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RESUMO

A magd ¢ a fruta de clima temperado de maior dispersdo, consumo e a mais
comercializada como fruta fresca em todo o mundo. A producdo de mag¢a no Brasil tem sido
comprometida pela incidéncia de varias doengas, das quais a Mancha Foliar da Gala (MFQ),
cujo agente causal sdo espécies de Colletotrichum spp., tem sido, atualmente, uma das
maiores preocupagdes dos produtores e pesquisadores. A origem desta doenga em macieira
ainda ndo estd bem esclarecida e a utilizacdo de estudos baseados na filogenia permitem
relacionar os organismos evolutivamente, caracterizando possiveis mecanismos de
divergéncia evolutiva e a origem do patdégeno, contribuindo na adog¢ao de medidas de controle
e prevengdo quanto ao surgimento de novas ragas. O presente trabalho objetivou estudar a
variagdo do DNA ribossomal, (rDNA) entre isolados de Colletotrichum spp. patogénicos em
macieira, em citros e goiaba serrana. Todos os isolados foram cultivados em meio BDA, por
uma semana a 24°C. A amplificagdo do rDNA foi realizada utilizando-se iniciadores ITS1 e
ITS4, seguida pela digestdo da regido ITS (espagador interno transcrito) com enzimas de
restricdo (Rsa I, Alu I, Hinf I, Hpa II, Hha I, Xho I, Acc I, Eco RI e Taq I). Os produtos
obtidos na amplificagdo da regido ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA revelaram um fragmento de
aproximadamente 600 pares de bases (pb), para todos os isolados analisados. Todos os
fragmentos amplificados foram clivados, obtendo uma grande variacao, a qual foi de 90 a 500
pb. Utilizando a técnica de ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis) foi
possivel separar e agrupar os isolados em haplotipos, a qual foi eficiente para a correlacao
entre haplotipo e hospedeiros, agrupando em um mesmo haplotipo isolados do mesmo
hospedeiro. O fragmento amplificado foi purificado com kit QIAquick Gel Extraction Kit 250
(Qiagen, Hilden, Germany) e as amostras foram seqiienciadas na regido ITS do rDNA de todos
os isolados. As seqiiéncias foram alinhadas no software ClustalW e a arvore filogenética foi
construida no software Mega 3.1. Com o seqiienciamento de DNA foi possivel inferir sobre a
possivel espécie de fungo que pertence o segmento de DNA analisado. A regido ITS do rDNA
mostrou-se muito eficaz para estudos de filogenia. A partir da arvore filogenética foi possivel
agrupar os isolados de Colletotrichum por espécies, independente do seu hospedeiro. Todas as
seqiiéncias obtidas apresentaram valores superiores a 93% de similaridade, fato esse, que
refor¢a que o Colletotrichum spp., causador da MFG, possui relagdes de parentesco com o
isolados de Colletotrichum spp. isolados de citros e de goiaba serrana.

Palavras chaves: macieira, Colletotrichum spp., filogenia molecular, ITS, rDNA



ABSTRACT

The apple is a temperate clime fruit with larger dispersion, consumption and the more
marketed all over the world as fresh fruit. The apple production has been committed by the
incidence of diseases, in which Apple Leaf Spot (ALS), whose causal agent is the
Colletotrichum spp. Nowadays this disease is one of the largest concerns of the producers and
researchers. The origin of this disease in apple tree plants is not still well known. Studies
based on the phylogeny allow to relate evolutionarily the organisms and characterize possible
divergence mechanisms origin. This will contribute in disease control and prevention of new
races sprout. The objective of this work was to study the variation of the ITSs rDNA among
apple tree pathogenic isolates of Colletotrichum spp. from apple, citrus and feijoa. All isolates
were first cultivated on PDA, for one week at 24°C. In the PCR amplification of the rDNA
was used initiators ITS1 and ITS4. The amplified fragment was digested with restriction
enzymes (Rsa I, Alu I, Hinf I, Hpa II, Hha I, Xho I, Acc I, Eco RI and Taq I). The revelation
was in 2% agarose gel. It was obtained a great variation with products of the cleaved PCR
products, from 90 to 500 pb. The amplified fragment was purified (QIAquick Gel Extraction
Kit 250 - Unisciense of Brazil) and the fragment (ITS of the rDNA) was sequenced for all
isolates. The sequences were aligned with the ClustalW software and the phylogenetic tree
was constructed in the Mega 3.1 software. The products obtained in the PCR amplification of
the rtDNA region (ITS1-5,8S-ITS2), with the initiators pair ITS1 and ITS4 revealed a
fragment with approximately 600 pb, for all the isolated analyzed. Through the analysis for
the ARDRA was possible to separate isolates groups in haplotypes, which was efficient for
the correlation between haplotypes and hosts, containing in a same haplotypes of the same
host. It was possible to group the isolates of Colletotrichum in species, using the phylogenetic
tree, independent of his host. All of the obtained sequences presented more than 93% of
similarity, fact that reinforces the hypothesis that the Colletotrichum spp., causal agent of
ALS, is nearly related with citrus and feijoa Colletotrichum.

Key words: apple, Colletotrichum spp., phylogeny, ITS, rDNA
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1 INTRODUCAO

A macieira (Malus x domestica Borkh.) destaca-se no cenario nacional pela quantidade
de maga produzida, chegando na safra 2003/2004 a produzir quase um milhdo de toneladas da
fruta (IBGE, 2005). A expansdo do cultivo no Sul do Brasil deve-se aos constantes
investimentos em pesquisa cientifica e tecnologica, tanto por parte de institui¢des publicas
quanto privadas. Muitos fatores limitantes atuam na redugdo da expansdo da cultura, entre
eles, a incidéncia de doencas. A Mancha Foliar da Gala (MFG), cujo agente causal ¢ o fungo
do género Colletotrichum, pode ocasionar até 75% de desfolhamento na planta, reduzindo
drasticamente a producao de frutos (BONETTI et al., 1998). Este fitopatogeno pode causar
também prejuizos em varias outras culturas, tais como citros, goiabeira, mangueira,
morangueiro, feijoeiro, tomateiro, entre outras (FREEMAN et al., 1999). A origem e
disseminagdo da MFG ainda ndo estdo bem esclarecidas (KATSURAYAMA, 2001). Ha
relatos de que esta doenga tenha chegado as macieiras cultivadas em Sao Paulo e Parana, a
partir das culturas tropicais ou subtropicais como o citros, pois algumas espécies de
Colletotrichum, devido a grande variabilidade deste fungo, podem estabelecer relagdes
parasiticas com varios hospedeiros (FREEMAN, et al., 1999 ¢ KATSURAYAMA, et al.,
2001). Esta doenga foi detectada concomitantemente com a implantagao de alguns pomares de
maca em regides mais quentes, como os Estados do Parana, e Sdo Paulo, em substituicdo a
pomares de citros (Citrus sinensis L.) ou em locais proximos a pomares de citros, os quais ja
apresentavam problemas com o género Colletotrichum. Outro fator importante sdo os
pomares de macieira implantados em regides proxima a mata nativa, onde o género
Colletotrichum tem também causado problemas em goiaba serrana (Feijoa sellowiana),
espécie nativa da regido Sul do Brasil.

Em razdo da grande variabilidade genética existente entre os isolados associados a esta
doenga, caracteristicas morfoldgicas (PERES et al., 2003 ¢ HAMADA, 2005) sdo utilizadas
para descrever o agente causal, porém com a possibilidade do surgimento de novas racas na
populacao do patdgeno, ¢ necessario um estudo que permita o esclarecimento da origem da

MFG, de forma mais eficiente e precisa. Marcadores moleculares de DNA tém auxiliado
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nestes estudos (HAMADA, 2005). O estudo do rDNA (DNA ribossomal), onde sao
encontradas regides conservadas do genoma, como os ITSs, proporcionam estudos para a
analise filogenética das espécies, permitindo assim, a separagdo dos isolados em espécies
distintas e conseqlientemente, diferenciagdo dos isolados dentro de cada espécie (FREEMAN,
et al.,, 1999). A constru¢do de uma arvore filogenética indica a historia evolutiva de um
organismo, indicando as relagdes de ancestralidade supostas para um conjunto de espécies
(NAHUM, 2001). Assim, ¢ possivel conhecer as relagdes filogenéticas existentes entre
individuos da mesma espécie obtidos de diferentes hospedeiros, a fim de melhorar as
condi¢des de manejo das culturas, buscando alternativas mais eficazes para o controle dos
patdgenos.

Este trabalho objetivou investigar a relacdo filogenética entre isolados do género
Colletotrichum spp., agente causal da MFG em macieira, da podriddo floral e antracnose dos

citros e da antracnose em goiaba serrana, na regido Sul do Brasil.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A CULTURA DA MACIEIRA

A magd ¢ a fruta de clima temperada de maior dispersdo e a mais consumida e
comercializada como fruta fresca em todo o mundo, sendo a quarta fruta de maior produgao
no mundo, perdendo somente para citros, uva e banana (HAUAGGE e BRUCKNER, 2002).
Pertencente a familia Rosaceae tem suas origens nas montanhas do Caucaso, Oriente Médio e
Leste Asiético. Ja bastante cultivada na Asia ¢ Europa desde os tempos mais antigos, hoje é
cultivada em varias regidoes do mundo, desde a Sibéria até as regides altas nos tropicos
(BLEICHER, 2006).

O cultivo da macieira ¢ recente no Brasil e se estabeleceu por meio de grandes
empresas atraidas por incentivos de politicas publicas, as quais instalaram pomares e
montaram toda a infra-estrutura de camaras frigorificas, transporte a frio e estrutura de
comercializacio (HAMADA, 2005). A cadeia produtiva da mag¢a tem, hoje, uma caracteristica
propria, pois o pais passou da posicdo de importador a condi¢do de exportador. Em 1975, a
area plantada com a macieira no Brasil era de 3.150 ha (MELLO, 2004). A partir desta data a
quantidade produzida evoluiu de 1.528 toneladas a 973.300 toneladas na safra 2003/2004,
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onde Santa Catarina contribuiu com 583.205 toneladas, correspondendo a 52% da produ¢do
nacional (VIEIRA, 2005). As empresas nacionais lideres no setor contam com 78% na
producdo das variedades Gala, Fuji e variedades oriundas de suas mutagdes (Royal Gala,
Imperial Gala, Galaxy, Fuji Suprema), as quais sdo produtos de classe internacional com
permanente atualizagdo tecnologica e de controle ambiental (ABPM, 2005).

A cultivar Gala corresponde a 55% da area plantada no Estado de Santa Catarina, sendo
responsavel por 95% da exportacio. E a cultivar mais precoce dentre as plantadas no Sul do
Brasil, assim, geralmente alcanga bom preco no mercado, exercendo importante papel
econdmico. Entretanto, por ser altamente suscetivel a Mancha Foliar da Gala, sério problema
fitossanitario no Sul do Brasil (CAMILO et al., 2002), had importancia de um estudo mais
detalhado, a fim de melhorar as condi¢cdes de manejo da cultura da macieira, buscando
alternativas mais eficazes para o controle deste patdgeno, ou ainda, obter clones desta cultivar

que sejam resistentes a doenca.

2.2 AMANCHA FOLIAR DA GALA

A Mancha Foliar da Gala (MFG) ¢ uma das doengas mais importantes no Sul do
Brasil, principalmente em altitude inferior a 1.200m (KATSURAYAMA et al., 2000).
Relatada pela primeira vez em 1983 (LEITE et al., 1988), no Parand, vem causando severo
desfolhamento das plantas da cultivar Gala. Mais tarde, esta doenca disseminou-se pelos
pomares de Fraiburgo, SC (ciclo 1989/90) e Vacaria, RS. Na cidade de Sao Joaquim, SC, a
MFG se estabeleceu em 1993, na Comunidade de Luizinho (£1.000 m de altitude), porém, a
doenga s6 se manifestou na regido mais alta de Sao Joaquim (1.300 a 1.400 m), no ciclo
1997/98, apds longo periodo de chuvas abundantes e temperaturas altas provocadas pelo El
Nifio, demonstrando, claramente, a influéncia do ambiente na epidemiologia desta doenga
(KATSURAYAMA et al., 1999).

A MFG ¢ causada por fungos de género Colletotrichum, principalmente C.
gloeosporioides (Penz.) Penz., forma imperfeita de Glomerella cingulata (Stonem) Spauling
& Von Schreenk (SANHUEZA et al., 1998). De acordo com sua morfologia e caracteristicas
culturais, os isolados obtidos a partir de lesdes em folha e fruto podem ser divididos em trés
grupos (BONETTI et al., 1999). No género Colletotrichum existe uma grande varia¢do quanto
a morfologia, hospedeiro, patogenicidade e fisiologia, o que torna dificil o estudo da sua

taxonomia (BROOKER et al., 1991).
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Esta doenga manifesta-se a partir da primavera-verao e reduz a produgao de frutos
quantitativa e qualitativamente (BONETTI et al., 1999). Os danos mais comuns observados
sdo a desfolha da planta (50 a 75%) e a forma¢do de cancros em mais de 50% dos frutos
(CEREZINE et al., 1992). Tradicionalmente, a doenca ocorria nas regides mais quentes, com
altitudes de até 1000 m (BERGAMIN et al., 1995). A disseminacdo deste patdégeno ¢
eficiente, sendo os conidios o principal inéculo da doenga. Nos pomares novos, a
disseminagdo ocorre através de mudas infectadas, no entanto nos pomares em produgdo, a
disseminagdo se da através de ‘bins’ contaminados, que contém folhas e ramos infectados.
Esta hipotese ¢ reforgcada pelo fato, que o primeiro ‘foco’ da doenga surgiu proximo aos patios
de manobra de veiculos, ou nas plantas localizadas junto as rodovias (KATSURAYAMA et
al, 2001). Uma vez o patdgeno esteja estabelecido na planta, este se dissemina por meio dos
esporos levados pelo respingo ou escorrimento d’4agua da chuva.

O controle da MFG tem sido realizado com a aplicacdo dos fungicidas Mancozeb e
Dithianon. Em anos de verdo quente e chuvoso, requer até 20 aplicacdes destes fungicidas,
aliado a doses altas, que sdo efetuadas de novembro até apos a colheita, resultando em maior
risco de contaminagdo da fruta. Por outro lado, as normas de Produ¢ao Integrada de maca no
Brasil, limitam o uso de fungicidas em até cinco aplicagdes anuais, podendo em casos
excepcionais, atingir oito aplica¢des, com periodo de caréncia de 21 dias. Considerando-se
que o periodo que antecede a colheita ¢ o mais critico em relagdo ao ataque da doenca, pode-
se afirmar que os tratamentos utilizados atualmente ndo sdo eficazes devido as restricdes
quanto ao periodo de caréncia dos fungicidas (SANHUEZA et al., 2002).

O aumento no uso de fungicidas para o controle da sarna da macieira (Venturia
inaequalis (Cooke) Wint), tem reduzido a aplicacdo dos fungicidas protetores utilizados para
o controle da MFG, facilitando a ocorréncia da doenca (HAUAGGE e BRUCKNER, 2002).
Diante deste fato, € necessaria a obtencao de cultivares resistentes a Mancha Foliar da Gala e
o manejo adequado de pomares. As praticas de controle mais importantes estdo relacionadas
com o manejo das plantas (poda e condu¢do) e o constante monitoramento dos pomares,
visando reduzir as fontes de indculo para que, na primavera seguinte, haja a menor quantidade

possivel da doenga.
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2.3 O GENERO Colletotrichum spp.

O género Colletotrichum engloba diversas espécies de fungos imperfeitos pertencentes
a ordem Melanconiales da classe Coelomycetes, incluindo saprofitas e fitopatdgenos, os quais
apresentam uma associacdo teleomorfica com estirpes homotalicas ou heterotalicas de
ascomicetos do género Glomerella (LOPES, 2001). O patdégeno ocorre em diferentes
hospedeiros, desde culturas agricolas e plantas medicinais, aos arbustos e arvores silvestres,
causando lesdes como podridoes de colmo, caules e frutos, seca de ponteiros, manchas
foliares, infecgdes latentes e antracnoses (LOPES, 2001).

O género Colletotrichum produz acérvulos em forma de disco achatado,
subepidérmico, dispostos em circulos, com espinhos ou setas, conidiéforo simples e alongado,
conidios hialinos unicelulares que podem ser ovalados ou oblongos. Na fase perfeita
(teleomorfa) sdo denominados como sendo do género Glomerella (BARNETT et al., 1998).
Os conidios sao liberados dos acérvulos através de uma massa viscosa gelatinosa constituida
de polissacarideos e proteinas soliveis em 4dgua. Essa matriz protege os conidios da
dissecacdo e aumenta a eficiéncia de germinagdo e penetracdo no tecido hospedeiro
(MENEZES, 2002).

A forma e tamanho dos conidios de Colletotrichum podem variar entre as espécies.
Conidios de C. gloeosporioides, por exemplo, sdo uninucleados, apresentam um comprimento
de 12-19 um e uma largura de 1-6 um, sdo arredondados nas extremidades e levemente
curvos. Os ascosporos sdo unicelulares e curvados, medindo 12-24 x 4-6 um (RIBEIRO,
1997). A germinagdo dos conidios ocorre somente na presenca de agua livre ou em elevada
umidade relativa do ar (100% URA). No processo de infecgdo, o apressorio adere a superficie
do hospedeiro por meio de uma mucilagem hemiceluldsica, emitindo hifas de penetragdo e
colonizacdo do tecido. Além das propriedades de sobrevivéncia, adesdo e infeccdo do
hospedeiro, os apressorios podem germinar dando origem a outros apressérios em cadeia
(MENEZES, 2002). Os conidios sao disseminados na planta pela agua da chuva e produzidos
durante todo o ano. O micélio pode permanecer viavel por longo periodo em sementes
infectadas, em restos de cultura, ou ainda como infecgdes latentes, ndo mostrando as plantas
sintomas das doencas (RIBEIRO, 1997).

As espécies de Colletotrichum apresentam uma ampla distribuigdo geografica,
geralmente ocorrendo em ambientes Umidos e quentes dos tropicos. Os prejuizos causados

por este patogeno, principalmente em paises de clima tropical, resultam tanto na reducdo
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direta da quantidade e da qualidade dos produtos, bem como no aumento dos custos de
producao e de pds-colheita (LOPES, 2001). Devido a versatilidade epidemiologica causada
pelo Colletotrichum, especialmente em culturas perenes, ¢ a deficiéncia existente no controle
deste patdgeno, se requer mais pesquisas para que sejam adotadas outras praticas que visam o

melhor controle das doencgas causadas pelos fungos deste género (LOPES, 2001).

2.4 VARIABILIDADE GENETICA POR SEQUENCIAMENTO DO DNA RIBOSSOMAL
E ARDRA

Os acidos ribonucléicos ribossomais (rRNA) sdo considerados os biopolimeros mais
adequados para os estudos de diversidade genética, seus genes, os rDNAs, sdo universalmente
distribuidos entre os grupos de seres vivos, sendo a molécula com maior grau de conservagao
existente (JUNIOR et al., 2002). O rDNA proporciona meios para a analise filogenética, de
acordo com os niveis taxondmicos das espécies, permitindo assim a separagdo dos isolados
em espécies distintas e, conseqiientemente, diferenciacdo dos isolados dentro de cada espécie
(FUNGARO, 2000). A unidade de DNA ribossomal consiste de uma série repetitiva em
tandem, de trés regides génicas (18S, 5,8S e 28S) e duas regides espagadoras (ITS). Os ITS1 e
ITS2 sdao encontrados entre as subunidades pequena (18S) e grande (28S) do ribossomo, onde
ocorre variabilidade a um nivel intra-especifica e a 5,8S que se encontra entre o ITS1 e o ITS2

(HSIANG e WU, 2000 e FREEMAN et al, 2001) (Figura 1).

ITSL —> !
—
Gene ITS1 Gene ITS2 Gene
18S 5,85 28S
B

1«— |TS4
1

Figura 1. Estrutura do cluster génico que codifica 0 RNA ribossdmico. As setas indicam as

regides flanqueadas pelos iniciadores ITS1 e ITS4. (Fonte: White et al., 1990-modificado)

Atualmente a regido ITS tem sido muito utilizada para fins de filogenia, por ser,
muitas vezes, uma regido especifica para cada espécie e com baixas variagdes dentro do
género (COOKE et al., 2000) e na detec¢do e identificacdo de novas espécies de fungos
(PAUL, 2001). Para a analise de diversidade genética e filogenia ¢ apropriado o uso de genes

do rDNA, os quais normalmente sdo encontrados em multiplas copias, com regides altamente



19

conservadas e unidas por regides que podem ser altamente variaveis. As regides ITS
conservada carreiam informacdes sobre a filogenia e o nivel taxonomico.

As regides ITS de diversos organismos ja forma seqiienciadas (TORRES et al., 1990 e
NAVAIJAS et al., 1999) e vem sendo utilizadas para fazer a distin¢do entre isolados de C.
acutatum, C. gloeosporioides, C. graminicola, C. cocodes, C. fragarie, C. kahawae, C.
lindemuthianum, C. orbiculare entre outros (BROWN et al., 1996; CORREL, et al., 1993,
FREEMAN et al., 1993; SHERRIFF et al., 1994). As regides ITS sdo relativamente curtas
(500-800 pb) e aparecem em grande numero de copias no genoma. Em conseqiiéncia disto, €
grande o nimero de seqiiéncias ITS de diferentes fungos que estdo disponiveis nos bancos de
dados de seqiiéncias de nucleotideos (MARTINS, 2005). Os programas computacionais que
permitem a comparagdo destas seqiiéncias auxiliam nos estudos filogenéticos, permitindo que
seja possivel a reconstru¢do da histéria evolutiva de um organismo.

Outra metodologia utilizada no estudo da diversidade genética de fungos ¢ a técnica
ARDRA (“Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis™), que consiste na amplificagdo e
posterior clivagem do rDNA com o uso de enzimas de restricdo. Cada enzima possui um
padrao especifico de corte da molécula de DNA, o que resulta em uma série de fragmentos
genodmicos que podem ser isolados, clonados e seqiienciados (CANDEIAS, 1991). O uso de
enzimas de restri¢ao ¢ indicado para estudos de diversidade com fins taxonomicos, devido a
especificidade destas enzimas de restricdo em clivar o DNA de qualquer organismo
(STRALIOTTO e RUMIJANEK, 1999). As endonucleases de restricdo geram alto
polimorfismo da regido possibilitando assim utilizar estas regides espagadoras como
marcadores moleculares em estudos de discriminacdo de diferentes espécies de fungos
(DESTEFANO, 2003).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR — “Polymerase Chain Reaction™) e o
seqiienciamento direto tornaram possivel a comparacdo de ITS de muitos isolados, bem mais
do que pela clonagem tradicional (WHITE et al., 1990), permitindo assim estimar as relagdes
de ancestralidade entre organismos. Desta forma o estudo filogenético permite a
caracterizagdo dos possiveis mecanismos de divergéncia evolutiva, bem como a origem do
patogeno, contribuindo para a adogao de medidas de controle e prevencao no que se refere ao

surgimento de novas ragas do patdgeno.
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Foram utilizados 39 isolados de Colletotrichum provenientes de folhas de macieira e

obtidos da micoteca da Estacdo Experimental da Epagri de Sao Joaquim-SC, dois isolados

provenientes de folhas de laranja doce e lima acida, pertencentes a Fundecitros-SP e 10

isolados provenientes de frutos de goiaba serrana (Tabela 1).

Os isolados foram cultivados em meio de cultura BDA (Batata Agar Dextrose, Anexo

1.1) e mantidos em cAmara BOD a temperatura de 25°C + 1°C por sete dias.

TABELA 1. Acesso, hospedeiro, espécie e procedéncia dos isolados de Colletotrichum spp.

Acesso Hospedeiro Espécie Procedéncia
M1 Macieira C. acutatum Cacador/ SC
M2 Macieira C. acutatum Cagador/ SC
M3 Macieira C. gloeosporioides Cagador/ SC
M4 Macieira C. gloeosporioides Vacaria/ RS
M5 Macieira C. gloeosporioides Vacaria/ RS
Mo Macieira C. gloeosporioides Frei Rogério/ SC
M7 Macieira C. gloeosporioides Frei Rogério/ SC
M8 Macieira C. gloeosporioides Frei Rogério/ SC
M9 Macieira C. gloeosporioides Frei Rogério/ SC
MI10 Macieira C. gloeosporioides Curitibanos/ SC
Ml11 Macieira C. gloeosporioides Sédo Joaquim/ SC
M12 Macieira C. gloeosporioides Sao Joaquim/ SC
M13 Macieira C. gloeosporioides Sdo Joaquim/ SC
M14 Macieira C. gloeosporioides Palmas/ PR
M15 Macieira C. gloeosporioides Fraiburgo/ SC
M16 Macieira C. gloeosporioides Fraiburgo/ SC
M17 Macieira C. gloeosporioides Campo Tenente/ PR
M18 Macieira C. gloeosporioides Campo Tenente/ PR
M19 Macieira C. gloeosporioides Campo Tenente/ PR
M20 Macieira C. gloeosporioides Campo Tenente/ PR
M21 Macieira C. gloeosporioides Campo Tenente/ PR
M22 Macieira C. gloeosporioides Palmeira/ PR
M24 Macieira C. gloeosporioides Palmeira/ PR
M25 Macieira C. gloeosporioides Palmeira/ PR
M26 Macieira C. gloeosporioides Palmeira/ PR
M27 Macieira C. gloeosporioides Palmeira/ PR
M28 Macieira C. gloeosporioides Palmeira/ PR
M29 Macieira C. gloeosporioides Palmeira/ PR
M30 Macieira C. gloeosporioides Palmeira/ PR
M31 Macieira C. acutatum Fraiburgo/ SC
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Acesso Hospedeiro Espécie Procedéncia
M32 Macieira C. acutatum Fraiburgo/ SC
M33 Macieira C. acutatum Fraiburgo/SC
M34 Macieira C. acutatum Fraiburgo/ SC
M35 Macieira C. acutatum Palmas/ PR
M36 Macieira C. acutatum Palmas/ PR
M37 Macieira C. acutatum Palmas/ PR
M38 Macieira C. acutatum Sao Joaquim/ SC
M39 Macieira C. acutatum Sao Joaquim/ SC
M40 Macieira C. acutatum Sao Joaquim/ SC

Gl Goiaba Serrana Colletotrichum sp. Sdo Joaquim/ SC
G2 Goiaba Serrana Colletotrichum sp. Sao Joaquim/ SC
G3 Goiaba Serrana Colletotrichum sp. Nova Prata/ RS

G4 Goiaba Serrana Colletotrichum sp. Lages/ SC

G5 Goiaba Serrana Colletotrichum sp. Lages/ SC

G6 Goiaba Serrana Colletotrichum sp. Sao Joaquim/ SC
G7 Goiaba Serrana Colletotrichum sp. Vacaria/ RS

G8 Goiaba Serrana Colletotrichum sp. Lages/ SC

G9 Goiaba Serrana Colletotrichum sp. Anita Garibaldi/ SC
G10 Goiaba Serrana Colletotrichum sp. Anita Garibaldi/ SC
Cl Citros C. gloeosporioides Pardinho/ SP

C2 Citros C. acutatum Cordeir6polis/ SP

3.2 OBTENCAO DO MICELIO UTILIZADO PARA A EXTRACAO DO DNA

Os 51 isolados foram cultivados em meio liquido de Batata Sacarose (BS, Anexo 1.2),
mantidos sob agitagdo constante de 75 rpm, no escuro a temperatura de 25°C por sete dias.
Ap0s este periodo, a massa micelial de cada isolado foi filtrada em papel filtro com auxilio de
bomba a vacuo, lavados com dgua ultra pura e liofilizado por 24 horas. O micélio de todos os
isolados foi armazenado em micro tubos de 2 mL e mantidos a temperatura de 4°C para a

extracao do DNA.

3.3 EXTRACAO E QUANTIFICACAO DO DNA

A extracio do DNA dos isolados foi realizada de acordo com SCHAFER e
WOSTEMEYER (1992) modificado por JUNGHANS et al. (1998), no Laboratério de
Andlises Genéticas do Instituto de Melhoramento e Genética Molecular da UDESC Lages
(IMEGEM UDESC). Em almofariz, 0,5 g de micélio liofilizado de cada isolado foi macerado

em nitrogénio liquido e transferido para micro tubo de 1,5 mL que recebeu 500 uL do tampao
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de lise (Tris-HCI 50mM pH 7,2; EDTA 50mM pH 8,0; SDS 3%; B-Mercaptoetanol 1%;
Anexo 2.6). Apds a homogeneizagio, os tubos foram incubados a 65°C em banho-maria por 1
hora e apo6s, foi adicionando 500 uL de fenol:cloroférmio (1:1), misturando suavemente as
fases e centrifugando as amostras a 12.000 g por 10 minutos. A fase aquosa foi transferida
para um novo tubo adicionando-se 500 UL de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) e
homogeneizada e centrifugada na mesma condigdo anterior. O sobrenadante foi retirado e
transferido para novo tubo, adicionando-se 500 UL de isopropanol, homogeneizado e mantido
por uma hora a -20°C. Apds a precipitagdo do DNA, procedeu-se uma centrifugagéo a 12.000
g por 20 minutos. O sobrenadante foi totalmente descartado ¢ o DNA lavado com 100 uL de
etanol 70% e centrifugado a 12.000 g por 5 minutos. O etanol foi descartado e as amostras
foram mantidas invertidas na bancada por 20 minutos para secagem do DNA. O DNA foi
ressuspendido com 100 uL de agua ultrapura. Foram adicionados 4 uL. de RNAse (10 mg.mL"
" em cada amostra e incubado por 30 minutos a 37°C ¢ armazenados a -20°C.

A estimativa da concentragdo do DNA extraido foi realizada em géis de agarose 0,8%
(Anexo 3.1) contendo 0,5 ug.mL™" de brometo de etideo, utilizando-se como padrio o DNA

Fago Lambda, nas concentracgdes de 20, 50, 100 e 200 ng.uL'l.

3.4 LIMPEZA E DILUICAO DO DNA EXTRAIDO

A 50 uL de cada DNA extraido foram adicionados 500 uL de TE (Tris-HCI 50mM pH
7,2; EDTA 50mM pH 8,0; Anexo 2.6) e 500 uL fenol:cloroférmio:alcool isoamilico
(25:24:1). As amostras foram homogeneizadas por 3 minutos e centrifugadas a 12.000 g por
20 minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo, adicionado 50 uL de NaCl 5SM
e homogeneizado por 5 minutos. E apds foi acrescentado 1 mL de etanol absoluto gelado e
deixado no freezer a -20°C durante a noite. As amostras foram novamente centrifugadas a
12.000 g por 20 minutos, descartado o sobrenadante e o precipitado lavado com 1 mL de
etanol 70% que foi descartado e as amostras invertidas na bancada por 20 minutos para
secagem dos DNAs. As amostras dos DNAs foram ressuspendidas em 100 uL de agua
ultrapura. Para a utilizagdo dos DNAs, nas reagdes de PCR, as amostras foram diluidas com

agua ultrapura para uma concentracdo final de 20 ng.uL" ¢ armazenados a - 20°C.
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3.5 AMPLIFICACAO DA REGIAO ITS DO rDNA

As regides ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA foram amplificadas utilizando os iniciadores
ITS1 (5TCCGTAGGTGAACCTGCGG3’) e ITS4 (STCCTCCGCTTATTGATATGC3’)
(Invitrogen) (WHITE et al., 1990). As amplifica¢des foram realizadas em um Termociclador
Hybaid PCR Express ¢ GeneAmp" PCR System 9700, programado para realizar uma
desnaturagdo inicial de 4 minutos a 94°C, seguido de 30 ciclos, sendo que cada ciclo consiste
de uma etapa de desnaturagio (30 segundos a 94°C), uma etapa de anelamento (60 segundos a
55°C) e uma etapa de extensdo (90 segundos a 72°C) e por fim uma extensio final a 72°C por
10 minutos.

Para a amplificagdo das amostras foram utilizados os componentes conforme estdo
descritos na Tabela 2. Apos a amplificagdo, 4 UL da reacdo de PCR, mais 4 uL de tampao de
corrida, foram avaliados por eletroforese em gel de agarose 2% (Anexo 3.1), em tampao TBE
1X (Tris — HCI 0,89M; Acido Boérico 0,89M; EDTA 0,02M), juntamente com um padrao de
peso molecular de 100 pb (pares de base). Apds a corrida, o gel foi visualizado em luz

ultravioleta e fotografado.

TABELA 2. Componentes da reagdo de amplificacio do DNA dos  isolados de
Colletotrichum spp. e respectivas concentragdes utilizadas em reagao de ITS.

Componentes Concentracéao Volu~me na Concentra(;é_lo/Quantidade

Estoque Reacéo (uL) Final

H,0O Ultra Pura — 28,25 —

Tampao 10X 5,0 IX

dNTPs 25 mM 0,5 0,25 mM

Iniciador ITS1 10 uM 5,0 1,0 uM

Iniciador ITS4 10 uM 5,0 1,0 uM

MgCl, 50 mM 3,0 3 mM

Tag polimerase 5 UL 0,25 1,25U

DNA 20 ng/uLL 3,0 60 ng

TOTAL — 50 uL —
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3.6 ANALISE DE RESTRICAO DO PRODUTO DE AMPLIFICACAO DO rDNA
(ARDRA)

Ap6s a amplificacdo do fragmento da regido ITS dos rDNAs, descrito no item 2.5,
estes foram submetidos a analise de restri¢ao pela técnica de ARDRA (Amplified Ribosomal
DNA Restriction Analysis). Os produtos de PCR (5 uL) foram digeridos com as endonucleases
de restricdo Rsa I, Alu I, Hinf I, Hpa II, Hha I, Xho I, Acc I, Eco RI e Taq I (Invitrogen),
seguindo as recomendagdes do fabricante e incubados a noite.

O perfil de restricao foi visualizado em gel de agarose 2% (Anexo 3.1), utilizando-se
nas linhas de extremidade dos géis um marcador de fragmentos de tamanho de DNA Ladder
(Invitrogen) com 100 pb e uma amostra do fragmento amplificado ndo digerido, como
padrdes. Apds a corrida, o gel foi visualizado sob luz ultravioleta e fotografado. Para algumas
enzimas foi necessario utilizar gel de poliacrilamida 6% (Anexo 3.2), para separar fragmentos
com tamanhos muito similares. Apds foi realizada a anélise dos géis para o agrupamento das

amostras em hapldtipos (Anexo 7).

3.7 PURIFICACAO DOS FRAGMENTOS AMPLIFICADOS

Os produtos de amplificagdo correspondentes a regido ITS do rDNA de todos os
isolados de Colletotrichum spp. foram purificados utilizando-se o QIAquick Gel Extraction
Kit (Qiagen, Hilden, Germany), de acordo com as recomendagdes do fabricante, para

posterior seqiienciamento.

3.8 SEQUENCIAMENTO DA REGIAO ITS DO rDNA

Para o seqiienciamento da regido ITS do rDNA foi utilizado o kit ABI PRISM Big
Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction v3.1 (Applied Biosystems). Foram feitas 2
reagdes, uma utilizando o iniciador ITS1 e outra o iniciador ITS4 para seqiienciamento da fita
complementar.

O volume total da reagcdo por amostra foi de 10 uL, contendo 5 uL do fragmento DNA
purificado, 2 uL de Big Dye v3.1, 2 uL de Tampao de diluicdo 5X e 1 uL de um dos
iniciadores (ITS1 e ITS4 - 10 uM). A reacdo foi incubada em termociclador PTC-200TM (MJ
Research, Watertown, MA, USA), utilizando o programa de 20 segundos a 96°C para
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desnaturagdo do DNA, 15 segundos a 50°C para anelamento dos iniciadores € 4 minutos a
60°C para extensao da fita de DNA, sendo repetido por 30 vezes. Para precipitar e limpar os
nucleotideos marcados com fluorescéncia, que ndo foram incorporados na reacdo, foi
utilizado 40 uL de isopropanol 75% (Merck) e incubado por 20 minutos em temperatura
ambiente, no escuro e centrifugado por 45 minutos a 1.900 g. O isopropanol foi descartado e
100 uL de etanol 70% (Merck) foi adicionado. Procedeu-se a centrifugacdo por 10 minutos a
1.900 g e todo o liquido foi removido. Depois de secas, as amostras receberam 10 uL de
formamida e as amostras foram desnaturadas por 5 minutos a 95°C. As reagdes foram
processadas no seqiienciador automatico de DNA ABI PRISM 3100 Genetic Analyser
(Applied Biosystems — Hitachi).

3.9 ANALISE FILOGENETICA

Na analise filogenética foram utilizadas seqiiéncias dos isolados de Colletotrichum
(Tabela 1) e seqiiéncias obtidas no GenBank. As seqiiéncias obtidas através do
seqiienciamento foram editadas pelo software SeqScape 2.5 da Applied Biosystems e
utilizadas para busca de seqiiéncias similares usando o software Blast, do NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) (Anexo 5). Apdés o alinhamento pelo software ClustalW

(http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) (Anexo 4) as seqiliéncias foram processadas no Software

Mega 3.1 (Anexo 6), para construcdo da arvore filogenética dos isolados de Colletotrichum
spp. Foi utilizado o método de TAMURA-NEI (1993) para a construgdo da matriz de
distancias, e o método de Neighbor-Joining (SAITOU e NEI, 1987) para a construgdo da

arvore com um “bootstrap” de 10.000 replicacdes.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os produtos de PCR obtidos na amplificacdo da regido ITS1-5,8S-ITS2 do DNA
ribossomal de todos os isolados de Colletotrichum spp., apresentaram aproximadamente 600
pares de base (pb) (Figura 2) e corroboram com os dados obtidos por BUDDIE (1999),
FREEMAN et al. (2001) ¢ CULEBRAS et al. (2003) com isolados de Colletotrichum de
macieira, abacateiro, pessegueiro € morangueiro.

Apds a digestdo com as endonucleases de restricdo, obteve-se uma variagdo de

fragmentos de 90 a 500 pb, com as enzimas Rsa I, Alu I, Hinf I, Hpa II, Hha I, Xho I, Acc I,
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Eco Rl e Taq I (Figura 3). Nas Tabelas 3 e 4 podem ser observados os fragmentos com mais
de 90 pb resultantes da digestdo com as enzimas de restricdo. A enzima Xho I ndo clivou

nenhuma das amostras.

M MIM2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10 M11M12 M13M14M15 M16M17 M18 M19M20 M21M22M24 M25M26M27 M28M29M30 M31M32 M33 M34M35M36 M M37 M38M39M40 G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 G9 G10 C1 C2 C3 — CN

—--——-—---qc.--.-'

e peaTaespeee- -—--'-'-p--..--m-“

Figura 2. Produto do PCR resultante da utilizacdo dos iniciadores ITS1 e ITS4, em gel de
agarose 2%, mostrando fragmentos (aproximadamente 600 pb) obtidos dos isolados
de Colletotrichum de maga, goiaba serrana e citros (M — ladder 100 pb, CN —

controle negativo, demais niameros se referem aos isolados).

TABELA 3. Fragmentos de restricdo da regido ITS do rDNA amplificado dos isolados de
Colletotrichum de maga, goiaba serrana e citros, gerados pelas enzimas de
restricdo Rsa I, Alu I, Hha I, Eco RI (NC — nao clivou), em pares de base (pb).

Rsa | Alu | Hha | Eco RI
--- pb --- --pb--- pb ----- --- pb ---
M1 NC NC 270 185 125 320 290
M2 NC NC 270 185 125 320 290
M3 390 190 365 175 270 185 145 290 330
M4 390 190 365 175 270 185 145 290 330
M5 390 190 365 175 270 185 145 290 330
M6 390 190 365 175 270 185 145 290 330
M7 NC 385 200 270 185 155 320 300
M8 390 190 365 175 270 185 145 290 330
M9 390 190 365 175 270 185 145 290 330
M10 390 190 365 175 270 185 145 290 330
M1l 390 190 365 175 270 185 145 290 330
M12 390 190 365 175 270 185 145 290 330
M13 390 190 365 175 270 185 145 290 330
M14 390 190 365 175 270 185 145 290 330
M15 390 190 365 175 270 185 145 290 330

M16 390 190 365 175 270 185 145 290 330
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Rsa | Alu | Hha | Eco RI
--- pb --- --pb-- pb ----- --- pb ---
M17 390 190 365 175 270 185 145 290 330
M18 390 190 365 175 270 185 145 290 330
M19 390 190 365 175 270 185 145 290 330
M20 390 190 365 175 270 185 145 290 330
M21 390 190 365 175 270 185 145 290 330
M22 390 190 365 175 270 185 145 290 330
M24 390 190 365 175 270 185 145 290 330
M25 390 190 365 175 270 185 145 290 330
M26 390 190 365 175 270 185 145 290 330
M27 390 190 365 175 270 185 145 290 330
M28 390 190 365 175 270 185 145 290 330
M29 390 190 365 175 270 185 145 290 330
M30 390 190 365 175 270 185 145 290 330
M31 NC NC 270 185 125 320 290
M32 NC NC 270 185 125 320 290
M33 NC NC 270 185 125 320 290
M34 NC NC 270 185 125 320 290
M35 NC NC 270 185 125 320 290
M36 NC NC 270 185 125 320 290
M37 NC NC 270 185 125 320 290
M38 NC NC 270 185 145 320 290
M39 NC NC 270 185 145 320 290
M40 NC NC 270 185 145 320 290
G1 380 180 365 175 270 185 145 290 330
G2 380 180 365 175 270 185 145 290 330
G3 380 180 365 175 270 185 145 290 330
G4 380 180 365 175 270 185 145 290 330
G5 380 180 365 175 270 185 145 290 330
G6 380 180 365 175 270 185 145 290 330
G7 380 180 365 175 270 185 145 290 330
G8 380 180 365 175 270 185 145 290 330
G9 380 180 365 175 270 185 145 290 330
G10 380 180 365 175 270 185 145 290 330
C1 380 180 360 195 270 185 145 290 330
C2 500 NC 185 280 135 315 295
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TABELA 4. Fragmentos de restricao da regido ITS do rDNA amplificado dos isolados de
Colletotrichum de maga, goiaba serrana e citros, gerados pelas enzimas de
restri¢ao Hinf'I, Acc I, Taq I, Hpa II (NC — n&o clivou), em pares de base (pb).

Hinf I Acc | Taq | Hpa Il
----- pb ----- --- pb --- --- pb --- ----- pb -----
M1 300 185 90 NC 250 250 280 145 125
M2 300 185 90 NC 250 250 280 145 125
M3 90 295 190 NC 250 240 125 280 120
M4 90 295 190 NC 250 240 125 280 120
M5 90 295 190 NC 250 240 125 280 120
M6 90 295 190 NC 250 240 125 280 120
M7 90 315 190 400 160 255 135 120 290 130
M8 90 295 190 NC 250 240 125 280 120
M9 90 295 190 NC 250 240 125 280 120
M10 90 295 190 NC 250 240 125 280 120
M11 90 295 190 NC 250 240 125 280 120
M12 90 295 190 NC 250 240 125 280 120
M13 90 295 190 NC 250 240 125 280 120
M14 90 295 190 NC 250 240 125 280 120
M15 90 295 190 NC 250 240 125 280 120
M16 90 295 190 NC 250 240 125 280 120
M17 90 295 190 NC 250 240 125 280 120
M18 90 295 190 NC 250 240 125 280 120
M19 90 295 190 NC 250 240 125 280 120
M20 90 295 190 NC 250 240 125 280 120
M21 90 295 190 NC 250 240 125 280 120
M22 90 295 190 NC 250 240 125 280 120
M24 90 295 190 NC 250 240 125 280 120
M25 90 295 190 NC 250 240 125 280 120
M26 90 295 190 NC 250 240 125 280 120
M27 90 295 190 NC 250 240 125 280 120
M28 90 295 190 NC 250 240 125 280 120
M29 90 295 190 NC 250 240 125 280 120
M30 90 295 190 NC 250 240 125 280 120
M31 300 185 90 NC 250 250 280 145 125
M32 300 185 90 NC 250 250 280 145 125
M33 300 185 90 NC 250 250 280 145 125
M34 300 185 90 NC 250 250 280 145 125
M35 300 185 90 NC 250 250 280 145 125
M36 300 185 90 NC 250 250 280 145 125
M37 300 185 90 NC 250 250 280 145 125
M38 90 295 190 NC 240 245 120 290 130




29

Hinf I Acc | Taq | Hpa Il
----- pb ----- --- pb --- --- pb --- ----- pb -----
M39 90 295 190 NC 240 245 120 290 130
M40 90 295 190 NC 240 245 120 290 130
G1 90 295 190 NC 250 240 125 280 120
G2 90 295 190 NC 250 240 125 280 120
G3 90 295 190 NC 250 240 125 280 120
G4 90 295 190 NC 250 240 125 280 120
G5 90 295 190 NC 250 240 125 280 120
G6 90 295 190 NC 250 240 125 280 120
G7 90 295 190 NC 250 240 125 280 120
G8 90 295 190 NC 250 240 125 280 120
G9 90 295 190 NC 250 240 125 280 120
G10 90 295 190 NC 250 240 125 280 120
C1l 300 90 190 NC 250 240 125 280 120
C2 90 295 190 NC 240 245 120 290 130

A digestao da regido ITS do rDNA resultou de 1 a 3 fragmentos por enzima de
restri¢do, sendo 2 perfis para a enzima Acc I, 3 para Hpa 11, 4 para a Eco RI, Hinf I, Rsa I, Alu
I, TaqI e Hha I (Tabelas 3 ¢ 4).

A combinacdo dos padrdes de restricdo permitiu a diferenciacdo dos 51 isolados em 7
padroes de ARDRA (haplotipos) (Tabela 5). Estes resultados podem ser comparados, em
nivel de eficiéncia, com os dados de MARTINS (2005), que analisou isolados patogénicos e
ndo patogénicos de Fusarium spp., obtendo a distingao de 83 isolados em 19 padrdes de
ARDRA (haplétipos).

A freqiiéncia dos 7 haplotipos observados pela andlise de restricio do rDNA dos
isolados de Colletotrichum spp. pode ser observada na Figura 4, sendo que em torno 25% dos

isolados se mantiveram no haplétipo B, 9% no E, 8% no A, 3% noDe 1% no C, Fe G.
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Tabela 5. Distribuigdo dos isolados de Colletotrichum de maca, goiaba serrana e citros nos
diferentes haplotipos obtidos.

ISOLADOS HAPLOTIPOS ESPECIE

M1, M2, M31, M32, M33, M34, M35, M36 e M37 A C. acutatum
M3, M4, M5, M6, Mg, M9, M10, M11, M12, M13,

M14, M15, M16, M17, M18, M19, M20, M21, M22, B C. gloeosporioides
M24, M25, M26, M27, M28, M29 e M30

M7 C C. gloeosporioides
M38, M39 e M40 D C. acutatum

Gl1, G2, G3, G4, G5, G6, G7, G8, G9 e G10 E Colletotrichum sp.
C1 F C. gloeosporioides
C2 G C. acutatum

Hinf | Hpall Alu | Hhal Acc |

-
—
-—
-
—
—
—
—

Figura 3. Perfis eletroforéticos obtidos com as enzimas de restri¢des da regiao ITS do rDNA
dos isolados de Colletotrichum de maga, goiaba serrana e citros, com endonucleases
de restricdo (M-Ladder 100 pb; P-fragmento padrdo sem clivagem com enzima de

restricdo, os demais niumeros se referem aos isolados).



31

30

25+
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Figura 4. Freqiiéncia dos sete padroes de ARDRA obtidos pela andlise de restricdo do
fragmento amplificado da regido ITS do rDNA dos isolados de Colletotrichum de
maga, goiaba serrana e citros, com as endonucleases de restrigdo Rsa I, Alu I, Hinf'I,

Hpall, Hhal, Acc I, EcoRI e Taq I.

Na analise dos haplétipos, observou-se diversidade entre eles, entretanto, ndao foi
possivel relacionar geneticamente os isolados aos diferentes hospedeiros analisados, pois em
cada haplotipo os isolados agrupados sao do mesmo hospedeiro.

Foi possivel observar que, dentro de cada haplotipo, foram agrupados isolados de
Colletotrichum do mesmo género, espécie e hospedeiro, ao contrario do encontrado por
MAKI (2006), em um estudo de diversidade genética entre fungos endofiticos de cacau. Ele
observou que, dentro de cada haplotipo havia agrupado isolados de diferentes géneros.
GOMES et al. (2002), utilizaram as endonucleases de restri¢ao Alu I, Hae III, Hinf I ¢ Hpa II,
separando isolados de fungos ectomicorrizicos por género e por espécie.

As 51 seqiiéncias obtidas dos isolados de Colletotrichum spp. de maga, goiaba serrana
e citros, foram confrontadas com o banco de dados do GenBank, por meio do Blast, (Tabela 6;
Anexo 5), possibilitando estabelecer relagdes filogenéticas entre os isolados obtidos com os
do banco de dados através da andlise da seqiiéncia da regido ITS1-5,8S-ITS2 do DNA
ribossomal. Através da pesquisa no Blast, encontrou-se organismos cujas seqiiéncias se
assemelham com as seqiiéncias confrontadas. A porcentagem de bases semelhantes entre as

seqiiéncias obtidas neste estudo com as do GenBank foram superiores a 93%, o que segundo
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ALTSCHUL et al. (1997) indica confiabilidade de correlagdo entre o isolado confrontado com
aquele semelhante depositado no banco de dados.

A arvore filogenética (Figura 5) foi construida no software Mega 3.1 (Anexo 6) a
partir das seqiiéncias obtidas e alinhadas no ClustalW (Anexo 4). Os resultados variaram de
93 a 100% de similaridade de bases entre as seqiiéncias pesquisadas, inferindo boa
confiabilidade (Anexo 5). Esta alta porcentagem de similaridade nos permite, com precisao,
identificar a identidade dos isolados utilizados neste trabalho, permitindo relacionar as
seqiiéncias dos isolados utilizados neste estudo com as do GenBank, através de relagdes
filogenéticas. Esta variagdo de 93 a 100% pode ser comparada com os dados de KUMAR e
SHUKLA (2005), que sequenciaram a regido ITS do rRNA de isolados de diferentes fungos e
compararam estas seqiiéncias com as armazenadas do GenBank, onde a variagdo obtida foi
entre 90-100% de similaridade de bases das seqiiéncias analisadas.

As seqiiéncias de DNA obtidas para os isolados foram comparadas com seqiiéncias
correspondentes a regido ITS1-5,8S-ITS2 do DNA ribossomal de isolados de Colleotrichum
depositadas na base de dados do GenBank. As seqiiéncias do banco de dados utilizadas para a
construg¢do da arvore filogenética foram de Colletotrichum gloeosporioides
(AJ536229/Citros), Colletotrichum sp. (AJ300559/Citros ¢ AJ313178/Citros), Glomerella
cingulata (AF272779/Macieira, AY188926/Citros, AY188927/Citros, AY188928/Citros,
AY188929/Citros, AY188930/Citros, AY188931/Citros e DQ868499/Citros), Glomerella
acutata (AF272787/Macieira, AY770557/Citros e DQ286123/Macieira). A seqiiéncia do
isolado Pestalotia (DQ812938) foram utilizadas como outgroup.

Tabela 6. Andlise de confrontacdo das seqiiéncias obtidas com as do banco de dados do
GenBank, por meio do Blast, com a espécie de maior score.

ACESSO BLAST ESPECIE SCORE E-VALUE INDICE SIMIL.
M1 AM404289.1 Glomerella acutata 922 0.0 100%
M2 AB219041.1 G. acutata (*) 1007 0.0 100%
M3 AB219012.1 G. cingulata (**) 1082 0.0 100%
M4 AB219012.1 G. cingulata 1084 0.0 100%
M5 AB219012.1 G. cingulata 1112 0.0 100%
M6 AB255249.1 Colletotrichum sp. 1106 0.0 99%
M7 DQ780420.1 Colletotrichum sp. 833 0.0 100%
M8 AB219012.1 G. cingulata 1007 0.0 100%
M9 DQ780452.1 Colletotrichum sp. 1021 0.0 99%
M10 AB219012.1 G. cingulata 1124 0.0 100%

M1l AB255249.1 Colletotrichum sp. 1106 0.0 99%
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ACESSO BLAST ESPECIE SCORE E-VALUE INDICE SIMIL.
M12 DQ780452.1 Colletotrichum sp. 942 0.0 100%
M13 AB255249.1 Colletotrichum sp. 1008 0.0 99%
M14 DQ780452.1 Colletotrichum sp. 942 0.0 100%
M15 AB219012.1 G. cingulata 1090 0.0 100%
Ml16 AB219012.1 G. cingulata 993 0.0 100%
M17 AJ301986.1 C. gloeosporioides 1088 0.0 99%
M18 AB219012.1 G. cingulata 1088 0.0 100%
M19 AB255249.1 Colletotrichum sp. 1098 0.0 99%
M20 AB219012.1 G. cingulata 1088 0.0 100%
M21 AB255249.1 Colletotrichum sp. 1106 0.0 99%
M22 AB219012.1 G. cingulata 1090 0.0 100%
M24 AB219012.1 G. cingulata 1088 0.0 100%
M25 AB219012.1 G. cingulata 1088 0.0 100%
M26 AB219012.1 G. cingulata 1090 0.0 100%
M27 AB219012.1 G. cingulata 1092 0.0 100%
M28 AB219012.1 G. cingulata 1092 0.0 100%
M29 AB219012.1 G. cingulata 1092 0.0 100%
M30 AB219012.1 G. cingulata 1088 0.0 100%
M31 AB219041.1 G. acutata 1120 0.0 99%
M32 AB219041.1 G. acutata 1108 0.0 100%
M33 AB219041.1 G. acutata 1112 0.0 99%
M34 AB219041.1 G. acutata 1057 0.0 99%
M35 AB219041.1 G. acutata 1108 0.0 100%
M36 AB219041.1 G. acutata 1108 0.0 100%
M37 AMA404289.1 G. acutata 1098 0.0 100%
M38 DQ286119.1 C. acutatum 1088 0.0 99%
M39 DQ286119.1 C. acutatum 1090 0.0 99%
M40 AB219041.1 G. acutata 1106 0.0 99%

Gl AJ301912.1 C. fragariae 1047 0.0 99%
G2 DQO003092.1 C. fragariae 1053 0.0 100%
G3 DQ003092.1 C. fragariae 1055 0.0 100%
G4 DQ780417.1 Colletotrichum sp. 878 0.0 99%
G5 AJ301912.1 C. fragariae 981 0.0 99%
G6 AJ301912.1 C. fragariae 1057 0.0 99%
G7 DQ003092.1 C. fragariae 942 0.0 100%
G8 DQ003092.1 C. fragariae 1049 0.0 100%
G9 AJ301912.1 C. fragariae 1063 0.0 99%
G10 DQ003092.1 C. fragariae 1015 0.0 100%
Cl1 AJ301988.1 C. gloeosporioides 1086 0.0 100%
C2 DQ286119.1 C. acutatum 1080 0.0 99%

(*) Forma anamoérfica — Colletotrichum acutatum

(**) Forma anamorfica — Colletotrichum gloeosporioides
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Figura 5. Arvore filogenética construida pelo software Mega 3.1 a partir de seqiiéncias da

regido ITS do rDNA de 39 isolados de Colletotrichum spp. de maga, 2 isolados de

citros, 10 isolados de goiaba serrana e seqiiéncias de isolados de Colletotrichum spp.

de citros e macieira do GenBank, utilizando o método Neighbor-Joining. A

seqiiéncia do isolado Pestalotia obtidas no GenBank foram utilizadas como

outgroup. Uma analise de bootstrap foi feita com 10.000 repeti¢des.
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As seqiiéncias de DNA obtidas da regido ITS dos isolados de Colletotrichum mostraram
que todos os isolados foram agrupados de acordo com a sua espécie, independente do seu
hospedeiro (Figura 5). FUNGARO (2000), verificou que, através do rDNA, ¢ possivel a
separa¢do dos isolados em espécies distintas e conseqiientemente a diferenciacdo dos isolados
dentro de cada espécie.

O isolado M7 nao agrupou com os demais isolados da mesma espécie. Isto pode ser
explicado pelo fato de que o teste de patogenicidade, para este isolado, ndo ocasionou nenhum
tipo de sintoma nas folhas e nem nos frutos de macieira quando inoculado em frutos com
ferimentos, apenas produziu micélio sob os tecidos inoculados, ndo ocasionando quaisquer
tipos de lesdes nestes frutos, sendo esse um saprofito (HAMADA, 2005). A seqiiéncia da
regido ITS do isolado M7, quando confrontado com as demais seqiiéncias do GenBank
apresentou valores menores de similaridade entre as seqiiéncias, variando de 93 a 100%,
enquanto para os outros isolados, os valores ficaram entre 97 a 100%. O “bootstrap” realizado
apresentou valores médios de 70%, indicando confiabilidade nos resultados obtidos.

Os isolados C. gloeosporioides de macieira do Grupo I, aparecem na mesma
ramifica¢cdo do isolado de citros do Grupo II, o qual se encontra também no ramo do grupo
dos isolados de goiaba serrana do Grupo III, sugerindo que estes isolados de macieira
possuem caracteristicas de ancestralidade com Colletotrichum spp. causador de doengas em
citros e em goiaba serrana. Estes dados corroboram os de KATSURAYAMA (2001) e
FREEMAN et al. (1999), os quais sugerem que esta doenca chegou as macieiras cultivadas
nos Estados de Sao Paulo e Parand, a partir das culturas tropicais ou subtropicais, como o
citros.

Estas informagdes salientam a importancia de um adequado manejo da cultura no que
se refere a utilizagdo de produtos quimicos, pois o excesso de uso de fungicidas para o
controle da MFG, como de outras doengas, bem como o cultivo sobre restos culturais, pode
atuar no processo de pressao de selecao deste fungo, ocasionando o surgimento de novas ragas
de Colletotrichum spp. De acordo com HAUAGGE e BRUCKNER (2002) houve uma
mudanca radical no tipo de defensivos utilizados na cultura da macieira no Brasil, reduzindo-
se os fungicidas protetores, que tém acdo sobre a Mancha Foliar da Gala e uma aumento
significativo de fungicidas especificos para o controle da Sarna da Macicira (Venturia
inaequalis (Cooke)Wint), doenca que ¢ dificil de ser controlada com fungicidas protetores.
Assim o controle quimico utilizado em pomares de macieira para o combate de outras

doengas tem interferido na sintomatologia, dificultando o isolamento e o controle do
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Colletotrichum spp., possibilitando que este fungo se torne resistente aos defensivos utilizados
(SUTTON e SANHUEZA, 1998).

Para aumentar as evidéncias de que o Colletotrichum spp., causador da MFG, possui
relagdes de parentesco com o Colletotrichum spp. de citros ou da goiaba serrana, foi realizada
uma comparagdo in silico, ou seja, de seqiiéncias de Colletotrichum spp. disponiveis no
GenBank em conjunto com as seqiiéncias dos isolados em questdo. A partir dessa comparagao
verificou-se que a semelhanga variou de 93 a 100% de similaridade entre as seqiiéncias
estudas com as do Genbank, comprovando estar correto o género ¢ a espécie dos isolados de
fungos em estudo e também comprovando que o agente causal da Mancha Foliar da Gala esta
relacionado filogeneticamente com o fungo causador de fitomoléstias em culturas tropicais ou
subtropicais, como o citros, € at¢ mesmo em a goiaba serrana, pois algumas espécies deste
fungo, como o C. gloeosporioides ¢ o C. acutatum, podem estabelecer relagdes parasiticas
com varios hospedeiros (FREEMAN et al., 1999).

5 CONCLUSOES

Os resultados apresentados permitem concluir que:

a) A técnica ARDRA foi eficiente na distingcdo dos haplotipos e para a correlagdo entre
haplotipo e hospedeiro;

b) A seqiiéncia de bases da regido ITS1-5,8S-ITS2 permite inferir sobre a possivel
espécie de fungo que pertence o segmento de DNA analisado, constituindo uma
ferramenta 1til em estudos de diversidade genética;

c) A regido ITS1-5,8S-ITS2 do DNA ribossomal ¢é eficiente para estudos de filogenia;

d) A regido ITS do rDNA do Colletotrichum spp. agente causal da MFG esta relacionado
filogeneticamente com a regido ITS do rDNA de Colletotrichum spp. obtidos de citros

e goiaba serrana.
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ANEXO 1

1 MEIOS DE CULTURA

1.1 MEIO BATATA DEXTROSE AGAR (BDA)

BDA (Himedia) 40 g
Sulfato de Estreptomicida 0,05¢g
H,O destilada 1000 mL

Foi misturado BDA com a agua destilada e autoclavado, apds foi adicionado o Sulfato

de Estreptomicida.

1.2 MEIO BATATA SACAROSE (BS)

Batata 200 g
Sacarose 17¢
H,O destilada 1000 mL
Sulfato de Estreptomicida 0,05 ¢g

A batata foi cozida por 30 minutos no microondas em 200 mL de 4dgua destilada e
filtrada em gaze. Foi adicionado o restante da agua e o Sulfato de Estreptomicida e

autoclavado por 20 minutos a 120°C.
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ANEXO 2
2 SOLUCOES
2.1 TAMPAO TBE 10X
Tris — HC1 0,89M 1078 g
Acido Boérico 0,89M 55¢g
EDTA 0,02M 40 mL de 0,5M pH 8,0
H,O ultra-pura completar volume para 1000 mL

A solugdo foi preparada e mantida a temperatura ambiente. No momento do uso

procederam-se as diluigdes necessarias.
2.2 SOLUCAO ESTOQUE DE TRIS-HCI 1M pH 7,2

Trisma-base 12,11 g
H,O ultra-pura completar volume para 100 mL

O pH foi ajustado para 7,2 com HCIl. A solucdo foi autoclavada e mantida em

temperatura ambiente.
2.3 SOLUCAO ESTOQUE DE EDTA 0,5M pH 8.0

EDTA 18,61 g
H,O ultra-pura completar volume para 100 mL

O pH foi ajustado para 8,0 com NaOH. A solugdo foi autoclavada e mantida a 4°C.



2.4 SOLUCAO ESTOQUE DE NaCl 5M

NaCl 29,16 g
H,O ultra-pura completar volume para 100 mL

A solugdo foi autoclavada e mantida em temperatura ambiente.

2.5 SOLUCAO ESTOQUE DE SDS 10%

Dodecil Sulfato de Sédio 10g
H,O ultra-pura completar volume para 100 mL

A solu¢do foi mantida em temperatura ambiente.

2.6 TAMPAO DE LISE PARA EXTRACAO DE DNA DOS FUNGOS

Tris-HCI 50mM pH 7,2 2,5 mL da solugdo estoque
EDTA 50mM pH 8,0 5 mL da solugdo estoque

SDS 3% 15 mL da solugdo estoque
B-Mercaptoetanol 1% 500 uL

H,O ultra-pura completar volume para 50 mL

O tampao de lise foi preparado somente no momento do uso.
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ANEXO 3
3 GEIS
3.1 GEL DE AGAROSE 0,8% E 2%
0,8% 2%
TBE 1X 350 mL 350 mL
Agarose 28¢g 7g
Brometo de Etidio (10 mg.mL™) 6,5 uL 6,5 uL

Foi pesado a agarose e adicionado o TBE 1X, aquecidos no microondas por 2-3
minutos na poténcia maxima para que toda a agarose fosse dissolvida. Apods esperar esfriar
um pouco foi adicionado o Brometo de Etidio e vertido o gel na cuba de eletroforese (Gator™

Large Format Horizontal Systems — OWL model A2).

3.2 GEL DE POLIACRILAMIDA 6%

GEL DE POLIACRILAMIDA (100 mL)
x 20 mL TBE 5X
x 20 mL A:BIS (29:1)
Misturar o TBE 5X e a A:BIS. Depois completar para 100 mL.
A:BIS (29:1): 29 g acrilamida
1 g de bis-acrilamida
Completar para 100 mL com H,O Ultra Pura e deixar agitando durante a noite.

Obs: O gel de poliacrilamida pode ficar armazenado na geladeira, no maximo por 1 més.
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PREPARO DO GEL NO DIA ANTERIOR

x Misture (na capela), minutos antes de aplicar o gel na placa:
80 mL do gel — filtrado com papel filtro
50 uL TEMED
500 uL Persulfato de Amonia (APS)

APS: 50 mg de persulfato de amonia
500 uL de H»0 Ultra Pura

LIMPEZA DAS PLACAS

Placa Aderente (inteira):

Lavar a placa com detergente e secar;

Aplicar alcool 70% algumas vezes no sentido longitudinal e transversal.

Placa Repelente (dentada):

Lavar a placa com detergente e secar;

Aplicar agua Ultra Pura algumas vezes e secé-la novamente.

TRATAMENTO DA PLACA ADERENTE (INTEIRA):
% 995 uL de alcool 95%
% 5 UL de acido acético glacial
x 3 uL de "binding silane"
Misturar os reagentes em um tubo e aplicar na placa no sentido longitudinal e transversal

por 3 vezes. Trocar as luvas.

TRATAMENTO DA PLACA REPELENTE (DENTADA) (NA CAPELA):
x 500 uL de "repel silane"

Aplicar na placa e espalhar no sentido longitudinal e transversal por 3 vezes.

Obs: Apos o preparo das placas deixa-las por 15 minutos secando;

A seguir, limpar novamente as placas:
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x Placa inteira: Utilizar solucao etanol a 95% e espalhar no sentido longitudinal e transversal

por 3 vezes.

% Placa dentada: Secar com papel toalha nos dois sentidos por 3 vezes.

Importante: N&o esquecer de trocar as luvas ao manusear as placas.

MONTAGEM DA PLACA:

1- Preparar todos os aparatos do gel (grampos, espacadores, pente, nivel, injetor do gel,
isopor, cuba);

2- Cobrir o balcao com parafilme;

3- Colocar o isopor sobre o parafilme;

4- Colocar a placa aderente (inteira) sobre o isopor;

5- Colocar os espagadores sobre a placa aderente;

6- Colocar a placa repelente (dentada) em cima da aderente;

7- Colocar os grampos nas laterais da placa;

8- Nivelar a placa.

APLICACAO DO GEL:
% Completar o volume do gel para 80 mL e colocar no injetor de gel;

Acrescentar 50 UL de TEMED e 500 uL de APS (na capela) agitando;

x

x Verter continuamente o gel na placa;

x

Colocar o pente invertido na placa e fixa-lo com grampos;

x

Deixar em repouso até polimerizar bem.

Passos para correr o gel

1- Antes de colocar o gel para aquecer, limpar os residuos de gel nas placas e no local onde
fica o pente;
2- Tirar os grampos da placa;

3- Encaixar o gel no suporte (cuba de eletroforese);
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4- Limpar o espaco onde ficara o pente tirando o excesso de acrilamida. Cuidar para nao tocar
na linha do pente;

1- Colocar o tampao em cima das placas e embaixo;

2- Encaixar os suportes das correntes;

3- Conectar os plugs na fonte;

4- Colocar o medidor de temperatura;

6- Colocar o gel para aquecer por 30 a 45 minutos ou até¢ a temperatura chegar a 45°C com
tampao TBE 1X, a qual pode ser utilizada por 3 vezes;

7- Limpar as canaletas com borrifador;

8- Apos aquecer o gel, colocar o pente e aplicar as amostras, procure aplicar rapido e limpar a
canaleta do lado com a micropipeta na diagonal, deixar correr por 15 minutos, desligar e tirar
0 pente;

9- Deixar as amostras correndo no gel por um periodo de = 1 ’2 horas, em uma voltagem de
1300 V.

Aquecimento: 1300V 46mA 60W

Apos aplicar as amostras: 900V 75mA 75W

REAGENTES NECESSARIOS PARA REVELAR O GEL

1- Solucdo de Fixagdo: Acido Acético (1 L)
% 10 mL de acido acético glacial 1%

x 100 mL etanol 10%

x 890 mL de 4dgua Ultra Pura

2- Pré-tratamento: Acido Nitrico (1 L)
x 15 mL acido nitrico 1,5%

x 985 mL é4gua Ultra Pura

3- Solucao de coloragdo: Nitrato de Prata (1 L)
x 2 g de nitrato de prata
x 1L de 4gua Ultra Pura

OBS: Guardar em vidro &mbar ou um vidro forrado com papel aluminio.
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4- Solugdo de Revelacao — Impregnagao: Carbonato de sodio (1 L)
x 30 g de carbonato de sodio anidro — Na,COs

% 540 uL de formaldeido (37%)

x 1L de agua Ultra Pura

Modo de Preparo

Em um Becker acrescentar 500 mL de agua Ultra Pura e adicionar o carbonato aos poucos
no agitador, até diluir completamente. Completar o conteido para 1L e armazenar na
geladeira (deve estar bem gelado na hora de ser utilizado). Acrescentar o formaldeido na hora

que for utilizar o carbonato.

REVELACAO DAS AMOSTRAS PARA ANALISE DO GEL

Separar as duas placas com o auxilio de uma espatula
1-_FIXACAO: em uma bacia mergulhar a placa com o gel (inteira) em uma solugdo de
fixacdo composta de: etanol 10%, acido acético 1% (100 mL etanol.L”' + 10 mL &cido
acético.L") mantendo sob agita¢io por 10 minutos.
2- LAVAGEM: em uma bacia fazer a lavagem da placa em 1L de dgua Ultra Pura e manter
sob agitacdo por 1 minuto.

3- PRE-TRATAMENTO: transferir a placa para outra bacia contendo 4cido nitrico 1,5% (15

mL.L™") e manter sob agita¢do por 3 minutos.
4- LAVAGEM: em uma bacia fazer a lavagem da placa em 1L de 4dgua Ultra Pura e manter
sob agitacdo por 1 minuto.

5- IMPREGNACAO: transferir a placa para outra bacia contendo nitrato de prata 0,2% (2 g.L

") e manter sob agitacdo por 30 minutos.

6- LAVAGEM: em uma bacia fazer outra lavagem da placa em 1L de agua Ultra Pura e
manter sob agitacao por 1 minuto.

7- REVELACAO: transferir a placa para outra bacia contendo uns 300 mL do carbonato de
sodio (30 g.L"' Na,COs + 540 uL.L" de formaldeido 37%) bem gelado sob leve agitagdo

(manual) até a solugdo ficar escura e, entdo, adicionar em uma outra bacia limpa o restante da
solugdo (700 mL) até que aparecam todas as bandas ou até que o gel comece a escurecer

bastante.
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8- BLOQUEIO: transferir a placa para outra bacia contendo o 4cido acético 5% (50 mL.L™)
mantendo sob agitagdo por 5 minutos para que seja bloqueada a reagao.
9- LAVAGEM: em uma bacia fazer outra lavagem da placa em 1L de agua Ultra Pura e

manter sob agitacao por 1 minuto.

REUTILIZACAO DAS SOLUCOES

Fixacdo — 3 vezes
Pré-tratamento— 5 vezes
Impregnagdo— 3 vezes (deve ser armazenada no escuro em T°C ambiente)

Bloqueio— 5 vezes
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ANEXO 4

4 CLUSTAW

O site utilizado para acessar o programa de alinhamento de seqiiéncias o ClustalW foi

o http://www.ebi.ac.uk/clustalw. Todas as seqiiéncias foram colocadas juntas no local

indicado pela fecha. Apds € so6 clicar no “Run”. Depois escolhe a opgao “Alignment file”.

= Formats

= Gaps Clustal¥is ageneral purpose raultiple sequence alignrent prograrm tor DMA or proteins. it produces

= Matrex: biologically meaningful multiple sequence alignments of divergznt sequences. i caleulates the best match
= References forthe selected sequences, and lines them up so thatthe identities, similarities and differences canbe seen.
= ClustalfV Help Evolutionary relationships can be seen via viewing Cladograms or Phylograrns. New users, please read

= ClustaMV FAQ the FAQ.

= Jalview Help >> Download Software ...

= Scores Table

= Alignment

Guide T N
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= Similar Applications n H ﬂ ﬂ n
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Resultado do Alinhamento através do ClustaW

CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment

ML
M37 CTCGGAGGGATCATTACTGA
M35 ACTGCGGAGGGATCATTACTGA
M32 CTGCGGAGGGATCATTACTGA
M36 e CTGCGGAGGGATCATTACTGA
M33 e TCTGTAGGTGGAACTGCGGAGGGATCATTACTGA
M31 e TTCCGTAGGTGAAACCTGCGGAGGGATCATTACTGA
M2 CTGCGGAGGGATCATTACTGA
M34 CTGCGGAGGGATCATTACTGA
AY770557 e CTGA
AF272787  mmmmmmmme TCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACTGA
DQ286123 GAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACTGA
2 CCGTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACTGA
M38 e CCTGCGGAGGGATCATTACTGA
C2 ATCATTACTGA
M39 e AGGTGAAACCTGCGGAGGGATCATTACTGA
< TCCGTAGGTGAAACCTGCGGAGGGATCATTACTGA
MI6 e TGCGGAGGGATCATTACTGA
M21 e TCCGTAGGTGAAACCTGCGGAGGGATCATTACTGA
MI1T e TTCCGTAGGTGAAACCTGCGGAGGGATCATTACTGA
M5 e CCGTAGGTGAA-CCTGCGGAGGGATCATTACTGA
M6 e TTCCGTAGGTGAAACCTGCGGAGGGATCATTACTGA
MI9 e TTCCGTATGTGAAACCTGCGGAGGGATCATTACTGA
M22 e CCTGCGGAGGGATCATTACTGA
M26 e CCTGCGGAGGGATCATTACTGA
MI8 e CTGCGGAGGGATCATTACTGA
MA TGCGGAGGGATCATTACTGA
MIO e TTCCGTAGGTGAA-CCTGCGGAGGGATCATTACTGA
M27 CCTGCGGAGGGATCATTACTGA
M28 e CCTGCGGAGGGATCATTACTGA
M29 CCTGCGGAGGGATCATTACTGA
MI5 e CTGCGGAGGGATCATTACTGA
M30 e TGCGGAGGGATCATTACTGA
M25 e TGCGGAGGGATCATTACTGA
M24 TGCGGAGGGATCATTACTGA
M20 e TGCGGAGGGATCATTACTGA
M3 CGGAGGGATCATTACTGA
MO
MI7 e GGGATCATTACTGA
M8 ATCATTACTGA
MI2
MI4 e
G4
G5
67
AJ300559 e CTGA
63 CGGAGGGATCATTACTGA
66 CCTGCGGAGGGATCATTACTGA
62 CCTGCGGAGGGATCATTACTGA
Gl e CCTGCGGAGGGATCATTACTGA
610 TGCGGAGGGATCATTACTGA
68 TGCGGAGGGATCATTACTGA
69 TTCCGTAGGTGAAACCTGCGGAGGGATCATTACTGA
AF272779 e TCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACTGA
AJ536229 e CTGA
AY188931 e CATTACTGA
DQ868499 e CTGA
AY188930 e CATTACTGA
AY188928 e CATTACTGA
AY188926 e CATTACTGA
Cl CTGCGGAGGGATCATTACTGA
AJ313178 e CTGA
AY188929 e CATTACTGA
AY188927 e CATTACTGA
M7 TGCGGAGGGATCATTACTGA

DQ812938Pestalotia @ -—------mmmmmmm

NOORANOOODMOD
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M1
M37
M35
M32
M36
M33
M31
M2
N34
AY770557
AF272787
DQ286123
M40
M38
c2
M39
M13
M16
M21
M1l
M5
M6
M19
M22
M26
M18
M4
M10
M27
M28
M29
M15
M30
M25
24
M20
M3
M9
M17
M8
M12
M14

AF272779
AJ536229
AY188931
DQ868499
AY188930
AY188928
AY188926
C1
AJ313178
AY188929
AY188927
M7
DQ812938Pestalotia

M1

M37
M35
M32
M36
M33
M31

GTTACCGCTCTATAACCCTTTGTGAACATACCTA--ACCGTTGCTTCGGCGGGCAGGGGA
GTTACCGCTCTATAACCCTTTGTGAACATACCTA--ACCGTTGCTTCGGCGGGCAGGGGA
GTTACCGCTCTATAACCCTTTGTGAACATACCTA--ACCGTTGCTTCGGCGGGCAGGGGA
GTTACCGCTCTATAACCCTTTGTGAACATACCTA--ACCGTTGCTTCGGCGGGCAGGGGA
GTTACCGCTCTATAACCCTTTGTGAACATACCTA--ACCGTTGCTTCGGCGGGCAGGGGA
GTTACCGCTCTATAACCCTTTGTGAACATACCTA--ACCGTTGCTTCGGCGGGCAGGGGA
GTTACCGCTCTATAACCCTTTGTGAACATACCTA--ACCGTTGCTTCGGCGGGCAGGGGA
GTTACCGCTCTATAACCCTTTGTGAACATACCTA--ACCGTTGCTTCGGCGGGCAGGGGA
GTTACCGCTCTATAACCCTTTGTGAACATACCTA--ACCGTTGCTTCGGCGGGCAGGGGA
GTTACCGCTCTATAACCCTTTGTGAACGTACCTA--ACCGTTGCTTCGGCGGGCAGGGGA
GTTACCGCTCTATAACCCTTTGTGAACGTACCTA--ACCGTTGCTTCGGCGGGCAGGGGA
GTTACCGCTCTATAACCCTTTGTGAACATACCTA--ACCGTTGCTTCGGCGGGCAGGGGA
GTTACCGCTCTATAACCCTTTGTGAACATACCTA--ACCGTTGCTTCGGCGGGCAGGGGA
GTTACCGCTCTATAACCCTTTGTGAACGTACCTA--ACCGTTGCTTCGGCGGGCAGGGGA
GTTACCGCTCTATAACCCTTTGTGAACATACCTA--ACCGTTGCTTCGGCGGGCAGGGGA
GTTTACGCTCTATAACCCTTTGTGAACATACCTATAACTGTTGCTTCGGCGGGTAGGGTC
GTTTACGCTCTATAACCCTTTGTGAACATACCTATAACTGTTGCTTCGGCGGGTAGGGTC
GTTTACGCTCTATAACCCTTTGTGAACATACCTATAACTGTTGCTTCGGCGGGTAGGGTC
GTTTACGCTCTATAACCCTTTGTGAACATACCTATAACTGTTGCTTCGGCGGGTAGGGTC
GTTTACGCTCTATAACCCTTTGTGAACATACCTATAACTGTTGCTTCGGCGGGTAGGGTC
GTTTACGCTCTATAACCCTTTGTGAACATACCTATAACTGTTGCTTCGGCGGGTAGGGTC
GTTTACGCTCTATAACCCTTTGTGAACATACCTATAACTGTTGCTTCGGCGGGTAGGGTC
GTTTACGCTCTATAACCCTTTGTGAACATACCTATAACTGTTGCTTCGGCGGGTAGGGTC
GTTTACGCTCTATAACCCTTTGTGAACATACCTATAACTGTTGCTTCGGCGGGTAGGGTC
GTTTACGCTCTATAACCCTTTGTGAACATACCTATAACTGTTGCTTCGGCGGGTAGGGTC
GTTTACGCTCTATAACCCTTTGTGAACATACCTATAACTGTTGCTTCGGCGGGTAGGGTC
GTTTACGCTCTATAACCCTTTGTGAACATACCTATAACTGTTGCTTCGGCGGGTAGGGTC
GTTTACGCTCTATAACCCTTTGTGAACATACCTATAACTGTTGCTTCGGCGGGTAGGGTC
GTTTACGCTCTATAACCCTTTGTGAACATACCTATAACTGTTGCTTCGGCGGGTAGGGTC
GTTTACGCTCTATAACCCTTTGTGAACATACCTATAACTGTTGCTTCGGCGGGTAGGGTC
GTTTACGCTCTATAACCCTTTGTGAACATACCTATAACTGTTGCTTCGGCGGGTAGGGTC
GTTTACGCTCTATAACCCTTTGTGAACATACCTATAACTGTTGCTTCGGCGGGTAGGGTC
GTTTACGCTCTATAACCCTTTGTGAACATACCTATAACTGTTGCTTCGGCGGGTAGGGTC
GTTTACGCTCTATAACCCTTTGTGAACATACCTATAACTGTTGCTTCGGCGGGTAGGGTC
GTTTACGCTCTATAACCCTTTGTGAACATACCTATAACTGTTGCTTCGGCGGGTAGGGTC
GTTTACGCTCTATAACCCTTTGTGAACATACCTATAACTGTTGCTTCGGCGGGTAGGGTC
~TTTACGCTCTATA-CCCTTTGTGATCATACCTATAACTGTTGCTTCGGCGGGTAGGGTC
GTTTACGCTCTATAACCCTTTGTGAACATACCTATAACTGTTGCTTCGGCGGGTAGGGTC
GTTTACGCTCTATAACCCTTTGTGAACATACCTATAACTGTTGCTTCGGCGGGTAGGGTC

———————————————————————— AACATACCTACAGCTGTTGCTTCGGCGGGTAGGGTC
————————————————————————————————————— CTGTTGCTTCGGCGGGTAGGGTC
GTTTACGCTCTACAACCCTTTGTGAACATACCTACAACTGTTGCTTCGGCGGGTAGGGTC
GTTTACGCTCTACAACCCTTTGTGAACATACCTACAACTGTTGCTTCGGCGGGTAGGGTC
GTTTACGCTCTACAACCCTTTGTGAACATACCTACAACTGTTGCTTCGGCGGGTAGGGTC
GTTTACGCTCTACAACCCTTTGTGAACATACCTACAACTGTTGCTTCGGCGGGTAGGGTC
GTTTACGCTCTACAACCCTTTGTGAACATACCTACAACTGTTGCTTCGGCGGGTAGGGTC
GTTTACGCTCTACAACCCTTTGTGAACATACCTACAACTGTTGCTTCGGCGGGTAGGGTC
GTTTACGCTCTACAACCCTTTGTGAACATACCTACAACTGTTGCTTCGGCGGGTAGGGTC
GTTTACGCTCTACAACCCTTTGTGAACATACCTACAACTGTTGCTTCGGCGGGTAGGGTC
GTTTACGCTCTACAACCCTTTGTGAACATACCTATAACTGTTGCTTCGGCGGGTAGGGTC
GTTTACGCTCTACAACCCTTTGTGAACATACCTATAACTGTTGCTTCGGCGGGTAGGGTC
GTTTACGCTCTACAACCCTTTGTGAACATACCTATAACTGTTGCTTCGGCGGGTAGGGTC
GTTTACGCTCTACAACCCTTTGTGAACATACCTATAACTGTTGCTTCGGCGGGTAGGGTC
GTTTACGCTCTACAACCCTTTGTGAACATACCTATAACTGTTGCTTCGGCGGGTAGGGTC
GTTTACGCTCTACAACCCTTTGTGAACATACCTATAACTGTTGCTTCGGCGGGTAGGGTC
GTTTACGCTCTACAACCCTTTGTGAACATACCTATAACTGTTGCTTCGGCGGGTAGGGTC
GTTTACGCTCTACAACCCTTTGTGAACATACCTACAACTGTTGCTTCGGCGGGTAGGGTC
GTTTACGCTCTACAACCCTTTGTGAACATACCTACAACTGTTGCTTCGGCGGGTAGGGTC
GTTTACGCTCTACAACCCTTTGTGAACATACCTACAACTGTTGCTTCGGCGGGTAGGGTC
GTTTACGCTCTACAACCCTTTGTGAACATACCTACAACTGTTGCTTCGGCGGGTAGGGTC
GTTACCGCTCTATAACCCTTTGTGAACATACCTACAACTGTTGCTTCGGCGGGTAGGCCG
————————————————————————————————————————————————— TCGGTGCACCC

———————————————— CCTCCCCTCCCGGCGCCGGCCCCCACCACG--GGGACGGGGLCGC
AGCCTCTC---GCGGGCCTCCCCTCCCGGCGCCGGCCCCCACCACG--GGGACGGGGCGC
AGCCTCTC---GCGGGCCTCCCCTCCCGGCGCCGGCCCCCACCACG--GGGACGGGGCGC
AGCCTCTC---GCGGGCCTCCCCTCCCGGCGCCGGCCCCCACCACG--GGGACGGGGCGC
AGCCTCTC---GCGGGCCTCCCCTCCCGGCGCCGGCCCCCACCACG--GGGACGGGGCGC
AGCCTCTC---GCGGGCCTCCCCTCCCGGCGCCGGCCCCCACCACG--GGGACGGGGCGC
AGCCTCTC---GCGGGCCTCCCCTCCCGGCGCCGGCCCCCACCACG--GGGACGGGGCGC
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AGCCTCTC---GCGGGCCTCCCCTCCCGGCGCCGGCCCCCACCACG--GGGACGGGGCGC
AGCCTCTC---GCGGGCCTCCCCTCCCGGCGCCGGCCCCCACCACG--GGGACGGGGCGC
AGCCTCTC---GCGGGCCTCCCCTCCCGGCGCCGGCCCC-ACCACG--GGGACGGGGCGC
AGCCTCTC---GCGGGCCTCCCCTCCCGGCGCCGGCCCCCACCACG--GGGACGGGGCGC
AGCCTCTC---GCGGGCCTCCCCTCCCGGCGCCGGCCCCCACCACG--GGGACGGGGCGC
AGCCTCTC---GCGGGCCTCCCCTCCCGGCGCCGGCCCCCACCACG--GGGACGGGGCGC
AGCCTCTC---GCGGGCCTCCCCTCCCGGCGCCGGCCCCCACCACG--GGGACGGGGCGC
AGCCTCTC---GCGGGCCTCCCCTCCCGGCGCCGGCCCCCACCACG--GGGACGGGGCGC
AGCCTCTC---GCGGGCCTCCCCTCCCGGCGCCGGCCCCCACCACG--GGGACGGGGCGC

TCCom—mmmee GCGACCCTCCCGGCCT---CCCG--CCTC--CGGG--CGGGTC-GGCGC
TCC———————= GCGACCCTCCCGGCCT---CCCG--CCTC--CGGG--CGGGTC-GGCGC
TCC———=———= GCGACCCTCCCGGCCT---CCCG--CCTC--CGGG--CGGGTC-GGCGC
TCC-——————= GCGACCCTCCCGGCCT---CCCG--CCTC--CGGG--CGGGTC-GGCGC
TCCom—mmm e GCGACCCTCCCGGCCT---CCCG--CCTC--CGGG--CGGGTC-GGCGC
TCC———————- GCGACCCTCCCGGCCT---CCCG--CCTC--CGGG--CGGGTC-GGCGC
TCC———=———= GCGACCCTCCCGGCCT---CCCG--CCTC--CGGG--CGGGTC-GGCGC
TCC-——————= GCGACCCTCCCGGCCT---CCCG--CCTC--CGGG--CGGGTC-GGCGC
TCCom—mmm e GCGACCCTCCCGGCCT---CCCG--CCTC--CGGG--CGGGTC-GGCGC
TCC———=———= GCGACCCTCCCGGCCT---CCCG--CCTC--CGGG--CGGGTC-GGCGC
TCC———=———= GCGACCCTCCCGGCCT---CCCG--CCTC--CGGG--CGGGTC-GGCGC
TCC———————= GCGACCCTCCCGGCCT---CCCG--CCTC--CGGG--CGGGTC-GGCGC
TCCommmmm e GCGACCCTCCCGGCCT---CCCG--CCTC--CGGG--CGGGTC-GGCGC
TCC———————- GCGACCCTCCCGGCCT---CCCG--CCTC--CGGG--CGGGTC-GGCGC
TCC———————= GCGACCCTCCCGGCCT---CCCG--CCTC--CGGG--CGGGTC-GGCGC
TCC———————= GCGACCCTCCCGGCCT---CCCG--CCTC--CGGG--CGGGTC-GGCGC
TCC———————= GCGACCCTCCCGGCCT---CCCG--CCTC--CGGG--CGGGTC-GGCGC
TCCom—mmeee GCGACCCTCCCGGCCT---CCCG--CCTC--CGGG--CGGGTC-GGCGC
TCC———————- GCGACCCTCCCGGCCT---CCCG--CCTC--CGGG--CGGGTC-GGCGC
TCC———————= GCGACCCTCCCGGCCT---CCCG--CCTC--CGGG--CGGGTC-GGCGC
TCC———————= GCGACCCTCCCGGCCT---CCCG--CCTC--CGGG--CGGGTC-GGCGC
TCCommmmeee GCGACCCTCCCGGCCT---CCCG--CCTC--CGGG--CGGGTC-GGCGC
TCC———————= GCGACCCTCCCGGCCT---CCCG--CCTC--CGGG--CGGGTC-GGCGC
TCC———=———= GCGACCCTCCCGGCCT---CCCG--CCTC--CGGG--CGGGTC-GGCGC
TCC———————= GCGACCCTCCCGGCCT---CCCG--CCTC--CGGG--CGGGTC-GGCGC
TCCommmmeee GCGACCCTCCCGGCCT---CCCG--CCTC--CGGG--CGGGTC-GGCGC
__________________ TCCCGGCCT---CCCG--CCCCCCCGGG--CGGGTC-GGCGC
CCC-———=——- GTGACCCTCCCGGCCT---CCCG--CCCCCCCGGG--CGGGTC-GGLGC
CCC-——————- GTGACCCTCCCGGCCT---CCCG--CCCCCCCGGG--CGGGTC-GGLGC
TCCommmme e GCGACCCTCCCGGCCT---CCCG--CCTC--CGGG--CGGGTC-GGCGC
CCC-——————- GTGACCCTCCCGGCCT---CCCG--CCCCCCCGGG--CGGGTC-GGLGC
CCC-——————- GTGACCCTCCCGGCCT---CCCG--CCCCCCCGGG--CGGGTC-GGLGC
CCC-——————- GTGACCCTCCCGGCCT---CCCG--CCCCCCCGGG--CGGGTC-GGLGC
CCC-—mm e GTGACCCTCCCGGCCT---CCCG--CCCCCCCGGG--CGGGTC-GGCGC
CCC-——————- GTGACCCTCCCGGCCT---CCCG--CCCCCCCGGG--CGGGTC-GGLGC
CCC-——————- GTGACCCTCCCGGCCT---CCCG--CCCCCCCGGG--CGGGTC-GGLGC
CCC-——————- GTGACCCTCCCGGCCT---CCCG--CCCCCCCGGG--CGGGTC-GGLGC
TCC-—mmmm—— GTGACCCTCCCGGCCT---CCCG--CCCC--CGGG--CGGGTC-GGCGC
TCC———————= GCGACACTCCCGGCCT---CCCG--CCTC--CGGG--CGGGTC-GGCGC
TCC———=———- GCGACCCTCCCGGCCT---CCCG--CCTC--CGGG--CGGGTC-GGCGC
TCC———=———= GCGACCCTCCCGGCCT---CCCG--CCTC--CGGG--CGGGTC-GGCGC
TCC———————= GCGACCCTCCCGGCCT---CCCG--CCTC--CGGG--CGGGTC-GGCGC
TCC——m—mm——— GCGACCCTCCCGGCCT---CCCG--CCTC--CGGG--CGGGTC-GGCGC
TCC———=———= GCGACCCTCCCGGCCT---CCCG--CCTC--CGGG--CGGGTC-GGCGC
TCC———=———= GCGACCCTCCCGGCCT---CCCG--CCTC--CGGG--CGGGTC-GGCGC
TCC———————= GCGACCCTCCCGGCCT---CC-G--CCTC--CGG---CGGGTC-GGCGC
TCC-—mmmm—— GCGACCCTCCCGGCCT---CCCG--CCTC--CGGG--CGGGTC-GGCGC
TCC———=———= GCGACCCTCCCGGCCT---CCCG--CCTC--CGGG--CGGGTC-GGCGC

TCCCCTGAAAAGGACGCCTCCCGGCCCGGACCGGACCCCCCGCGGGACCGGACCCGGLGL
TACCTTGGA--ACGGCCTACCCTGCCACGCCTTACCCTGGAACGGCTTACCCTGTAACGG
* * **

*kk *x

CCGCCGGAG--GAAACCAAACTCTATTTACACGACGTCTCTTCTGAGTGGCACAAGCAAA
CCGCCGGAG--GAAACCAAACTCTATTTACACGACGTCTCTTCTGAGTGGCACAAGCAAA
CCGCCGGAG--GAAACCAAACTCTATTTACACGACGTCTCTTCTGAGTGGCACAAGCAAA
CCGCCGGAG--GAAACCAAACTCTATTTACACGACGTCTCTTCTGAGTGGCACAAGCAAA
CCGCCGGAG--GAAACCAAACTCTATTTACACGACGTCTCTTCTGAGTGGCACAAGCAAA
CCGCCGGAG--GAAACCAAACTCTATTTACACGACGTCTCTTCTGAGTGGCACAAGCAAA
CCGCCGGAG--GAAACCAAACTCTATTTACACGACGTCTCTTCTGAGTGGCACAAGCAAA
CCGCCGGAG--GAAACCAAACTCTATTTACACGACGTCTCTTCTGAGTGGCACAAGCAAA
CCGCCGGAG--GAAACCAAACTCTATTTACACGACGTCTCTTCTGAGTGGCACAAGCAAA
CCGCCGGAG--GAAACCAAACTCTATTTACACGACGTCTCTTCTGAGTGGCACAAGCAAA
CCGCCGGAG--GAAACCAAACTCTATTTACACGACGTCTCTTCTGAGTGGCACAAGCAAA
CCGCCGGAG--GAAACCAAACTCTATTTACACGACGTCTCTTCTGAGTGGCACAAGCAAA
CCGCCGGAG--GAAACCAAACTCTATTTACACGACGTCTCTTCTGAGTGGCACAAGCAAA
CCGCCGGAG--GAAACCAAACTCTATTTACACGACGTCTCTTCTGAGTGGCACAAGCAAA
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CCGCCGGAG--GAAACCAAACTCTATTTACACGACGTCTCTTCTGAGTGGCACAAGCAAA
CCGCCGGAG--GAAACCAAACTCTATTTACACGACGTCTCTTCTGAGTGGCACAAGCAAA
CCGCCGGAG-GATAACCAAACTCTGATTTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAA
CCGCCGGAG-GATAACCAAACTCTGATTTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAA
CCGCCGGAG-GATAACCAAACTCTGATTTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAA
CCGCCGGAG-GATAACCAAACTCTGATTTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAA
CCGCCGGAG-GATAACCAAACTCTGATTTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAA
CCGCCGGAG-GATAACCAAACTCTGATTTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAA
CCGCCGGAG-GATAACCAAACTCTGATTTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAA
CCGCCGGAG-GATAACCAAACTCTGATTTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAA
CCGCCGGAG-GATAACCAAACTCTGATTTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAA
CCGCCGGAG-GATAACCAAACTCTGATTTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAA
CCGCCGGAG-GATAACCAAACTCTGATTTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAA
CCGCCGGAG-GATAACCAAACTCTGATTTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAA
CCGCCGGAG-GATAACCAAACTCTGATTTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAA
CCGCCGGAG-GATAACCAAACTCTGATTTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAA
CCGCCGGAG-GATAACCAAACTCTGATTTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAA
CCGCCGGAG-GATAACCAAACTCTGATTTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAA
CCGCCGGAG-GATAACCAAACTCTGATTTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAA
CCGCCGGAG-GATAACCAAACTCTGATTTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAA
CCGCCGGAG-GATAACCAAACTCTGATTTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAA
CCGCCGGAG-GATAACCAAACTCTGATTTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAA
CCGCCGGAG-GATAACCAAACTCTGATTTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAA
CCGCCGGAG-GATAACCAAACTCTGATTTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAA
CCGCCGGAG-GATAACCAAACTCTGATTTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAA
CCGCCGGAG-GATAACCAAACTCTGATTTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAA
CCGCCGGAG-GATAACCAAACTCTGATTTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAA
CCGCCGGAG-GATAACCAAACTCTGATTTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAA
CCGCCGGATTGATAACCAAACTCTGATTTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAA
CCGCCGGAG-GATAACCAAACTCTGATTTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAA
CCGCCGGAG-GATAACCAAACTCTGATTTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAA
CCGCCGGAG-GATAACCAAACTCTGATTTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAA
CCGCCGGAG-GATAACCAAACTCTGATTTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAA
CCGCCGGAG-GATAACCAAACTCTGATTTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAA
CCGCCGGAG-GATAACCAAACTCTGATTTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAA
CCGCCGGAG-GATAACCAAACTCTGATTTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAA
CCGCCGGAG-GATAACCAAACTCTGATTTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAA
CCGCCGGAG-GATAACCAAACTCTGATTTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAA
CCGCCGGAG-GATAACCAAACTCTGATTTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAA
CCGCCGGAG-GATAACCAAACTCTGATTTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAA
CCGCCGGAG-GATAACCAAACTCTGATTTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAA
CCGCCGGAG-GATAACCAAACTCTGATTTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAA
CCGCCGGAG-GATAACCAAACTCTGATTTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAA
CCGCCGGAG-GATAACCAAACTCTGATTTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAA
CCGCCGGAG-GATAACCAAACTCTGATTTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAA
CCGCCGGAG-GATAACCAAACTCTGATTTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAA
CCGCCGGAG-GATAACCAAACTCTGATTTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAA
CCGCCGGAG-GATAACCAAACTCTGATTTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAA
CCGCCGGAG-GATAACCAAACTCTGATTTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAA
CCGCCGGAG-GATAACCAAACTCTGATTTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAA
CCGCCGGAG-GATAACCAAACTCTATTGTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGCATAAGCAAA
CTGCCGGTG-GACTACCAAACTCTTGTTATTTTAT-TGTAATCTGAGCGTCTTATTTTAA

K hkkAhk Fkhdkhkhhkhkk * * * x Fkhkhk K *

-TAATTAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
-TAATTAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
-TAATTAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
-TAATTAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
-TAATTAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
-TAATTAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
-TAATTAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
-TAATTAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
-TAATTAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
-TAATTAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
-TAATTAAAACTTTTAACAACCGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
-TAATTAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
-TAATTAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
-TAATTAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
-TAATTAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
-TAATTAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
-TAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
-TAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
-TAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
-TAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
-TAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
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-TAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
-TAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
-TAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
-TAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
-TAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
-TAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
-TAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
-TAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
-TAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
-TAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
-TAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
-TAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
-TAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
-TAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
-TAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
-TAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
-TAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
-TAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
-TAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
-TAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
-TAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
-TAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
-TAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
-TAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
-TAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
-TAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
-TAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
-TAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
-TAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
-TAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
-TAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
-TAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
-TAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
-TAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
-TAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
-TAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
-TAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
-TAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
-TAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
-TAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
-TAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
-TAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
-TAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
ATAATCAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
TAAGTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
* *

ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
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ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT

GCGCTCGCCAGCATTC-TGGCGAGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCAC
GCGCTCGCCAGCATTC-TGGCGAGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCAC
GCGCTCGCCAGCATTC-TGGCGAGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCAC
GCGCTCGCCAGCATTC-TGGCGAGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCAC
GCGCTCGCCAGCATTC-TGGCGAGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCAC
GCGCTCGCCAGCATTC-TGGCGAGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCAC
GCGCTCGCCAGCATTC-TGGCGAGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCAC
GCGCTCGCCAGCATTC-TGGCGAGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCAC
GCGCTCGCCAGCATTC-TGGCGAGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCAC
GCGCTCGCCAGCATTC-TGGCGAGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCAC
GCGCTCGCCAGCATTC-TGGCGAGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCAC
GCGCTCGCCAGCATTC-TGGCGAGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCAC
GCGCTCGCCAGCATTC-TGGCGAGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCAC
GCGCTCGCCAGCATTC-TGGCGAGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCAC
GCGCTCGCCAGCATTC-TGGCGAGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCAC
GCGCTCGCCAGCATTC-TGGCGAGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCAC
GCGCCCGCCAGCATTC-TGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTC
GCGCCCGCCAGCATTC-TGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTC
GCGCCCGCCAGCATTC-TGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTC
GCGCCCGCCAGCATTC-TGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTC
GCGCCCGCCAGCATTC-TGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTC
GCGCCCGCCAGCATTC-TGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTC
GCGCCCGCCAGCATTC-TGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTC
GCGCCCGCCAGCATTC-TGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTC
GCGCCCGCCAGCATTC-TGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTC
GCGCCCGCCAGCATTC-TGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTC
GCGCCCGCCAGCATTC-TGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTC
GCGCCCGCCAGCATTC-TGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTC
GCGCCCGCCAGCATTC-TGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTC
GCGCCCGCCAGCATTC-TGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTC
GCGCCCGCCAGCATTC-TGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTC
GCGCCCGCCAGCATTC-TGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTC
GCGCCCGCCAGCATTC-TGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTC
GCGCCCGCCAGCATTC-TGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTC
GCGCCCGCCAGCATTC-TGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTC
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GCGCCCGCCAGCATTC-TGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTC
GCGCCCGCCAGCATTC-TGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTC
GCGCCCGCCAGCATTC-TGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTC
GCGCCCGCCAGCATTC-TGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTC
GCGCCCGCCAGCATTC-TGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTC
GCGCCCGCCAGCATTC-TGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTC
GCGCCCGCCAGCATTC-TGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTC
GCGCCCGCCAGCATTC-TGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTC
GCGCCCGCCAGCATTC-TGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTC
GCGCCCGCCAGCATTC-TGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTC
GCGCCCGCCAGCATTC-TGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTC
GCGCCCGCCAGCATTC-TGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTC
GCGCCCGCCAGCATTC-TGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTC
GCGCCCGCCAGCATTC-TGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTC
GCGCCCGCCAGCATTC-TGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTC
GCGCCCGCCAGCATTC-TGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTC
GCGCCCGCCAGCATTC-TGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTC
GCGCCCGCCAGCATTC-TGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTC
GCGCCCGCCAGCATTC-TGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTC
GCGCCCGCCAGCATTCCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTC
GCGCCCGCCAGCATTC-TGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTC
GCGCCCGCCAGCATTC-TGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTC
GCGCCCGCCAGCATTC-TGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTC
GCGCCCGCCAGCATTC-TGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTC
GCGCCCGCCAGCATTC-TGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTC
GCGCCCGCCAGCATTC-TGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTC
GCGCCCGCCAGCATTC-TGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTC
GCGCCCGCCAGCATTC-TGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTC
GCGCCCGCCAGCATTC-TGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTC
GCGCCCGCCAGCATTC-TGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTC
GCGCCCATTAGTATTC-TAGTGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTTAAGCCT

*hkkhk X E EE

CGCTTGGTTTTGGGGCCCCACGGCA-—————=— CACGTGGGCCCTTAAAGGTAGTGGCGGA
CGCTTGGTTTTGGGGCCCCACGGCA-—————— CACGTGGGCCCTTAAAGGTAGTGGCGGA
CGCTTGGTTTTGGGGCCCCACGGCA-—————— CACGTGGGCCCTTAAAGGTAGTGGCGGA
CGCTTGGTTTTGGGGCCCCACGGCA-—————— CACGTGGGCCCTTAAAGGTAGTGGCGGA
CGCTTGGTTTTGGGGCCCCACGGCA-—————~— CACGTGGGCCCTTAAAGGTAGTGGCGGA
CGCTTGGTTTTGGGGCCCCACGGCA-—————— CACGTGGGCCCTTAAAGGTAGTGGCGGA
CGCTTGGTTTTGGGGCCCCACGGCA-—————— CACGTGGGCCCTTAAAGGTAGTGGCGGA
CGCTTGGTTTTGGGGCCCCACGGCA-————-— CACGTGGGCCCTTAAAGGTAGTGGCGGA
CGCTTGGTTTTGGGGCCCCACGGCA-—————~— CACGTGGGCCCTTAAAGGTAGTGGCGGA
CGCTTGGTTTTGGGGCCCCACGGCA-—————— CACGTGGGCCCTTAAAGGTAGTGGCGGA
CGCTTGGTTTTGGGGCCCCACGGCC——=-—-= GACGTGGGCCCTTAAAGGTAGTGGCGGA
CGCTTGGTTTTGGGGCCCCACGGCC——————~ GACGTGGGCCCTTAAAGGTAGTGGCGGA
CGCTTGGTTTTGGGGCCCCACGGCA-—————~— CACGTGGGCCCTTAAAGGTAGTGGCGGA
CGCTTGGTTTTGGGGCCCCACGGCA-—————- CACGTGGGCCCTTAAAGGTAGTGGCGGA
CGCTTGGTTTTGGGGCCCCACGGCA-————-— CACGTGGGCCCTTAAAGGTAGTGGCGGA
CGCTTGGTTTTGGGGCCCCACGGCA-————-— CACGTGGGCCCTTAAAGGTAGTGGCGGA
TGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCT —————-~ GATGTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGA
TGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCT ——————-~ GATGTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGA
TGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCT————--- GATGTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGA
TGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCT ————--- GATGTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGA
TGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCT ————--- GATGTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGA
TGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCT —————-~ GATGTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGA
TGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCT————--- GATGTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGA
TGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCT————--- GATGTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGA
TGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCT ————--- GATGTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGA
TGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCT ——————-~ GATGTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGA
TGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCT————--- GATGTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGA
TGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCT ————--- GATGTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGA
TGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCT ————--- GATGTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGA
TGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCT —————-~ GATGTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGA
TGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCT————--- GATGTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGA
TGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCT————--- GATGTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGA
TGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCT ————--- GATGTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGA
TGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCT ——————-~ GATGTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGA
TGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCT————--- GATGTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGA
TGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCT————--- GATGTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGA
TGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCT ————--- GATGTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGA
TGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCT —————-~ GATGTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGA
TGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCT————--- GATGTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGA
TGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCT————--- GATGTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGA
TGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCT ————--- GATGTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGA

TGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCT ————--- GATGTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGA
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TGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCT ————-—-- GATGTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGA
TGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCT————--- GATGTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGA
TGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCT————--- GATGTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGA
TGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCC-———--- GATGTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGA
TGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCT ————-—-- GATGTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGA
TGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCT————--- GATGTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGA
TGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCT————--- GATGTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGA
TGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCT ————--- GATGTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGA
TGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCT ————-—-- GATGTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGA
TGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCT————--- GATGTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGA
TGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCT————--- GATGTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGA
TGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCT ————--- GATGTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGA
TGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCT ————-—-- GATGTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGA
TGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCC————--- GATGTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGA
TGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCC————--- GATGTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGA
TGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCC————--- GATGTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGA
TGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCC-———-—- GATGTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGA
TGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCC————--- GATGTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGA
TGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCC————--- GATGTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGA
TGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCC————--- GATGTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGA
TGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCC————-—-- GATGTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGA
TGCTTGGTGTTGGGGCCCTACAGCC-———--- GATGTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGA
TGCTTGGTGTTGGGGCTCTACGGTC————--- GACGTAGGCCCTCAAAGGTAGTGGCGGA

AGCTTAGTGTTGGGAGCCTACTGCTTTTGCTAGCTGTAGCTCCTGAAATACAACGGCGGA

Kkhk Kk Kkkokk * hk K E Kkk hkk * Fkhkhk

CCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAAC-TAACGTCTCGCACTGG----GATTCGGAGG
CCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAAC-TAACGTCTCGCACTGG----GATTCGGAGG
CCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAAC-TAACGTCTCGCACTGG----GATTCGGAGG
CCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAAC-TAACGTCTCGCACTGG----GATTCGGAGG
CCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAAC-TAACGTCTCGCACTGG----GATTCGGAGG
CCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAAC-TAACGTCTCGCACTGG----GATTCGGAGG
CCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAAC-TAACGTCTCGCACTGG----GATTCGGAGG
CCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAAC-TAACGTCTCGCACTGG----GATTCGGAGG
CCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAAC-TAACGTCTCGCACTGG----GATTCGGAGG
CCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAAC-TAACGTCTCGCACTGG----GATCCGGAGG
CCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAAC-TAACGTCTCGCACTGG----GATCCGGAGG
CCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAAC-TAACGTCTCGCACTGG----GATCCGGAGG
CCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAAC-TAACGTCTCGCACTGG----GATCCGGAGG
CCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAAC-TAACGTCTCGCACTGG----GATCCGGAGG
CCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAAC-TAACGTCTCGCACTGG----GATCCGGAGG
CCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAAC-TAACGTCTCGCACTGG----GATCCGGAGG
CCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGG----GATCCGGAGG
CCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGG----GATCCGGAGG
CCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGG----GATCCGGAGG
CCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGG----GATCCGGAGG
CCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGG----GATCCGGAGG
CCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGG----GATCCGGAGG
CCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGG----GATCCGGAGG
CCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGG----GATCCGGAGG
CCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGG----GATCCGGAGG
CCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGG----GATCCGGAGG
CCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGG----GATCCGGAGG
CCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGG----GATCCGGAGG
CCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGG----GATCCGGAGG
CCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGG----GATCCGGAGG
CCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGG----GATCCGGAGG
CCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGG----GATCCGGAGG
CCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGG----GATCCGGAGG
CCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGG----GATCCGGAGG
CCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGG----GATCCGGAGG
CCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGG----GATCCGGAGG
CCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGG----GATCCGGAGG
CCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGG----GATCCGGAGG
CCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGG----GATCCGGAGG
CCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGG----GATCCGGAGG
CCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGG----GATCCGGAGG
CCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGG----GATCCGGAGG
CCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGG----GATCCGGAGG
CCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGG----GATCCGGAGG
CCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGG----GATCCGGAGG
CCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGG----GATCCGGAGG
CCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGG----GATCCGGAGG
CCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGG----GATCCGGAGG
CCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGG----GATCCGGAGG

325
370
357
396
412
416
416
416
414
414
430
426
397
401
396
401
401
401
413
394
401
401
431
366

386
477
479
478
478
491
493
478
478
460
491
517
490
479
468
487
483
468
483
484
481
484
484
470
470
469
468
483
470
470
470
469
468
468
468
468
466
446
462
459
390
390
381
426
413
452
468
472
472
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AF272779
AJ536229
AY188931
DQ868499
AY188930
AY188928
AY188926
C1
AJ313178
AY188929
AY188927
M7
DQ812938Pestalotia

M1
M37
M35
M32
M36
M33
M31
M2
M34
AY770557
AF272787
DQ286123
M40
M38
c2
M39
M13
M16
M21
M1l
M5
M6
M19
M22
M26
M18
M4
M10
M27
M28
M29
M15
M30
M25
M24
M20
M3
M9
M17
M8
M12
M14

AF272779
AJ536229
AY188931

CCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGG----GATCCGGAGG
CCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGG----GATCCGGAGG
CCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGG----GATCCGGAGG
CCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGG----GATCCGGAGG
CCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGG----GATCCGGAGG
CCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGG----GATCCGGAGG
CCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGG----GATCCGGAGG
CCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGG----GATCCGGAGG
CCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGG----GATCCGGAGG
CCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGG----GATCCGGAGG
CCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGG----GATCCGGAGG
CCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGG----GATCCGGAGG
CCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGG----GATCCGGAGG
CCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGG----GATCCGGAGG
CCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCGCACTGG----GATCCGGAGG
CCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACATTTCGTCTCGCACTGG----GATCCGGAGG
TCTG--CGATATCCTCTGAGCGTAGTAAATTTTTATCTCGCTTTTGACTGGAGTTGCAGC
*

**x * **x ECE = * = * * *k * Kk

GACTCTTGCCGTAAAACCCCCAAATTTTTTACAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATAC
GACTCTTGCCGTAAAACCCCCAAATTTTTTACAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATAC
GACTCTTGCCGTAAAACCCCCAAATTTTTTACAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATAC
GACTCTTGCCGTAAAACCCCCAAATTTTTTACAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATAC
GACTCTTGCCGTAAAACCCCCAAATTTTTTACAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATAC
GACTCTTGCCGTAAAACCCCCAAATTTTTTACAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATAC
GACTCTTGCCGTAAAACCCCCAAATTTTTTACAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATAC
GACTCTTGCCGTAAAACCCCCAAATTTTTT—==————— === e e m e ——
GACTCTTGCCGTAAAACCCCCAAATTTTTTACAGGGAGACCTCGGATCAGGTAGGAATAC
GACTCTTGCCGTAAAACCCCCAAATTTTTTACAGG-—========——————— o ———
GACTCTTGCCGTTAAACCCCCAAATTCTTTACAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATAC
GACTCTTGCCGTTAAACCCCCAAATTCTTTACAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATAC
GACTCTTGCCGTAAAACCCCCCAATTCTTTACAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATAC
GACTCTTGCCGTAAAACCCCCCAATTCTTTACAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATAC
GACTCTTGCCGTAAAACCCCCCAATTCTTTACAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATAC
GACTCTTGCCGTAAAACCCCCCAATTCTTTACAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATAC
GACTCTTGCCGTAAAACCCCCCAATTTTCCAAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATAC
GACTCTTGCCGTAAAACCCCCCAATTTTCCAAA-———————— e
GACTCTTGCCGTAAAACCCCCCAATTTTCCAAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATAC
GACTCTTGCCGTAAAACCCCCCAATTTTCCAAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATAC
GACTCTTGCCGTAAAACCCCCCAATTTTCCAAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATAC
GACTCTTGCCGTAAAACCCCCCAATTTTCCAAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATAC
GACTCTTGCCGTAAAACCCCCCAATTTTCCAAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATAC
GACTCTTGCCGTAAAACCCCCCAATTTTCCAAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATAC
GACTCTTGCCGTAAAACCCCCCAATTTTCCAAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATAC
GACTCTTGCCGTAAAACCCCCCAATTTTCCAAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATAC
GACTCTTGCCGTAAAACCCCCCAATTTTCCAAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATAC
GACTCTTGCCGTAAAACCCCCCAATTTTCCAAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATAC
GACTCTTGCCGTAAAACCCCCCAATTTTCCAAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATAC
GACTCTTGCCGTAAAACCCCCCAATTTTCCAAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATAC
GACTCTTGCCGTAAAACCCCCCAATTTTCCAAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATAC
GACTCTTGCCGTAAAACCCCCCAATTTTCCAAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATAC
GACTCTTGCCGTAAAACCCCCCAATTTTCCAAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATAC
GACTCTTGCCGTAAAACCCCCCAATTTTCCAAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATAC
GACTCTTGCCGTAAAACCCCCCAATTTTCCAAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATAC
GACTCTTGCCGTAAAACCCCCCAATTTTCCAAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATAC
GACTCTTGCCGTAAAACCCCCCAATTTTCCAAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATAC
GACTCTTGCCGTAAAACCCCCCAATTTTCCAAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATAC
GACTCTTGCCGTAAAACCCCCCAATTTTCCAAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATAC
GACTCTTGCCGTAAAACCCCCCAATTTTCCAAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATAC
GACTCTTGCCGTAAAACCCCCCAATTTTCCAAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATAC
GACTCTTGCCGTAAAACCCCCCAATTTTCCAAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATAC
GACTCTTGCCGTAAAACCCCCCAATTTTCCAAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATAC
GACTCTTGCCGTAAAACCCCCCAATTTTCCAAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATAC
GACTCTTGCCGTAAAACCCCCCAATTTTCCAAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATAC
GACTCTTGCCGTAAAACCCCCCAATTTTCCAAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATAC
GACTCTTGCCGTAAAACCCCCCAATTTTCCAAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATAC
GACTCTTGCCGTAAAACCCCCCAATTTTCCAAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATAC
GACTCTTGCCGTAAAACCCCCCAATTTTCCAAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATAC
GACTCTTGCCGTAAAACCCCCCAATTTTCCAAAGGGTGACCTCGGATCAGGTAGGAATAC
GACTCTTGCCGTAAAACCCCCCAATTTTCCAAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATAC
GACTCTTGCCGTAAAACCCCCCAATTTTCCAAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATAC
GACTCTTGCCGTAAAACCCCCCAATTTTCCAAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATAC
GACTCTTGCCGTAAAACCCCC-AATTTTCCAAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATAC
GACTCTTGCCGTAAAACCCCCCAATTTTCC——=—==———— == ——
GACTCTTGCCGTAAAACCCCCCAATTTTCCAAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATAC

472
470
470
486
482
453
457
452
457
457
457
469
450
457
457
487
424

446
537
539
538
538
551
553
508
538
495
551
577
550
539
528
547
543
501
543
544
541
544
544
530
530
529
528
543
530
530
530
529
528
528
528
528
526
506
522
519
450
450
441
486
473
512
528
532
532
532
530
530
546
541
483
517
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DQ868499

AY188930

AY188928

AY188926

C1

AJ313178

AY188929

AY188927

M7
DQ812938Pestalotia

M1
M37
M35
M32
M36
M33
M31
M2
N34
AY770557
AF272787
DQ286123
M40
M38
c2
M39
M13
M16
M21
M11
M5
M6
M19
M22
M26
M18
M4
M10
M27
28
M29
M15
M30
M25
M24
M20
M3
M9
M17
M8
M12
M14

AF272779
AJ536229
AY188931
DQ868499
AY188930
AY188928
AY188926
c1

AJ313178
AY188929

GACTCTTGCCGTAAAACCCCCCAATTTTCCAAAG-—————————————————— - ——
GACTCTTGCCGTAAAACCCCCCAATTTTCCAAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATAC
GACTCTTGCCGTAAAACCCCCCAATTTTCCAAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATAC
GACTCTTGCCGTAAAACCCCCCAATTTTCCAAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATAC
GACTCTTGCCGTAAAACCCCCCAATTTTCCAAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATAC
GACTCTTGCCGTAAAACCCCCCAATTTTCCAA-———— === mm e
GACTCTTGCCGTAAAACCCCCCAATTTTCCAAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATAC
GACTCTTGCCGTAAAACCCCCCAATTTTCCAAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATAC
GACTCTTGCCGTAAAACCCCCCAATTTTCCAAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATAC
GTCTTTGGCCGCTAAATCCCCCAATTTTT-AATGGTTGACCTCGG--—==-========——

* Kk X E

CCGCTGAACTTAAGCATAT———————————————— 465
CCGCTGAACTTAAGCATATA-——=——————————— 557
CCGCTGAACTTAAGCATATCATTAA-————————-— 564
CCGCTGAACTTAAGCATATCA-————————————= 559
CCGCTGAACTTAAGCATATCA-————————————- 559
CCGCTGAACTTAAGCATATCA-————————————— 572
CCGCTGAACTTAAGCATATCA-————————————— 574
CCe—————— 541
CCG-———— e 554
CCGCTGAACTTAAGCATAT——===——————————— 596
CCGCTGAACTTAAGCATATC-——======—————= 570
CCGCTGAACTTAAGCATATCA-————————————— 560
CCGCTGAACTTAAGCATATCA-————————————— 549
CCGCTGAACTTAAGCATATCA-————————————— 568
CCGCTG—=====—= == 549
CCGCTGAACTTAAGCATATC————==—=——————— 563
CCGCTGAACTTAAGCATATCAATTA-————————- 569
CCGCTGAACTTAAGCATATC——==—==———————= 561
CCGCTGAACTTAAGCATATCA-————————————— 565
CCGCTGAACTTAAGCATATC———===———=————— 564
CCGCTGAACTTAAGCATATC-—————————————— 550
CCGCTGAACTTAAGCATATC———=—===——————= 550
CCGCTGAACTTAAGCATATC——————————————— 549
CCGCTGAACTTAAGCATAT—————=—————————— 547
CCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAAGCGGAGG-- 576
CCGCTGAACTTAAGCATATCA-————————————= 551
CCGCTGAACTTAAGCATATCA-————————————— 551
CCGCTGAACTTAAGCATATCA-————————————— 551
CCGCTGAACTTAAGCATATCA-————————————— 550
CCGCTGAACTTAAGCATATCA-——————=—————=— 549
CCGCTGAACTTAAGCATATCA-————————————— 549
CCGCTGAACTTAAGCATATCA-————————————— 549
CCGCTGAACTTAAGCATATCA-————————————— 549
CCGCTGAACTTAAGCATATC-—————————————— 546
CCGCTGAACTTAAGCATATC——=====———————— 526
CCGCTGAACTTAAGCATATCAATTAAGCGGAGGAA 557
CCGCTGAACTTAAGCATATCA-————————————— 540
CCGCTGAACTTAAGCATATCAATAA-————————— 475
CCGCTGAACTTAAGCATATCAATAA-————————— 475

CCGCTGAACTTAAGCATATCAATAA-GCGGAGGAA 475
CCGCTGAACTTAAGCATATCAATAA-GCGGAGGAA 520
CCGCTGAACTTAAGCATATCAAT———————————- 496
CCGCTGAACTTAAGCATATCAATAA-GCGGAGGA- 545
CCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAAGCGGAGG-- 561
CCGCTGAACTTAAGCATATCAATTAAGCGGAGG-- 565
CCGCTGAACTTAAGCATATCAATTAAGAGGAGGA- 566
CCGCTGAACTTAAGCATATCATTAAGAGGAGG--- 564
CCGC-—————— 534
CCGCTGAACTTAAGCATATCA-————————————— 551
CCGCTGAACTTAAGCATATCAATTAAGCGGAGGAA 581
CCGCTGAACTTAAGCATATCAATAA-GCGGAGGA- 574

o 521
0 521
00 521
0 521
CCGCTGAACTTAAGCATATCA-—————————— == 550
0 521

517
517
517
529
482
517
517
547
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ANEXO 5

5 BLASTn - NCBI

O site utilizado para acessar o GenBank, usando o programa Blast, do NCBI foi o

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/. Todas as seqiiéncias foram colocadas juntas no local

indicado pela fecha. Apds € s6 clicar no “BLAST!”. E depois clicar em “FORMAT!”.

nucleotide-nucleotide B L A S T

Retrieve results for an RID)

- -
<> NCBI

Nucleotide

Protein Translations

———re

[ A
CCTCCCCTCCCGHCGCEGECCOCE RECACGEGGGACGEEGCGCCCGCCGEAGGRARCCRR (=]
Search  ACTCTATTTACACGACGTCTCTTCTGAGTGGCACAAGCARAT AL TTARRARCTITTARCA
ACGGATCTCTTOGTTCTGGCATCGATGRAGAACGC AGCGALATCCGATAACTAATGTGA
ATTGCAGALTTC AGTGALTCATCORATCTTTOARCGCACATTGCGCTCGCCRGCATTCT &

Set subsequence From: To:

(O Human genamic plus transeript
: . HEW Two new Human and Mouse databases
. & dus tr t
Choose datsbase O Mouse genomdc plus transerip combine genomic plus transcript alignments in
(%) Others (o ete): a single report, You can also choose from
Others to use nr or an existing database.
est_others M

o (D~ D D

\.

—

Options for advanced blastng

Lumt by entrez i
query ot select fram] Al Organisms |_

(<]
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Resultado da analise de uma das seqiiéncias feita no Blasty:

results of BLAS T

BLASTN 2.2.15 [Oct-15-2006]

Reference:

Altschul, Stephen F., Thomas L. Madden, Alejandro A. Schaffer,
Jinghui Zhang, Zheng Zhang, Webb Miller, and David J. Lipman
(1997), "Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of

protein database search programs'™, Nucleic Acids Res. 25:3389-3402.

RID: 1169491494-6499-121451750807 .BLASTQ4

Database: All GenBank+EMBL+DDBJ+PDB sequences (but no EST, STS,
GSS,environmental samples or phase 0, 1 or 2 HTGS sequences)
4,885,575 sequences; 19,573,480,972 total letters

IT you have any problems or questions with the results of this search
please refer to the BLAST FAQs

Taxonomy reports

Query= M1
Length=465

Distribution of 100 Blast Hits on the Query Sequence

Mouse-over to show defline and scores, click to show ahgrniments

Color key for alignment scores

<40 40-50 50-80 £0-200 >=200
Qu e ry
uen I I 1 I I 1
0 S0 180 270 360 450

Score E



Sequences producing significant alignments:

gi | 116175377 | emb | AM404289.1]

Glomerella acutat

gi | 116175376 | emb | AM404288 .1 |

Glomerella acutat

gi | 116175375 | emb | AM404287 . 1|

Glomerella acutat

gi |116175374 | emb | AM404286 .1 |

Glomerella acutat

gi | 116175373 | emb | AM404285 1|

Glomerella acutat

gi |116175372|emb | AM404284 _1 |

Glomerella acutat

gi | 116175371 |emb | AM404283 1|

Glomerella acutat

gi |116175370 ] emb | AM404282 .1 |

Glomerella acutat

gi | 116175369 | emb | AM404281 .1 |

Glomerella acutat

gi | 116175368 emb | AM404280.1 |

Glomerella acutat

gi 116175366 | emb | AM404278.1

Glomerella acutat

116175365 emb | AM404277 .1

gi | 116175364 | emb | AM404276 1|

acutat
acutat

Glomerella
Glomerella

gi | 116175363 | emb | AM404275 .1 |

i |96776131]dbj |[AB219041 .1
i |96776105]dbj | AB219037.1|
i | 96776075 dbj | AB219033.1|
i | 96776067 |dbj | AB219032.1|
i | 96776061 |dbj | AB219031.1|
i |96776029]dbj | AB219026.1|
i | 96775988 dbj | AB219020.1 |
i | 31789268 gb |AY266405.1]
i | 66990185 | emb |AJ749679.1|
gi | 67043903 gb | DQ062670.1]
i |62903176 | gb|DQ003133.1]
i |62903166 | gb | DQ003123.1]
i |62903165|gb | DQ003122.1]
gi | 62903164 |gb | DQ003121 .1
i |62903162 | gb | DQ003119.1]
gi | 55833116 | gb|AY818361.1]
i | 24459953 dbj | AB042301.1|

gi 17426667 |emb|AJ301964.1]CAC301964

acutat
acutata
acutata
acutata
acutata
acutata

Glomerella
Glomerella
Glomerella
Glomerella
Glomerella
Glomerella
Glomerella acutata
Glomerella acutata

Glomerella acutata

a 18S
a 18S
a 18S
a 18S
a 18S
a 18S
a 18S
a 18S
a 18S
a 18S
a 18S
a 18S
a 18S
a 18S
genes
genes
genes
genes
genes
genes
genes
strain

rRNA
rRNA
rRNA
rRNA
rRNA
rRNA
rRNA
rRNA
rRNA
rRNA
rRNA
rRNA
rRNA
rRNA
for
for
for
for
for
for
for

gen
gen
gen
gen
gen
gen
gen
gen
gen
gen
gen
gen
gen
gen
18S
18S
18S
18S
18S
18S
18S

G2 inter...

e...
e...
e...
e...
e...
e...
e...
e...
e...
e...
e...
e...
e...
e...

Colletotrichum acutatum ITS1, 5.8...
18S ribosomal
strain ANE-25A ...
strain TUT137A ...

acutata
acutata
acutata
acutata
acutata
acutata
acutata

Glomerella
Glomerella
Glomerella
Glomerella
Glomerella
Glomerella
Glomerella

strain Mil-

11

R...

n...

strain ALM-9-US. ..

strain 216
isolate SA

int
0-1

Glomerella acutata genes for 18S

Colletotr

gi | 17426655 | emb |AJ301951 .1 | CAC301951

Colletotr

i | 17426654 | emb | AJ301950. 1| CAC301950

Colletotr

gi | 17426636 | emb |AJ301932.1 | CAC301932

Colletotr

gi | 17426626 | emb |AJ301922 .1 | CAC301922

Colletotr

gi | 23477056 | emb ] AJ300558.. 1| CSP300558

Colletotr

i | 82799382 gb|DQ286130.1]
i |62903173]gb|DQ003130.1]
gi |96776125|dbj |AB219040.1]
i | 27884443 | gb|AF272783.1]
i | 27884442 | gb|AF272782.1]
i |83316234|gb|DQ300348.1]
i | 66990182 | emb |AJ749676.1]

ichum
ichum
ichum
ichum
ichum
ichum

acutatum
acutatum
acutatum
acutatum
acutatum ..
sp. TNOS3. ..

e...

Glomerella acutata strain MEP1534 ...
Glomerella acutata strain ANE-27A ...
Glomerella acutata genes for 18S ...

Glomerella acutata
Glomerella acutata

i | 96776024 |dbj | AB219025.1 |
i | 96776016 |dbj | AB219024 .1 |
gi | 28076682 | gb | AF489564. 1
i | 28076680 | gb | AF489562. 1
gi | 24459964 | dbj |AB042312.1]
gi | 24459959 | dbj | AB042307.1|
gi | 24459958 | dbj | AB042306. 1]
i |62903144 | gb | DQ003101.1]

Glomerella acutata
Glomerella acutata

gi | 38606384 | gbJAY376507.1]
i | 38606383 gb | AY376506.1]
gi | 38606382 | gb | AY376505. 1]
gi | 38606381 |gb|AY376504 . 1]
gi | 38606380 | gb | AY376503. 1]
i |82799371|gb|DQ286119.1]
i |66990184 | emb |AJ749678.1]
gi | 27884444 | gb|AF272784 .1

i | 17426683

Glomerella acutata
Glomerella acutata
Glomerella acutata
Glomerella acutata
Glomerella acutata

Glomerella acutata

isolate

IMI12231. ..

isolate ANE HV8. ..
Colletotrichum sp. SMO3 internal t...
Colletotrichum acutatum ITS1, 5.8...
gi|17426625]emb]AJ301921.1]CAC301921 Colletotrichum acutatum ...
gi 17426624 |emb|AJ301920.1|CAC301920 Colletotrichum acutatum ...
Glomerella acutata genes for 18S ...
Glomerella acutata genes for 18S ...
isolate Cha-s 1...
isolate 1267b 1...
Colletotrichum carthami gene for ...
Colletotrichum carthami gene for ...
Colletotrichum carthami gene for ...
Glomerella acutata strain TUT5954 ...
gi 9716376 gb|AF207794.1|AF207794 Colletotrichum acutatum TUT...
strain STE-U 44...
strain STE-U 44...
strain STE-U 44. ..
strain STE-U 44...
strain STE-U 44...
Colletotrichum lupini strain AR282...
Colletotrichum acutatum ITS1, 5.8...
isolate STR3 i

n...

emb]AJ301982.1]CAC301982 Colletotrichum acutatum ...

gi]17426682]|emb|AJ301981.1|CAC301981 Colletotrichum acutatum ...

(Bits)

922
922
922
922
922
922
922
922
922
922
922
922
922
922
922
922
922
922
922
922
922
922
922
922
922
922
922
922
922
922
922
922
922
922
922
922
922
920
918
914
914
914
914
906
902
902
898
898
898
898
898
898
898
894
894
892
892
892
892
892
890
890
890
890
890
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gi |17426676]emb]AJ301975.1]CLU301975 Colletotrichum lupini 18... 890
gi]17426669]emb]AJ301968.1]|CLU301968 Colletotrichum lupini 18... 890
gi]17426653]emb]AJ301949.1]CAC301949 Colletotrichum acutatum ... 890
gi]17426630]emb]AJ301926.1|CAC301926 Colletotrichum acutatum ... 890
gi 17426620 emb]|AJ301916.1|CLU301916 Colletotrichum lupini 18... 890
gi]23477059]|emb]AJ300561.1]CSP300561 Colletotrichum sp. TNOS3... 890
gi|82799384]gh]DQ286132.1] Glomerella acutata strain ATCC 568. .. 882
gi]82799375|gb|DQ286123.1] Glomerella acutata strain ATCC MYA... 882
gi|82799373]gh|DQ286121.1] Glomerella acutata strain ATCC MYA... 882
gi 116175367 |emb|]AM404279.1] Glomerella acutata 18S rRNA gene... 882
gi]96776112]dbj |AB219038.1] Glomerella acutata genes for 18S ... 882
gi 96776098 |dbj |AB219036.1] Glomerella acutata genes for 18S ... 882
gi |96776082]dbj |AB219034.1] Glomerella acutata genes for 18S ... 882

1]96776047]|dbj JAB219029.1 Glomerella acutata genes for 18S ... 882
gi]96776040|dbj |AB219028.1] Glomerella acutata genes for 18S ... 882
gi |96776035]dbj |AB219027.1] Glomerella acutata genes for 18S ... 882
gi]96776009|dbj |AB219023.1] Glomerella acutata genes for 18S ... 882
gi |96776002]dbj |AB219022.1] Glomerella acutata genes for 18S ... 882
gi 96775994 |dbj |AB219021.1] Glomerella acutata genes for 18S ... 882
gi|74182860]dbj |AB233349.1] Glomerella acutata genes for 5.8S... 882
gi]74182858|dbj|AB233347.1] Glomerella acutata genes for 5.8S... 882
gi|74182855]dbj |AB233344.1] Glomerella acutata genes for 5.8S... 882
gi]74182852|dbj|AB233341.1] Glomerella acutata genes for 5.8S... 882
gi |66990199]emb]AJ749694.1] Colletotrichum acutatum ITS1, 5.8... 882
gi 66990183 |emb|AJ749677.1] Colletotrichum acutatum I1TS1, 5.8._.. 882
gi |66990181]emb]AJ749673.1] Colletotrichum acutatum ITS1, 5.8... 882
gi]66990180]emb|AJ749672.1] Colletotrichum acutatum I1TS1, 5.8... 882
gi|66990179]emb]AJ749671.1] Colletotrichum acutatum ITS1, 5.8... 882
gi]62903169]gb|DQ003126.1] Glomerella acutata strain APPY3 in... 882
gi |62903168]gb]DQ003125.1] Glomerella acutata strain 2.7.15 i... 882
gi]62903167]|gb|DQ003124.1] Glomerella acutata strain 1.4.57 i... 882
gi |62903163]gh]DQ003120.1] Glomerella acutata strain 5.7.52 i... 882
gi]28076685|gb|AF489567.1] Glomerella acutata isolate Myrtill. .. 882
gi |28076684|gb]AF489566.1] Glomerella acutata isolate F3c 18S... 882
Qi ]27884446|gb|AF272786.1] Glomerella acutata isolate PCN5 in... 882

. gi | 116175377 | emb | AM404289.1|

rRNA gene, 28S

rRNA gene (partial), ITS1 and I1TS2, isolate SM957
Length=601
Score = 922 bits (465), Expect = 0.0

Identities = 465/465 (100%), Gaps = 0/465 (0%)

Strand=Plus/Plus

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

1

117

61

177

121

237

181

297

241

357

CCTCCCCTCCCGGCGCCGGCCCCCACCACGGGGACGGGGCGCCCGCCGGAGGAAACCAAA

R e e e e e et
CCTCCCCTCCCGGCGCCGGCCCCCACCACGGGGACGGGGCGCCCGCCGGAGGAAACCAAA

CTCTATTTACACGACGTCTCTTCTGAGTGGCACAAGCAAATAATTAAAACTTTTAACAAC

IR e e e e e e e e e e et
CTCTATTTACACGACGTCTCTTCTGAGTGGCACAAGCAAATAATTAAAACTTTTAACAAC

GGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATT

R e e et e e e e e e e e e e e e el
GGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATT

GCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCTCGCCAGCATTCTGGCG

LR NNy
GCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCTCGCCAGCATTCTGGCG

AGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCACCGCTTGGTTTTGGGGCCCCACG

FEEERRELR R e e e e e e e e e e e el
AGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCACCGCTTGGTTTTGGGGCCCCACG

[eNeoeooooNooololojooNoojoolojololoojoNoloNojloNoloNoNoNoNoNe)
[eNeeoeoooooojololojoolojojojooololojojolojoNojlojoloNolNoNoNoNe)

60

176

120

236

180

296

240

356

300

416
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Glomerella acutata 18S rRNA gene (partial), 5.8S



Query 301 GCACACGTGGGCCCTTAAAGGTAGTGGCGGACCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAAC 360

LR aNanyany
Sbjct 417 GCACACGTGGGCCCTTAAAGGTAGTGGCGGACCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAAC 476

Query 361 TAACGTCTCGCACTGGGATTCGGAGGGACTCTTGCCGTAAAACCCCCAAATTTTTTACAG 420

LR e e e e e e e e e e el
Sbjct 477 TAACGTCTCGCACTGGGATTCGGAGGGACTCTTGCCGTAAAACCCCCAAATTTTTTACAG 536

Query 421 GTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATAT 465

RN AR RN RN RNy
Sbjct 537 GTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATAT 581
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>r_ gi]116175376]|emb|]AM404288.1] Glomerella acutata 18S rRNA gene (partial), 5.8S

rRNA gene, 28S
rRNA gene (partial), ITS1 and ITS2, isolate SM959
Length=601

Score = 922 bits (465), Expect = 0.0
Identities = 465/465 (100%), Gaps = 0/465 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 1 CCTCCCCTCCCGGCGCCGGCCCCCACCACGGGGACGGGGCGCCCGCCGGAGGAAACCAAA 60

LR e e e e e et
Shjct 117 CCTCCCCTCCCGGCGCCGGCCCCCACCACGGGGACGGGGCGCCCGCCGGAGGAAACCAAA 176

Query 61 CTCTATTTACACGACGTCTCTTCTGAGTGGCACAAGCAAATAATTAAAACTTTTAACAAC 120

IR e e e e e e e e e et
Sbjct 177 CTCTATTTACACGACGTCTCTTCTGAGTGGCACAAGCAAATAATTAAAACTTTTAACAAC 236

Query 121 GGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATT 180

TR e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 237 GGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATT 296

Query 181 GCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCTCGCCAGCATTCTGGCG 240

EELEEEER e e e e e e e e e e el
Sbjct 297 GCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCTCGCCAGCATTCTGGCG 356

Query 241 AGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCACCGCTTGGTTTTGGGGCCCCACG 300

FEEERRELR R e e e e e e e e e el
Sbjct 357 AGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCACCGCTTGGTTTTGGGGCCCCACG 416

Query 301 GCACACGTGGGCCCTTAAAGGTAGTGGCGGACCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAAC 360

LNy
Sbjct 417 GCACACGTGGGCCCTTAAAGGTAGTGGCGGACCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAAC 476

Query 361 TAACGTCTCGCACTGGGATTCGGAGGGACTCTTGCCGTAAAACCCCCAAATTTTTTACAG 420

LR NN NNy
Sbjct 477 TAACGTCTCGCACTGGGATTCGGAGGGACTCTTGCCGTAAAACCCCCAAATTTTTTACAG 536

Query 421 GTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATAT 465

RN NN ANy
Sbjct 537 GTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATAT 581

>r_ gi]116175375]|emb|]AM404287.1] Glomerella acutata 18S rRNA gene (partial), 5.8S

rRNA gene, 28S
rRNA gene (partial), ITS1 and I1TS2, isolate SM59
Length=601

Score = 922 bits (465), Expect = 0.0
Identities = 465/465 (100%), Gaps = 0/465 (0%)
Strand=Plus/Plus



Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

117

61

177

121

237

181

297

241

357

301

417

361

477

421

537

CCTCCCCTCCCGGCGCCGGCCCCCACCACGGGGACGGGGCGCCCGCCGGAGGAAACCAAA

RNy
CCTCCCCTCCCGGCGCCGGCCCCCACCACGGGGACGGGGCGCCCGCCGGAGGAAACCAAA

CTCTATTTACACGACGTCTCTTCTGAGTGGCACAAGCAAATAATTAAAACTTTTAACAAC

NN RN RNy
CTCTATTTACACGACGTCTCTTCTGAGTGGCACAAGCAAATAATTAAAACTTTTAACAAC

GGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATT

LR e e e e e e e e e e e el
GGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATT

GCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCTCGCCAGCATTCTGGCG

R RNy
GCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCTCGCCAGCATTCTGGCG

AGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCACCGCTTGGTTTTGGGGCCCCACG

REERRRE R e e e e e e e e e e e e e el
AGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCACCGCTTGGTTTTGGGGCCCCACG

GCACACGTGGGCCCTTAAAGGTAGTGGCGGACCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAAC

IEEERER R e e e e e e e e e e e e e et
GCACACGTGGGCCCTTAAAGGTAGTGGCGGACCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAAC

TAACGTCTCGCACTGGGATTCGGAGGGACTCTTGCCGTAAAACCCCCAAATTTTTTACAG

NNy
TAACGTCTCGCACTGGGATTCGGAGGGACTCTTGCCGTAAAACCCCCAAATTTTTTACAG

GTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATAT 465

RN NN RN RNy
GTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATAT 581

60

176

120

236

180

296

240

356

300

416

360

476

420

536
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ANEXO 6

6 MEGA 3.1

A arvore filogenética foi construida no software Mega 3.1. disponivel para download

no site http://www.megasoftware.net.

Esquema de como colocar os dados e gerar as arvores:

Abrir o Programa
1 —Irem: Text Editor
File
New
2 — Fazer o Clustaw W das seqiiéncias: copiar da pag. da Web e colar em Mega — New Text
Salva-las em .txt
3 — Sair do editor de texto
4 — Converter para formato MEGA
5 — Salvar e Fechar
6 — Ir em: Click me to active a data file
Abrir o documento salvo no item 4
7 — Para anélises: Estatisticas: ir em estatistc
Arvores: ir em Phylogeny:
Construct phylogeny
View

Tree / Branch style



ANEXO 7
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7 ANALISE DOS GEIS DE ARDRA PARA AGRUPAMENTO DAS AMOSTRAS EM
HAPLOTIPOS (MARTINS, 2005)

HAPLOTIPO: E a combinagao dos perfis de clivagens obtidos.

7.1 Identifica-se primeiramente nos géis, as amostras que possuem o mesmo perfil para

uma determinada enzima de restri¢ao.

Por exemplo, o produto de PCR para ITS clivado com a enzima Mbo I, obtém-se o

seguinte padrdo de bandas:

010016

)

N

-

s
.

4

7.2 Assim, obtém-se neste gel 3 perfis de ARDRA, sendo que as amostras 1, 3 ¢ 6

possuem padrao semelhante, ¢ da mesma forma, as amostras 2 ¢ 4 sdo semelhantes entre si.
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Assim, considera-se que, com essa enzima, obtivemos 3 grupos de perfis diferentes A, B e C.

O grupo A contera as amostras 1, 3 € 6; o grupo B as amostras 2 ¢ 4 ¢ (C) com a amostra 5.

7.3 Procede-se esta mesma andlise de agrupamento com as mesmas amostras mas com

outras enzimas. Por exemplo, se for utilizado as enzimas Hinf I:

h— A
.
Il . .
.
Il .
.
. .

7.4 Com a enzima Hinf I (gel exemplificado acima), obtém-se novamente 4 padroes,
sendo que as amostras 1 e 6 possuem perfis iguais, da mesma forma que as amostras 2
e 4. Assim, para essa enzima, tem-se 4 grupos de perfis diferentes: A, B, C e D, sendo

que: (A) amostra 1 e 6; (B) amostra 2 ¢ 4 ; (C) amostra 3 e (D) amostra 5.

7.5 Com outra enzima Hind III, novamente repete-se o processo:
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7.6 Com a enzima Hind 111, foi obtido os seguintes grupos de perfis: (A) com as amostras

1,5 e 6; (B) com as amostras 2 e 4; (C) com a amostra 3.

7.7 Tendo analisado os grupos de perfis para diferentes enzimas, ¢ feito um quadro como

segue:
Amostra\lsolado Mbo | Hinf | Hind 111 Haplotipos

1 A A A 1

2

3

4

5

6

7.8 Por fim ¢ feito o agrupamento dos isolados nos diferentes haplotipos.
Obs.: O numero de haplotipos vai depender do numero de combinagdes que se obter. Nesse

caso foram 4 haplétipos.



