,47.
c) Frecuencia de timina - frecuencia de gaps, con un valor de significancia de -0,52.

En los gréaficos de dispersion de estos casos especificos se observa que la linea de tendencia (linea
roja) tiene un patréon descendente, esto significa que a medida que los valores de una variable
aumentan, los valores de la otra variable tienden a disminuir, mostrando asi una asociacion
negativa entre dichas variables y corroborando los coeficientes de correlacion para las frecuencias

de los nucledtidos.

A continuacion, en la tabla 6 se muestran las frecuencias obtenidas para los analisis realizados con

13 microsecuencias de 3 especies de Fusarium.

Tabla 6. Frecuencias de cada uno de los nucle6tidos para 14 microsecuencias analizado 3
especies de Fusarium.

Genes gA 9G gC gT gGaps

alcohol oxidasa 0,18005 (0,24818(0,19708|0,27007|0,10462

proteina ribosémica 40S S16.1 0,19048 |0,23810|0,22857|0,21429|0,12857
proteina ribosémica 40s SO 0,34091 |0,26515|0,10606|0,18182|0,10606
3-metil-2-oxobutano hidroximetiltransferasa| 0,20238 |0,02976|0,42857|0,27381(0,06548
proteina ribosomal 60S L12 0,14729 |0,11628|0,21318|0,34496|0,17829
proteina ribosomal 50S L11 0,28692 (0,22785|0,25738|0,17300|0,05485
Subunidad reguladogaBdeI proteosoma 26S 023246 |0,13596 | 0,25877|0,36842 | 0.00439
ADP-ribosa pirofosfato 0,27451 |0,27778)0,14706(0,27451|0,02614
proteina ribosomal 40S S11 0,26720 (0,23810(0,16138/0,31217|0,02116
proteina ribosémica 40S S7 0,26570 {0,15942|0,14493|0,26570|0,16425
proteina ribosomal 50S L14 0,26761 |0,24413]0,11972]0,15023|0,21831
adenilil-sulfato quinasa 0,30357 (0,220240,11310|0,255950,10714
proteina ribosémica 30S S12 0,35652 (0,23188(0,15362|0,22609|0,03188

A partir de la tabla 6 des obtuvieron las siguientes graficas de las frecuencias de cada uno de los
nucledtidos obtenidas para los andlisis realizados con 13 microsecuencias de 3 especies de

Fusarium.
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Grafica 7. Frecuencias de las adeninas contenidas en 13 microsecuencias de 3 especies de
Fusarium. En donde el eje x corresponde a las microsecuencias siguiendo el mismo orden de la
tabla 6.

Frecuencia de las guaninas (gG)

0,30
0,25
3 0,20
]
5 0,15
(8]
2 0,10
[N
0,05
0,00
& < Kb % 5 & %
") .
c;§’ 05‘0 ,b@ &)5” Qs (,)0"’ e>°<b 5@" & Q)vQ (,9“’ Qf K
& e & o N & N Q* @é & @$ N &
Nl S B N N O & & L 0 ) 3 o
N T N\ N I I N N
S 8 & X0 8 R N 8 8 8 & Y
& @ % S L N 9 @ L @ ¢ ®
@ & & 2 > ® 3 & > SEEN
. X > & X <& 5§ 3§ ° >
o © & © ) © © © &
o Q $ Q Q Q Q $
R\ ) Q
Q
Genes

Grafica 8. Frecuencias de las guaninas contenidas en 13 microsecuencias de 3 especies de
Fusarium. En donde el eje x corresponde a las microsecuencias siguiendo el mismo orden de la
tabla 6.
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Frecuencia de las citocinas (gC)
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Grafica 9. Frecuencias de las citocinas contenidas en 13 microsecuencias de 3 especies de
Fusarium. En donde el eje x corresponde a las microsecuencias siguiendo el mismo orden de la
tabla 6.
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Grafica 10. Frecuencias de las citocinas contenidas en 13 microsecuencias de 3 especies de
Fusarium. En donde el eje x corresponde a las microsecuencias siguiendo el mismo orden de la
tabla 6.
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Frecuencia de los gaps (gGaps)
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Grafica 11. Frecuencias de gaps contenidos en 13 microsecuencias de 3 especies de Fusarium.
En donde el eje x corresponde a las microsecuencias siguiendo el mismo orden de la tabla 6.
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Grafica 12. Representacion en porcentajes de la frecuencia de nucleo6tidos y gaps contenidos en
cada microsecuencia para las 13 microsecuencias de 3 especies de Fusarium. En donde el eje x
corresponde a las microsecuencias siguiendo el mismo orden de la tabla 6.

4.5.2 Frecuencias de purinas (gR), pirimidinas (gY) y gaps (9Z)
A continuacion, en la tabla 7 se muestran los valores obtenidos para las frecuencias de purinas,
pirimidinas y gaps, para 14 microsecuencias de 13 especies de Fusarium.

Tabla 7. Frecuencias de purinas (gR), pirimidinas (gY) y gaps (9Z) calculadas para 14
microsecuencias de 3 especies de Fusarium.

Genes gR agY 9Z
EF 0,41004 0,47743 0,11252
ITS1-4 0,43337 0,49079 0,07584
BT-1 0,41795 0,51410 0,06667
BT-2 0,38955 0,46647 0,14398
ARP 0,47821 0,47051 0,05000
HOG 0,38462 0,53846 0,07840
ITS 4-5 0,33796 0,42497 0,23707
ITS 2-4 0,42998 0,46647 0,10355
ITS1-2 0,35613 0,39031 0,25356
CMD 0,50796 0,45225 0,03979
COX 0,38327 0,47773 0,13900
H4 0,39805 0,50427 0,09768
H3 0,42986 0,47783 0,09231
mtSSU 0,45827 0,38625 0,15548

A partir de los valores mostrados en la tabla 7, se realizaron las siguientes graficas para cada
frecuencia por separado.
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Grafica 13. Frecuencias de las purinas (gR) para 14 microsecuencias de 13 especies de
Fusarium. En donde el eje x corresponde a las microsecuencias siguiendo el mismo orden de la
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Grafica 14. Frecuencias de las pirimidinas (gY) para 14 microsecuencias de 13 especies de
Fusarium. En donde el eje x corresponde a las microsecuencias siguiendo el mismo orden de la

tabla 7.
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Grafica 15. Frecuencias de gaps (gZ) para 14 microsecuencias de 13 especies de Fusarium. En
donde el eje x corresponde a las secuencias microsecuencias el mismo orden de la tabla 7.

A continuacién, se muestra la grafica que recopila las frecuencias de purinas, pirimidinas y gaps
para las 14 microsecuencias de 13 especies de Fusarium.
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Grafica 16. Frecuencia de purinas (gR), pirimidinas (gY) y gaps (gZ) para 14 microsecuencias
de 13 especies de Fusarium.
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En la grafica 16 se puede observar que las 14 microsecuencias analizadas siguen un patron similar
con respecto a la frecuencia de las purinas, pirimidinas y gaps, donde la mayoria de las secuencias
la frecuencia de las pirimidinas es mayor que la frecuencia de purinas, asi mismo, la frecuencia de
los gaps es la menor para todas las secuencias génicas analizadas.
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Figura 18. Resultados obtenidos de la correlacion de Pearson para la frecuencia de purinas,
pirimidinas y gaps de 14 microsecuencias de 13 especies de Fusarium realizada en Rstudio®.

En la figura 18 se pueden ver observar las correlaciones entre la frecuencia de purinas, frecuencia
de pirimidinas y frecuencia de los gaps para las 14 microsecuencias de 13 especies de Fusarium.
Se resaltan 2 valores (valores con asterisco) que representan una correlacion negativa fuerte, estos
casos son:

a) Frecuencia de purinas - frecuencia de gaps, con un valor de significancia de -0,74.
b) Frecuencia de pirimidinas - frecuencia de gaps, con un valor de significancia de -0,69.

Por otro lado, se observa que la correlacion entre la frecuencia de purinas y la frecuencia de

pirimidinas tiene un valor de significancia positiva de 0,026, esto sugiere una relacion significativa
entre estas dos frecuencias.
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A continuacion, en la tabla 8 se muestran las frecuencias de purinas, pirimidinas y gaps obtenidas

para los analisis realizados con 13 microsecuencias y 3 especies de Fusarium.

Tabla 8. Frecuencias de purinas, pirimidinas y gaps de 13 microsecuencias para 3 especies de

Fusarium.

Genes gR gY 9Z
alcohol oxidasa 0,42822 0,46715 0,10462
proteina ribosémica 40S S16.1 0,42857 0,44286 0,12857
proteina ribosémica 40s SO 0,60606 0,28788 0,10606
3-metil-2-oxobutano hidroximetiltransferasa 0,23214 0,70238 0,06548
proteina ribosomal 60S L12 0,26357 0,55814 0,17829
proteina ribosomal 50S L11 0,51477 0,43038 0,05485
Subunidad reguladora del proteosoma 26S 6B 0,36842 0,62719 0,00439
ADP-ribosa pirofosfato 0,55229 0,42157 0,02614
proteina ribosomal 40S S11 0,50529 0,47354 0,02116
proteina ribosémica 40S S7 0,42512 0,41063 0,16425
proteina ribosomal 50S L14 0,51174 0,26995 0,21831
adenilil-sulfato quinasa 0,52381 0,36905 0,10714
proteina ribosémica 30S S12 0,58841 0,37971 0,03188

A partir de los valores mostrados en la tabla 8, se realizaron las siguientes graficas para cada

frecuencia por separado.
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Frecuencia de purinas (gR)
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Grafica 17. Frecuencias de las purinas (gR) para 13 microsecuencias de 3 especies de Fusarium.
En donde el eje x corresponde a las secuencias génicas siguiendo el mismo orden de la tabla 8.
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Grafica 18. Frecuencias de las pirimidinas (gY) para 13 microsecuencias de 3 especies de
Fusarium. En donde el eje x corresponde a las secuencias génicas siguiendo el mismo orden de la
tabla 8.
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Frecuencia de Gaps (gZ)
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Grafica 19. Frecuencias de las pirimidinas (gZ) para 13 microsecuencias de 3 especies de
Fusarium. En donde el eje x corresponde a las secuencias génicas siguiendo el mismo orden de
la tabla 8.

A continuacién, se muestra la grafica que recopila las frecuencias de purinas, pirimidinas y gaps
para las 14 microsecuencias de 13 especies de Fusarium.

52



Frecuencia de purinas, pirimidinas y gaps
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Grafica 20. Representacion en porcentajes de la frecuencia de purinas (gR), pirimidinas (gY) y
gaps (gZ) contenidos en 13 microsecuencias de 3 especies de Fusarium.

Como se muestra en grafica 20, los patrones para cada secuencia génica son diferentes unos de
otros, esto se debe a la cantidad de especies (3 especies) que se usaron para el andlisis de estas
secuencias génicas, ya que entre menos especies analizadas menos informacién hay disponible
para relacionar las variables. Para las secuencias génicas de proteina ribosémica 40s SO y proteina
ribosomal 50S L14, estas dos presentaron una mayor frecuencia de purinas (gR), mientras que la
frecuencia de pirimidinas (gY) y gaps (gZ) es menor.

4.5.3 Frecuencias de cambio de las transiciones, transversiones y gaps

A continuacion, se encuentra la tabla 9 donde se muestran los valores obtenidos para las
frecuencias de los cambios de transiciones purina-purina (P1ij), transiciones pirimidina-pirimidina
(P2ij), transversiones purina-pirimidina y pirimidina-purina (Qij) y gap-nucleotido y nucleotido-
gap (Gap, ij) para 14 microsecuencias de 13 especies de Fusarium.

53



Tabla 9. Frecuencias de frecuencias de cambio calculadas para 14 microsecuencias de 13

especies de Fusarium.

Genes P1ij P2ij Qij Gap,ij
EF 0,02225 0,04259 0,07629 0,11125
ITS1-4 0,01083 0,00867 0,04442 0,03142
BT-1 0,01923 0,04103 0,07949 0,04103
BT-2 0,02860 | 0,04043 0,04142 0,11440
ARP 0,09231 0,10641 0,31154 | 0,07179
HOG 0,02219 | 0,03254 | 0,06805 | 0,09763
ITS 4-5 0,02396 0,04540 | 0,07566 0,04414
ITS 2-4 0,01578 0,01972 0,04043 0,04241
ITS 1-2 0,02849 | 0,04843 | 0,04558 | 0,07123
CMD 0,03448 0,04111 0,01724 | 0,01061
COX 0,01889 | 0,02699 | 0,05398 | 0,02969
H4 0,04151 0,04884 | 0,09768 0,08913
H3 0,02443 0,05158 0,04344 | 0,04615
mtSSU 0,00818 | 0,00982 | 0,00000 | 0,03110

A continuacidn, se muestran las representaciones graficas de las proporciones de cambio para cada
secuencia génica.
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Grafica 21. Frecuencias de cambio de las transiciones purina-purina (P1ij) para 14
microsecuencias de 13 especies de Fusarium.
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Frecuencias de cambio de transiciones pirimidina - pirimidina
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Grafica 22. Frecuencias de cambio de las transiciones pirimidina-pirimidina (P2ij) para 14
microsecuencias de 13 especies de Fusarium.
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Grafica 23. Frecuencias de cambio de las transversiones (Qij) para 14 microsecuencias de 13

especies de Fusarium.
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Frecuencias de cambio de Gap-Ni o Ni-Gap (Gap,ij)
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Grafica 24. Frecuencias de cambio de las gap-nucleétido y nucleétido-gap (Gap,ij) para 14
microsecuencias de 13 especies de Fusarium.

A continuacion, se muestra la gréafica que recopila las frecuencias de cambio para las 14
microsecuencias de 13 especies de Fusarium.
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Grafica 25. Representacion en porcentaje de las frecuencias de cambio de purina a purina (P1ij),
frecuencia de cambio de pirimidina a pirimidina (P2ij), frecuencia de cambio de purina a
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pirimidina y viceversa (Qij) y frecuencia de cambio de gap a nucledtido y viceversa (Gap,ij) para
14 microsecuencias de 13 especies de Fusarium.

En la gréfica 25 se observa que en la mayoria de las microsecuencias la frecuencia de las
transiciones (P1lij y P2ij) es mucho menor a las frecuencias de transversiones y la frecuencia de
gaps. Adicionalmente la secuencia génica de la subunidad pequefia ribosomal (mtSSU) no presenta
transversiones en la microsecuencia.

0.08

L1111

0.02

002 008

TrTTTTTT

[=21%] f¥5)

0.02 0.06 0.10 0.02 0.06 0.10
P1ij - i
0.9370.917 o2
o V-9 | U,
1) x
fore 7k (). 8% 0.32
ai” = == -
j Qij
2 - 0.27
2 &fcr o _»3-9%% | \ @
e Y = U°°,Q-v__f,_ / &Gap, ij
r,go w_g" ;:07« — qﬁg;%
01132 04;6 0.:)6 0.;)8 0.;0 [ 0.:0 | 0.'20 l 0.|30

0.08

0.02

000 015 0.30

Figura 19. Resultados obtenidos de la correlacion de Pearson para la frecuencia de cambio de
purinas, pirimidinas y gaps, realizada en Rstudio® para 14 microsecuencias de 13 especies de
Fusarium.

En la figura 19 se muestran las correlaciones para las frecuencias de cambio. Se resaltan 2 valores
(valores con asterisco) que representan una correlacion positiva fuerte, estos casos son:

a) Frecuencia de transiciones purina-purina y frecuencia de transiciones pirimidina -
pirimidina, con un valor de significancia de 0,93.
b) Frecuencia de transiciones purina-purina y frecuencia de transversiones, con un valor de
significancia de 0,91.
c) Frecuencia de transiciones pirimidina-pirimidina y frecuencia de transversiones, con un
valor de significancia de 0,86
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A continuacién, en la tabla 10 se muestran las frecuencias cambio obtenidas para los analisis
realizados con 13 microsecuencias y 3 especies de Fusarium.

Tabla 10. Frecuencias de frecuencias de cambio calculadas para 13 microsecuencias de 3
especies de Fusarium.

Genes P1ij P2ij Qij Gap,ij

alcohol oxidasa 0,03650 | 0,03893 [ 0,05596 | 0,09976
proteina ribosémica 40S S16.1 0,03333 | 0,04286 | 0,02381 | 0,25714
proteina ribosdmica 40s SO 0,03188 | 0,00870 | 0,02609 |0,07536
J-metil-2-oxoputano. 0,01190 | 0,05952 | 0,07738 |0,06548
proteina ribosomal 60S L12 0,00388 | 0,02326 | 0,03876 |0,17054
proteina ribosomal 50S L11 0,03376 | 0,05485 | 0,05485 |0,02954
Subunidad reguzlzgogaBdel proteosoma 0,03070 | 0,06140 | 0,04386 | 0,00439
ADP-ribosa pirofosfato 0,07190 | 0,04902 | 0,11765 |0,01634
proteina ribosomal 40S S11 0,03439 | 0,04497 | 0,06614 |0,01852
proteina ribosémica 40S S7 0,01449 | 0,04348 | 0,05314 | 0,09662
proteina ribosomal 50S L14 0,02582 | 0,02582 | 0,04460 |0,11972
adenilil-sulfato quinasa 0,05357 | 0,02976 | 0,04167 |0,08333
proteina ribosémica 30S S12 0,04638 | 0,04058 | 0,04638 |0,01739

A continuacion, se muestran las representaciones graficas de las proporciones de cambio para cada
secuencia génica segun los valores mostrados en la tabla 10.
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Grafica 26. Frecuencias de cambio de las transiciones purina-purina (P1ij) para 13
microsecuencias de 3 especies de Fusarium.
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Grafica 27. Frecuencias de cambio de las transiciones pirimidina-pirimidina (P2ij) para 13
microsecuencias de 3 especies de Fusarium.
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Grafica 28. Frecuencias de cambio de las transversiones (Qij) para 13 microsecuencias de 3

especies de Fusarium.
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Frecuencias de cambio de Gap-Ni o Ni-Gap (Gap,ij)
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Grafica 29. Frecuencias de cambio de las gap-nucle6tido y nucleétido-gap (Gap,ij) para 13
microsecuencias de 3 especies de Fusarium.

A continuacion, se muestra la grafica que recopila las frecuencias de cambio para las 13
microsecuencias de 3 especies de Fusarium.
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Grafica 30. Representacion en porcentaje de las frecuencias de cambio de purina a purina (P1ij),
frecuencia de cambio de pirimidina a pirimidina (P2ij), frecuencia de cambio de purina a
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pirimidina y viceversa (Qij) y frecuencia de cambio de gap a nucledtido y viceversa (Gap,ij) para
13 microsecuencias de 3 especies de Fusarium.

45.4 Tasas de transiciones vs transversiones
En la tabla 8 se encuentran los valores obtenidos para las tasas de las transversiones, transiciones

Y gaps.

Tabla 11. Valores obtenidos para las tasas de purina vs purina (K1), pirimidina vs transversiones
(K2), transversiones (Bij) y gaps (K3) para 14 microsecuencias de 13 especies de Fusarium.

Genes K1 K2 Bij K3
EF 0,15374 0,21825 0,00042 0,00061
ITS 1-4 0,08381 0,05585 0,00018 0,00013
BT-1 0,07947 0,11595 0,00028 0,00015
BT-2 0,49119 0,40055 0,00027 0,00075
ARP 0,05857 0,05225 0,00088 0,00020
HOG 0,14342 0,10859 0,00028 0,00040
ITS 4-5 0,43869 0,28568 0,00064 0,00038
ITS 2-4 0,17670 0,20930 0,00021 0,00022
ITS 1-2 0,89391 0,77364 0,00040 0,00063
CMD 0,28340 0,42821 0,00004 0,00002
COX 0,25312 0,25000 0,00034 0,00019
H4 0,22773 0,15679 0,00048 0,00044
H3 0,24689 0,36009 0,00021 0,00022
mtSSU 0,00000 0,00000 0,00000 0,00021

En la tabla 11 se muestran los valores obtenidos para las tasas de cambio, se observa que para la
secuencia génica de la subunidad pequefia ribosomal (mtSSU) los valores de K1, K2 y Bij son 0
debido a que la microsecuencia no se encontraron transversiones, debido a esto se toma la
decision de no graficar estos datos ya que generan ruido en las gréaficas.

A partir de los valores mostrados en la tabla 11 se realizaron las respectivas graficas de cada tasa
de cambio para 13 microsecuencias de 13 especies de Fusarium.
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Tasas purina vs transversiones (K1)
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Grafica 31. Tasas de purinas vs transversiones (K1) para 13 microsecuencias de 13 especies de
Fusarium.
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Grafica 32. Tasas pirimidina vs transversiones (K2) para 13 microsecuencias de 13 especies de
Fusarium.
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Tasas de transversiones (Bij)
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Grafica 33. Tasas transversiones (Bij) para 13 microsecuencias de 13 especies de Fusarium.

Tasas de Gaps (K3)
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Grafica 34. Tasas Gaps (K3) para 13 microsecuencias de 13 especies de Fusarium. El valor
méximo de la grafica es 0,0008.
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Tasas de cambio

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0

ITS1-4 T- ITS4-5 1TS2-4 I1TS1-2 CMD
Genes

X

K1 WK2 mBij mK3

Grafica 35. Representacion en grafica de barras de las tasas de cambio para 13 microsecuencias
de 13 especies de Fusarium.

En la grafica 35 se observa que las tasas de cambio de las transiciones son mucho mas altas que
las tasas de transversiones y la tasa de los gaps, esto se puede observar a detalle en la tabla 11
donde se muestra los valores de las tasas para cada secuencia génica.
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Figura 20. Resultados obtenidos de la correlacion de Pearson para la tasa de transiciones,
transversiones y gaps realizada en Rstudio® para 13 microsecuencias de 3 especies de Fusarium.

En la figura 20 se muestran las correlaciones para las tasas de cambio. Se resaltan 2 valores (valores
con asterisco) que representan una correlacion positiva significativa, estos casos son:

a) Tasas purina-purinay tasas pirimidina - pirimidina, con un valor de significancia de 0,93.

b) Tasas purina-purina y tasas de gaps, con un valor de significancia de 0,59.

A continuacion, en la tabla 12 se muestran los valores obtenidos para las tasas de cambio para 13
microsecuencias analizadas para 3 especies de Fusarium.

Tabla 12. Valores obtenidos para las tasas de purina vs purina (K1), pirimidina vs transversiones

(K2), transversiones (Bij) y gaps (K3) para 13 microsecuencias de 3 especies de Fusarium.

Genes K1 K2 Bij K3
alcohol oxidasa 0,30547 |0,27354(0,00029|0,00052
proteina ribosémica 40S S16.1 0,75330 |0,8252410,00015|0,00157
proteina ribosomica 40s SO 0,25021 |0,31987|0,00012|0,00035
hf’drrgf(tl'r:]g“‘l’t’:ggé‘]fsg‘;a 0,27269 |0,42587 |0,00021 | 0,00017
proteina ribosomal 60S L12 0,15315 |(0,21400(0,000250,00112
proteina ribosomal 50S L11 0,11439 (0,27292(0,00017 |0,00009
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Subunidad reguzlztéogaBdel proteosoma 0,02245 |0,03187|0,00001{0,00000
ADP-ribosa pirofosfato 0,04878 [0,06283(0,00018 |0,00002
proteina ribosomal 40S S11 0,04139 |[0,08530(0,00008 |0,00002
proteina ribosdmica 40S S7 0,18461 |[0,60922(0,00038|0,00069
proteina ribosomal 50S L14 0,26726 |0,45342(0,00034 |0,00090
adenilil-sulfato quinasa 0,39830 [0,51108(0,00022 |0,00043
proteina ribosdmica 30S S12 0,08617 [0,17946(0,00008 |0,00003

A partir de los valores mostrados anteriormente en la tabla 12 se realizaron las respectivas graficas.
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0,80
0,60
0,40
2> N Q o N > o N A ™ > 4%
G © &S N S S & o ) A &
\ © o N NS $ @ ° H Q $ S S
\Qo\ ,bV @Q & A 2 R4 Q\J\ 2 6'\\(' @Q 2 <&
S & & &V S S o P o N B 9 R &
Q ~ © Q s NS N O S O S N )
K X <% P X NG N & P 8 N °
RS @ 5 'bk\ @ é\\ QQ & ) \Q'b & be\ ’b‘\
@ & & & NP AN N
@ S S < S © N < 3
S Q Q& Q Q Q Q Q“
<
Genes

Grafica 36. Tasas de purinas vs transversiones (K1) para 13 microsecuencias de 3 especies de
Fusarium.
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Tasas pirimidina vs transversiones (K2)
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Grafica 37. Tasas de pirimidina vs transversiones (K2) para 13 microsecuencias de 3 especies de
Fusarium.
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Grafica 38. Tasas de transversiones (Bij) para 13 microsecuencias de 3 especies de Fusarium. El
valor maximo de la grafica es 0,0008.
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Tasas de Gaps (K3)
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Grafica 38. Tasas de transversiones (Bij) para 13 microsecuencias de 3 especies de Fusarium. El
valor méximo de la gréafica es 0,001.

Tasas de cambio
100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
0

mK1 mK2 mBij mK3

xX

Grafica 39. Tasas de gaps (K3) para 13 microsecuencias de 3 especies de Fusarium.
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En la grafica 39 se observa que las tasas de cambio de las transiciones son mucho mas altas que
las tasas de transversiones y la tasa de los gaps.

4.5.5 Proporciones iniciales de las frecuencias de todos los genes

Tabla 13. Proporciones iniciales obtenidas a partir de las frecuencias de 14 microsecuencias de
13 especies de Fusarium.

Genes RP1 RP2 RQ Rgap
EF 0,00082409 | 0,00157755 | 0,00282546 | 0,00412046
ITS 1-4 0,00040127 | 0,00032101 | 0,0016452 |0,00116368
BT-1 0,00071225|0,00151947 | 0,00294397 | 0,00151947
BT-2 0,00105924 | 0,00149755 | 0,00153408 | 0,00423698
ARP 0,0034188 | 0,00394112|0,01153846 | 0,00265907
HOG 0,00082183 | 0,00120535 | 0,00252027 | 0,00361604
ITS 4-5 0,00088739|0,00168138 | 0,0028023 | 0,00163467
ITS 2-4 0,00058441 |0,00073051 | 0,00149755 | 0,0015706
ITS 1-2 0,00105519|0,00179382 | 0,0016883 | 0,00263797
CMD 0,00127714|0,00152274 | 0,00063857 | 0,00039297
COX 0,00069976 | 0,00099965 | 0,0019993 | 0,00109962
H4 0,00153756 | 0,00180889 | 0,00361778 | 0,00330123
H3 0,00090498 | 0,00191051 | 0,00160885 | 0,0017094
mtSSU 0,00030309 | 0,0003637 0 0,00115172

4.5.6 Proporciones finales
Por ultimo, la tabla 14 muestra las proporciones finales obtenidas a partir de la suma de las
proporciones iniciales para los diferentes tipos de cambio.

Tabla 14. Proporciones finales de las sumas de las proporciones iniciales para 14
microsecuencias de 13 especies de Fusarium. Donde Rt1 corresponde a las proporciones de
transiciones purina-purina, Rt2 proporciones de transiciones pirimidina -pirimidina, Rt3

transversiones y Rt4 gaps.

Genes Rtl Rt2 Rt3 Rt4
EF 0,007229219 0,01383879 0,09974811 0,220403023
ITS1-4 0,009318182 0,00745455 0,15375 0,164772727
BT-1 0,008723404 0,01860993 0,14510638 0,113475177
BT-2 0,010429825 0,01474561 0,06078947 0,254385965
ARP 0,013004405 0,01499119 0,17662996 0,061674009
HOG 0,008255034 0,01210738 0,10187919 0,22147651
ITS 4-5 0,010386667 0,01968 0,132 0,116666667
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ITS 2-4 0,010933333 0,01366667 0,11275 0,179166667
ITS 1-2 0,012058824 0,0205 0,07764706 0,183823529
CMD 0,027333333 0,03258974 0,055 0,051282051
COX 0,011958333 0,01708333 0,1375 0,114583333
H4 0,012281938 0,01444934 0,11629956 0,160792952
H3 0,012098361 0,02554098 0,08655738 0,139344262
mtSSU 0,013666667 0,0164 0 0,316666667

A partir de los valores obtenidos de realizaron las gréaficas correspondientes para observar los
patrones de cambio para cada microsecuencia. Las graficas fueron agrupadas segun la similitud
en los patrones de cambio de las microsecuencias.

E BT-2 Ts1-2
0,25 03 0.2
0,25
02 3‘ 0,15
0,15 v
0 0,15 0.1
- 01
0.05 0,05 0.8
0 0
Rti Rtz Rt3 Rtd Rtl Ri2 Rt3 Rtd Ril A2 Rt3 Atd
H3 HOG mt3S3
01 025 0,4
o2 0,3
0.1 0,15 o
. UL
0,0 o .
0,05
0 0
Rtl Rtz Rta Rtd Rtl Rz Rt3 Rrd Rtl Rtz Rt3 Rtd

Figura 21. Proporciones acumuladas para los diferentes tipos de cambio.
Donde: Rtl=transiciones purina-purina
Rt2= transiciones pirimidina-pirimidina

Rt3= transversiones
Rt4= Gaps

En la figura 21 se observan las proporciones acumuladas de 6 secuencias génicas con un patron de
cambio similar, en donde el Rt4 es el mayor valor para cada una.
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Figura 22. Proporciones acumuladas para los diferentes tipos de cambio.

4.6 Secuencias de comparacion
A continuacion, se muestran los géneros y genes usados para comprar entre si y con el género

Fusarium.

Tabla 11. Géneros, especies y genes usados para el andlisis de las secuencias de comparacion.

Géneros

Especies

Genes

Malassezia

M. sympodialis

M. globosa

M. restricta

M. pachydermatis

Calmodulina
(CMD)

Factor de
elongacion (FE)

ITS

Falco

F. sparverius

F. tinnunculus

F. peregrinus

F. femoralis

F. cenchroides

F. longipennis

F. fasciinucha

Citocromo oxidasa
(COX1)

NADH deshidrogenasa 1

(ND1)

Drosophila

D. simulans

D. melanogaster

Citocromo oxidasa
(COX1)

NADH deshidrogenasa 2

(ND2)
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. albomicans

. formosana

. iIncompacta

. littoralis

. mercatorum

. yukaba

. nigripes

. chatus

. margarita

. silvestris

. chatus

. homomorphus
. japonicus Citocromo oxidasa
. uvarum (COX1)

. aculeatinus

. anthracis

. thuringiensis
. mycoides

. cereus

. pumilus

. infantis

. subtilis

Citocromo oxidasa

(COX1) Citocromo oxidasa 2 (COX2)

Felis

Aspergillus Histona 4 (H4)

ARN ribosomal | ARN ribosomico 23S (RNA

ZEIE 165 (RNA 16S) 235)

WO W WO |0 > >>>TT MM MO|oO00|0|0

Para los géneros anteriores se realizaron los mismos calculos matematicos con el fin de realizar
una comparacion entre si y con el género Fusarium.

A continuacion, se muestran las proporciones acumuladas de dichos géneros para cada secuencia
génica.
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Figura 23. Proporciones acumuladas en las microsecuencias para el género Malassezia.
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Figura 24. Proporciones acumuladas en las microsecuencias para el género Falco.
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Figura 25. Proporciones acumuladas en las microsecuencias para el género Drosophila.
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Figura 26. Proporciones acumuladas en las microsecuencias para el género Felis.
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Figura 27. Proporciones acumuladas en las microsecuencias para el género Aspergillus.
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Figura 28. Proporciones acumuladas en las microsecuencias para el género Bacillus.

5 Discusion

Para realizar la comparacién de las secuencias génicas y detectar homologias en las diferentes
composiciones genéticas de los diferentes organismos analizados es necesario hacer uso de los
genes compartidos en las diferentes especies, estos son los Ilamados genes ortélogos; ya que son
los que evolucionan a partir de un ancestro en comun, en donde su funcion se preserva, pero la
similitud en las secuencias no (Grigoryev et al.,2004; Fernandez, 2012). Esto es debido a que los
organismos son diferentes unos a otros y esa diferencia en las secuencias es debido al cambio en
las bases nitrogenadas en el ADN. A esto se le conoce como variabilidad génica. Estos cambios
en las bases nitrogenadas en el ADN se presentan como consecuencia a cambios 0 mutaciones que
suceden “al azar” pero aun asi suelen ser heredables (Meda et al., 2011). Sin embargo, gracias a
la ciencia se ha podido llegar a conocer y comprender mejor los diferentes fenémenos que ocurren
a diario y a partir de esto se pueden establecer leyes que permiten conocer los efectos de los
fendmenos fisicos, con el fin de manejar dichas situaciones y obtener resultados deseados segun
lo que se esta estudiando y analizando, ademas de poder predecir diferentes eventos bioldgicos,
descartando la idea de que dichas mutaciones son “al azar” (Ramirez y Tello, 2006); y asi poder
conocer como evolucionan los diferentes genes en un grupo de organismos. Los resultados
obtenidos en el presente trabajo contradicen la teoria de que las mutaciones son al azar.

Uno de los problemas en la biologia molecular es encontrar una asociacion entre el niUmero de
purinas y el nUmero de pirimidinas encontradas en una hebra individual de una secuencia génica,
sin embargo, se han realizado estudios en secuencias conservadas para poder entender este
problema (Nandy, 2009). En el presente trabajo, realizando un anélisis con microsecuencias se
puede observar una relacion positiva entre la frecuencia de purinas y la frecuencia de pirimidinas
mostrada en la Figura 18, también se observa en la grafica de dispersion una dispersion estrecha
ya que los puntos se encuentran mas cercanos a la linea de tendencia. Esto sugiere una relacion
entre la frecuencia de purinas y la frecuencia de pirimidinas contenidas en las microsecuencias.
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Adicional a lo anterior la grafica 16 es un elemento til para realizar estudios de filogenia
molecular ya que a partir de estas se pueden observar las similitudes entre las diferentes secuencias
génicas, contribuyendo asi al estudio de la relacion de la aparicion de las cuatro bases nitrogenadas
en hebras individuales (Nandy, 2023).

En la figura 21 y 22 se muestra que para el género Fusarium entre las microsecuencias de
secuencias genicas analizadas existe un patrén de cambio similar. La mayoria de las secuencias
génicas analizadas pertenecen a genes ribosomales, la explicacion a estos patrones de cambio
podria deberse a los varios factores evolutivos y genéticas que afectan a las secuencias. Se observé
que estas microsecuencias varian entre la frecuencia de los nucleétidos, sin embargo, al ser
ribosomales compartes caracteristicas funcionales similares y asi mismo es probable que las
presiones selectivas para conservar ciertos patrones de nucleotidos sean similares (Ling et al.,
2019). Ademés de analizar genes ribosomales también se cuenta con genes que interactian con
proteinas reguladoras, como lo es el gen histidina quinasa (HOG), para este caso es probable que
las presiones selectivas para conservar los patrones sean similares a los genes ribosomales debido
a la evolucion concertada, ya que esta implica que estos dos tipos de genes (ribosomales y proteinas
reguladoras) evolucionan de manera coordinada, donde se intercambia informacién de secuencia
entre ellos a lo largo del tiempo evolutivo (Julian, 2010; Jimenez, 2014).

Adicional a lo mencionado anteriormente, con los resultados obtenidos en el presente trabajo se
demuestra que las microsecuencias son herramientas valiosas para los analisis genéticos que
también pueden ser usadas para analisis taxondémicos. Cabe resaltar que estos anélisis con
microsecuencias de genes ortélogos genera analisis menos vulnerables a diferentes fendmenos
como se explica en el trabajo de Rincon, 2014. Ademéas de esto se ha demostrado que las
microsecuencias son herramientas importantes y Utiles para resolver problemas de filogenia
molecular y clasificacién taxonémica en Fusarium, ya que estas eliminan homoplasias y reducen
los errores de la clasificacidn taxonémica (Rincon, 2014).

A partir de los analisis con microsecuencias también se demuestra la forma de evolucion y
variabilidad genética de las diferentes especies del género Fusarium y para otro tipo de
organismos, esto se puede observar en las gréficas de las proporciones finales tanto en Fusarium
como en los diferentes géneros usados para la comparacion, en donde se muestra un patrén de
cambio en la variabilidad genética. En el caso de Fusarium se muestra una mayor proporcion en
la variabilidad en las transversiones y gaps (inserciones o deleciones), eso quiere decir que para la
mayoria de los genes usados la mayor variabilidad es presentada en transversiones y deleciones o
inserciones. Estos analisis podrian dar una explicacién de la adaptacion evolutiva y la respuesta a
factores ambientales de este género, y asi mismo ayudar con la clasificacion taxondémica del género
ya que dentro del género Fusarium existen especies con complejos de especies, variedades y
formas especiales haciendo esto una complejidad con la identificacion precisa de las especies de
Fusarium.
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Por otro lado, se podria entender estos cambios por medio de las leyes de la termodindmica; en los
ultimos afios se ha propuesto la teoria de que los diferentes sistemas termodinamicos evolucionan
hacia estados de menor energia y asi mismo esto contribuye a la entropia del universo. Comparado
a esto, se tiene la evolucion de los sistemas bioldgicos explicado por la evolucién bioldgica, sin
embargo, esta no incluye los principios de la termodinamica. Por lo que a través de los afios se ha
venido desarrollando una teoria termodinamica de la evolucion biologica debido a que los
organismos biologicos se rigen por las leyes termodindmicas y se esperaria que estos sigan la
misma evolucidn, pero debido a que los sistemas son tan complejos se explicaron por medio de la
teoria de la evolucion (Rabanal, 2019).

Existe una hipédtesis basada en la segunda ley de la termodinamica y el principio de minima accion,
en esta se incluye el concepto EDGE (eficiencia en la degradacion de gradientes energéticos),
donde este es la velocidad de transformacion de sistemas abiertos con energia de potencial alta de
sus alrededores en sistemas abiertos con menor energia potencial. De acuerdo con esta hipGtesis
es posible afirmar que el tiempo que le tomaria a un organismo en evolucionar es el minimo. Esto
es relacionado con el surgimiento de resistencia a los antimicrobianos y la presencia de regiones
de ADN no codificantes. Por lo que esta presencia de ADN no codificante podria ser una ventaja
evolutiva, ya que puede llevar a una mayor probabilidad de adquirir una mayor capacidad de
degradar gradientes energéticos a futuro.

6 Conclusiones

Con base en los resultados se puede concluir que el analisis bioinformético de las microsecuencias
de genes ortélogos para el género Fusarium es una herramienta eficiente para identificar y analizar
patrones en la variabilidad y evolucion genética. Este trabajo muestra que las microsecuencias
proporcionan informacion detallada de la diversidad genética dentro de Fusarium.

Los analisis matematicos como el calculo de las frecuencias, proporciones y tasas facilitan la
comparacion entre especies y genes ortélogos, permitiendo identificar patrones en la variabilidad
genética. Lo que ayuda a la mejora de la clasificacion taxonémica y asi mismo comprender la
evolucion y la adaptacion de Fusarium.

Adicional, estos analisis podrian contribuir a la construccién de modelos que predicen cémo las
secuencias pueden cambiar con el tiempo.

Finalmente, estos resultados pueden ser utilizados para el desarrollo de métodos mas precisos para

el diagndstico y control de enfermedades causadas por Fusarium, mejorando asi la productividad
agricola.
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