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RESUMO

Monteiro, A. S. Analise Genbmica e Sequenciamento Automatico de rDNA em
Populagdes de Fusarium oxysporum. 2004. 112f. Dissertagdo (Mestrado em Quimica e
Biotecnologia) - Laboratorio de Genética Molecular, Gendmica e Proteomica (GEMPRO),
Universidade Federal de Alagoas, Macei6, 2004.

O complexo Fusarium oxysporum ¢é responsavel por murchas em uma variedade de plantas
e seus representantes sdo agrupados em formae speciales, de acordo com a sua
patogenicidade a hospedeiros especificos. A diversidade genética de 21 isolados do
complexo, representados por F. oxysporum, f. sp. cubense, f. sp. lycopersici, f. sp.
passiflorae e f. sp. capsici, foi avaliada utilizando RFLPs da regido IGS, RAPD-PCR e
sequenciamento de DNA da regido ITS1-ITS2 e do gene 5,8S rRNA. Amplificagio RAPD
com o iniciador OPR5 gerou 42 bandas polimorficas e a andlise de agrupamento
demonstrou que a populacdo ¢ geneticamente heterogénea. Comparacdes dos perfis
genéticos gerados pelas andlises visual e fenética sugerem um alto nivel de variacao
genética entre os isolados, que foram sub-divididos em seis grupos principais. Entretanto,
nao houve correlacdo entre os perfis de banda RAPD-PCR e f. spp. Analise dos RFLPs,
produzidos pela digestdo com enzimas de restrigdo, Bgll, Smal e Sall da regido IGS,
identificou varios haplotipos. Perfis de bandas e andlise fenética geradas nao mostraram
separacdo clara entre as f. spp. e ndo da suporte a separacdo baseada em hospedeiros.
Seqiiéncias de DNA do gene 5,8S rRNA e da regido espacadora ITS de diversas f. spp. de
F. oxysporum foram analisadas visando a detec¢do de um marcador molecular
intraespecifico para as f. spp. Os iniciadores ITS4/ITS5 mostraram alta especificidade para
a espécie e geraram uma banda Unica de aproximadamente 550-570 pb. Bases de DNA
foram determinadas em um seqilienciador MegaBacel000, alinhadas com o programa
ClustalX (1.83) e geraram cladogramas a partir do programa Mega2 (2.1), utilizando os
métodos NJ e UPGMA, que agrupou os isolados em varios grupos. Os resultados sugerem
que a regido, apesar de pouco variavel, poderia ser utilizada como um marcador molecular
para resolver relacdes entre f. spp. de F. oxysporum. Entretanto, ela foi altamente
conservada para comparagdes dentro da populacdo de Foc estudada. Em geral, a regido
ITS2 foi mais variavel que a ITSI e o gene 5,8S rRNA ndo foi parsimonicamente
informativo. Seqiliéncias de 18 isolados representando F.oxysporum, inclusive de um
isolado patogénico a humanos e de outro associado a arvores, foram selecionadas do
GenBank e combinadas com nossas seqiiéncias. Reconstrucdo filogenética também nao foi
compativel com a separacao de espécies em f. spp. e concorda com relatos anteriores de
origens evolucionarias independentes dentro das f. spp. O diagnoéstico eletronico através da
ferramenta de Bioinformatica blastn identificou Fusarium em nivel de género. Os
resultados questionam o valor preditivo do sistema denominado forma specialis dentro do
complexo F. oxysporum e sugere a investigacdo de sistemas mais confidveis para
identificacdo de populacdes do patdgeno.

Palavras-chave: Fusarium oxysporum, RFLPs, RAPDs, sequenciamento de DNA.
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ABSTRACT

Fusarium oxysporum complex causes wilt disease in a wide variety of plants and are
grouped into formae speciales based on their host range. Twenty-one isolates of the
complex which represented F. oxysporum, f. sp. cubense, f. sp. lycopersici, f. sp.
passiflorae, and f. sp. capsici were assessed for genetic diversity using RFLPs of the IGS
region, RAPD-PCR, and DNA sequencing of ITS1- ITS2 and 5.8S rRNA gene. RAPD
amplification with primer OPRS generated 42 polymorphic bands and cluster analysis
showed that the population is genetically heterogeneous. Comparison of the banding
patterns both visually and by phenetic analysis suggests high level of genetic variation
among the isolates and sub-divided them into six major groups. However, there was no
correlation between RAPD-PCR banding pattern and f. spp. RFLPs produced by digestion
with restriction endonucleases, Bgll, Smal, and Sall were used to further analyse the IGS
region and identified several IGS haplotypes which did not differentiate among f. spp.
Banding patterns and phenetic analysis generated do not showed clear separation among f.
spp. and do not support separation based on host. DNA sequences of 5.8S rRNA gene and
flanking intergenic transcribed spacers of several f. spp. from F. oxysporum were analyzed
in order to detect molecular marker intraspecific for the f. spp. Primers ITS4/ITS5 showed
good specificity for the species and yielded a unique fragment of approximately 550-570
bp. DNA bases determined in a Megabacel000 sequencer were further aligned and
cladograms reconstructed with ClustalX (1.83) and Mega?2 (2.1), respectively. ITS analysis
grouped strains into several clusters based on NJ and UPGMA. The results suggested that
the region could be used as a genetic marker to resolve relationships among f. spp. of
F.oxysporum, however, it was too conserved for comparisons within a population of Foc.
Overall, the ITS 2 was more variable than the ITS1 region and 5.8S rRNA gene was not
parsimonicaly informative. Sequences of 18 isolates representing Fusarium oxysporum,
including a human pathogenic one and another associated to trees, was chosen from
GenBank and combined with our sequences. Phylogenetic reconstruction was not
compatible with the separation of the species into f. spp. and agreed with previous reports
of independent evolutionary origins within f. spp. Electronic diagnostic using Blastn could
be used as a Bioinformatic tool identify Fusarium at genus level, only. Our results
questioned the predicte value of the forma specialis naming system in the separation of
different f. spp. in F.oxysporum complex and suggest the investigation of more reliable
systems to identify the pathogen population.

Key-words: Fusarium oxysporum, RFLPs, RAPDs, DNA sequencing.
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1. INTRODUCAO

Os fungos constituem um grupo numeroso de organismos bastante diversificado
filogeneticamente e de grande importancia ecoldgica e economica.

O género Fusarium ¢ um dos mais importantes na fitopatologia mundial,
geralmente causando murchas em diferentes culturas (BOOTH, 1971), tendo nos ultimos
anos adquirido também importancia devido a producdo de micotoxinas responsaveis por
doengas em pessoas e animais (HAWKSWORTH et al., 1995).

A identificagdo das espécies de Fusarium, tradicionalmente, baseada em
caracteristicas culturais, morfologicas (conidioforos, conidios e clamiddsporos), em odores
e, mais recentemente, através da produgdo de micotoxinas, o que tem gerado controvérsias
em relagdo a identificagdo das espécies (ALEXOPOULOS et al., 1996).

Fusarium oxysporum Schlechtend ¢ uma das espécies de maior variabilidade dentro
do género Fusarium, possuindo popula¢des patogénicas e¢ ndo patogénicas, formae
speciales (f. spp.) para um tnico e para grupos de hospedeiros (BAAYEN et al., 2000).

As técnicas biomoleculares sdo importantes ferramentas auxiliares na taxonomia e
caracterizagdo dos isolados de Fusarium e tém dado suporte na identificagdo das espécies.
Essas técnicas, tém ainda permitido a analise da variabilidade do DNA, pois identifica
pontos de referéncia nos cromossomos, tecnicamente denominados marcadores
moleculares.

Os marcadores moleculares t€ém sido muito utilizados para caracterizar populagoes
de fitopatogenos. Esses permitem avaliar os niveis de diversidade genética e relagdes
filogenéticas inter e intraespecificas, inclusive identificar ragas e patotipos particulares.

Mais recentemente, o advento de técnicas baseadas em PCR apresentou uma nova
op¢ao ao uso de marcadores moleculares. A técnica foi desenvolvida em meados da década
de 80 (MULLIS e FALOONA, 1987) e alcangou uso disseminado e extenso em diversas
areas de biologia quase que imediatamente (WHITE et al., 1989).

A técnica envolve a sintese enzimatica In vitro de milhdes de copias de um
segmento especifico de DNA na presenca da enzima DNA polimerase e de iniciadores
especificos ou ndo. Tais iniciadores delimitam a seqiiéncia de DNA de fita dupla a ser
amplificada, cujos resultados sdo milhdes de copias idénticas (MULLIS e FALOONA,
1987; WHITE et al., 1989).



Entre os tipos mais comuns de marcadores moleculares destacam-se o RFLP e o
RAPD. A técnica de RAPD, desenvolvida por Williams et al. (1990) e Welsh ¢
McClelland (1990), envolve amplificagdo simultanea de varias regides no genoma
utilizando iniciadores de seqiiéncia arbitraria, ¢ tem sido utilizada para estudos genéticos,
taxondmicos e ecologicos de diversos fungos (ABBASI et al., 1999; ALZATE-MARIN et
al., 1997; FUNGARO et al., 1996; MUTHUMEENAKSHI et al., 1998; PAAVANEM-
HUHTALA et al., 2000; VILARINHOS et al., 1995).

Além de analisarem a variabilidade genética, estes marcadores moleculares podem
determinar relagdes filogenéticas, como também colaborar na identificagdo de uma
determinada raca ou patdtipo. Existe ainda a possibilidade de estarem intimamente
associados a genes de aviruléncia, e de colaborarem em clonagens de genes (MAJER et al.,
1996). Em adicdo, apresentam a vantagem de serem gerados independentemente do
fenotipo e revelarem polimorfismos altamente informativos em seqiiéncias de DNA de
organelas e nucleo.

A variabilidade genética existente em isolados de formae speciales de F.
oxysporum também tem sido avaliada utilizando a técnica de RAPD (ASSIGBETSE et al.,
1994; BENTLEY et al., 1995; MANULIS et al., 1993; NELSON et al., 1997; SILVA-
HANLIN et al., 1999; WOO et al., 1996; WOUDT et al., 1995; WRIGHT et al., 1996).

Um dos grupos mais usados de marcadores moleculares, e que foi o primeiro a ser
desenvolvido, sdo os RFLPs (ZAHA et al., 2003). Quando clivados com enzimas de
restricdo, expressam, por eletroforese, as diferencas de comprimento de fragmentos de
DNA, observadas por meio da hibridiza¢ao desses fragmentos com seqiiéncias homologas
do DNA marcado com radioatividade ou por luminescéncia. Os RFLPs podem ser
causados por mudangas de pares de bases, rearranjo de DNA, insercao e/ou delecdo ou
diversidade natural na seqii€ncia de nucleotideos, entre ou dentro de populacdes. Esses
também possibilitam a identificagdo de maior niumero de locos polimorficos e, por
conseguinte, foram a primeira ferramenta eficaz para a selecdo assistida por marcadores.

A unidade repetida do DNA nuclear ribossomico (rDNA) também tem sido usada
extensivamente para estudos com enzimas de restricdo em F. oxysporum, como a regiao
IGS (EDEL et al., 2001; CAI et al., 2003) ou ITS (O’DONNELL, 1992; OLIVEIRA e
COSTA, 2002).

O arranjo gene-espaco-gene de ordem multicopia é responsavel pela alta

popularidade do rDNA. Porgdes de regides gé€nicas sdo tdo altamente conservadas que



todos os heterdlogos investigados hibridizam fortemente com eles, contudo outras regides
génicas variam consideravelmente para comparar niveis taxondmicos moderados. Os
espagos, particularmente o espago intergénico, freqlientemente varia significativamente até
o nivel interespecifico (BRUNS et al., 1991).

O uso de seqiiéncias de DNA para estudos evolucionarios pode superar muito dos
problemas associados com as analises por enzimas de restrigdo. O grande niimero de
caracteres comparados pode aumentar substancialmente o poder de resolugao.

Também pode ser observado o modo da variagdo de seqiiéncia como, por exemplo,
se a mudanga ¢ transversdo ou transi¢do, ¢ o grau de movimento do nucleotideo pode ser
medido; essas observacdes podem ser incorporadas nas andlises filogenéticas de varias
maneiras.

Os resultados de diferentes laboratdrios podem ser diretamente comparados e a
publicacdo de seqiiéncias e sua deposicdo em banco de dados eletronicos facilita a
confirmacao de resultados e suas aplicacdes, sem a necessidade da obtencdo de linhagens,
clones ou repeti¢do de experimentos (BRUNS et al., 1991).

Em contraste com o sequenciamento de RNA, a reacdo de PCR desenvolvida por
Mullis e Faloona (1987) foi seguida por biologistas para sequenciar DNA de muitas
espécies em poucos dias. Muitos métodos sdao avaliaveis para sequenciamento direto de
produtos de PCR. Estes incluem métodos que geram e sequenciam fitas simples ou que
diretamente sequenciam fitas duplas. A exatiddo do sequenciamento direto de produtos de
PCR ¢ melhor do que sequenciamento de RNA, pois ambas as fitas podem ser
determinadas.

Uma segunda vantagem € que outras regides que nao as dos genes RNA nucleares
sdo acessiveis para andlise de seqiiéncia. Outra importante vantagem do PCR ¢ que apenas
minusculas quantidades de DNA sdo necessarias. Como resultado, fungos raros ou
parasitas obrigatorios sdo agora acessiveis a sistematica molecular (BRUNS et al., 1991).

Praticamente todos os estudos de sequenciamento de DNA em fungos tém focado
genes do rRNA. Sua popularidade se deve a presenga de regides conservadoras universais
que servem como posi¢des "cartilhas" ideais. Regides diferenciadas dos genes de DNA
mitocondrial e ribossomico divergem em diferentes graus (SEIFERT et al., 1995).

O DNA que codifica para RNA ribossomico apresenta-se como um grupo génico,
no qual existem os genes 18S, 5,8S e 28S. Estes genes s@o separados por regides

denominadas ITS1 e ITS2, as quais sdo transcritas e processadas para dar origem ao RNA



ribossomico maduro. O grupo génico que codifica para rRNA aparece repetido centenas de
vezes no genoma fungico. O fato desse grupo génico apresentar algumas regides altamente
conservadas e outras varidveis, tem permitido a analise de variagdo de diferentes niveis
taxonomicos (HIBBET, 1992; ZAHA et al., 2003).

A regido 18S, por exemplo, ¢ a mais conservada e por isso ¢ utilizada apenas para
comparagao de organismos distantemente relacionados. A por¢do 28S ¢ mais variavel e,
portanto, ¢ apropriada para a comparacao de diferentes géneros ou, em alguns casos, de
diferentes espécies (WHITE et al., 1990).

As regides ITS evoluem rapidamente e, entdo, sdo apropriadas para discriminar
espécies relacionadas ou até mesmo variedades de uma mesma espécie. O fato das regides
ITS serem flanqueadas por segmentos conservados relativamente curtos (500 a 800 pb), e
aparecerem em grande nimero de copias no genoma, permite que sejam amplificadas e
sequenciadas com facilidade. Como conseqiiéncia disso, hd& um numero crescente de
seqliéncias ITS de F. oxysporum que estao atualmente disponiveis nos bancos de dados de
seqliéncias de nucleotideos (MORICCA et al, 1998; ABD-ELSALAM et al., 2003).

A utilizagdo de programas computacionais de reconstrucdo filogenética, como
MEGAZ2, que permite a comparagdo entre seqiiéncias, tém contribuido para a identificacao
de regides varidveis e filogeneticamente informativas no genoma de fungos, na
identificacdo do tipo de mutagdo, se Indel (insercdo ou dele¢do), transicdes ou
transversdes, as mais comuns, ¢ na determinacdo das relagdes genéticas entre populagdes
fingicas.

As seqiiéncias de DNA que sdo polimérficas, ou seja, freqiientemente varidveis
entre espécies fingicas, tais como as seqiiéncias ITS, sdo boas candidatas para a detecgdo
de uma espécie e exclusdo de todas as demais. Por exemplo, diferencas na regiao ITS tém
sido usadas para desenvolver testes, baseados em PCR, para o diagnéstico de fungos
causadores de micose na espécie humana, produtores de toxinas em amostras de alimentos,
bem como patdgenos de plantas, sem o prévio isolamento do fungo. O fato das seqiiéncias
de rDNA estarem presentes em grande numero de copias no genoma, favorece a alta
sensibilidade do diagnostico via PCR.

As seqiiéncias de acidos nucléicos em fita tnica e de aminoacidos, bem como
estruturas tridimensionais de proteinas e genomas inteiros, sdo depositadas em bancos de
dados especializados, disponiveis na Internet, o GenBank. Os bancos de dados podem ser

divididos em bancos de seqiiéncias primarias (contendo informagdes sobre as seqiiéncias



de acidos nucléicos e de proteinas) e de seqiiéncias secundarias (contendo bancos de dados
de estruturas tridimensionais de macromoléculas bioldgicas, informagdes sobre enzimas de
restrigdo, sitios de clivagem, etc).

O banco de informagdes de dominio publico, o NCBi (www.ncbi.nlm.nih.gov),

oferece a colecdo mais completa de dados de seqiiéncias nucleotidicas de varios tipos de
organismos disponiveis em todo o mundo. O banco disponibiliza diversas ferramentas
computacionais com fungdes especificas, sendo uma das mais utilizadas ¢ o BLAST, um
algoritmo baseado no método heuristico para a submissdo de seqiliéncias e posterior
alinhamento através da homologia dessas seqiiéncias com outras depositadas no GenBank.
O blastn realiza pesquisas em seqiiéncias de nucleotideos com bancos de dados de

seqiiéncias também de nucleotideos (GIBAS e JAMBECK, 2001).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O Género Fusarium

O género Fusarium, classificado como Hyphomiceto, da ordem Moniliales, familia
Tuberculariaceae, tem sido investigado por muitos pesquisadores e atraido mais atengao
que qualquer outro grupo de fungos (HAWKSWORTH et al. 1995; LIDDEL, 1991). Este
género foi estabelecido por Link em 1809, para espécies com esporos fusiformes e
conidios sem septos, fundamentados em estudos conduzidos em Fusarium roseum
(BOOTH, 1971).

Tem ampla distribuicdo geografica, ocorrendo em praticamente todos os ambientes,
tendo espécies cosmopolitas e outras com ocorréncia restrita a determinados sitios,
predominantemente nas regides tropicais e subtropicais ou em condi¢des de clima frio das
regides temperadas, encontrando também espécies que apresentam intima associagdo com
seus hospedeiros (ALEXOPOULOS et al., 1996).

O género Fusarium inclui espécies que produzem macroconidios hialinos,
geralmente septados, possuindo as células basal e apical diferenciadas, o que implica em
grande importancia na taxonomia das espécies. Os macroconidios podem apresentar as
seguintes formas: delgado, com aspecto de agulha; com curvatura dorsal e ventral; com a
curvatura do lado dorsal mais pronunciada que no lado ventral; com as células apical e
basal (tipico de Fusarium); podem ser grossos, papilados, em forma de gancho, afilados,
em forma de pé, em forma de pé alongado, distintamente entalhados e escassamente
entalhados. Os microconidios também apresentam diferentes formas, podendo ser: ovais,
reniformes ou alantoides, obovoides com a base truncada, piriformes, napiformes ou
globosos. Quanto aos clamidosporos, podem estar presentes ou ausentes
(HAWKSWORTH et al. 1995). O fungo pode sobreviver na forma de micélio, conidios ou
clamidosporos (AGRIOS, 1988).

A primeira grande revisdo das espécies de Fusarium foi realizada por Wollenweber
e Reinking (1935), a qual descrevia em seu trabalho, “Die Fusarien”, 65 espécies, 55
variedades e 22 f. spp., agrupadas em 16 secdes. Desde entdo, aproximadamente 1000
espécies de Fusarium ja foram descritas.

Os fungos pertencentes ao género Fusarium sdo patdogenos de plantas bem

conhecidos ¢ também s3o contaminantes de alimentos. O género Fusarium tem sido



relatado como o maior agente fungico oportunista. Desde entdo, novos agentes
antifingicos vém demonstrando uma variavel atividade contra isolados de Fusarium e,
dependendo da espécie, uma rapida identificagdo em nivel de espécie ¢ requerido
(HENNEQUIM et al., 1999).

Este grupo de fungos ¢ ainda responsavel por numerosas toxicoses € micoses em
animais ¢ humanos (NELSON et al., 1981; MARASAS et al., 1984; JOFFE, 1986). A
Moniliformina é uma toxina sintetizada por varias espécies de Fusarium, entre elas, F.
oxysporum, F. guttiforme e F. graminearum. Experimentos conduzidos por Zhang e Li
(1989) e CHEN et al., (1990) sugerem uma possivel conexao entre a ingestdo de toxinas
produzidas por Fusarium e a ocorréncia de uma doenga crénica do corag¢do, também
conhecida como 'doenga de Keshan', comum em algumas regides da Asia. Fusarium ¢ um
grupo de fungos cosmopolita, onde se insere F. graminearum, que pode ser utilizado como
fonte de proteina para consumo humano (ANDERSON e SOLOMONS, 1984). Entretanto,
o interesse predominante neste género, permanece principalmente por causa de sua funcao
como fungo fitopatogénico, atacando muitas culturas de interesse econdmico.

Fusarium oxysporum produz os seguintes tipos de esporos assexuais:
microconidios, macroconidios ¢ clamidosporos (AGRIOS, 1988). O microconidio tem um
ou dois septos e € o tipo de esporo mais abundante e frequentemente produzido pelo fungo
em todas as condicdes. Ele ¢ também o tipo de esporo mais frequentemente produzido
dentro dos vasos das plantas infectadas. J4 o macroconidio tem de trés a cinco septos, ¢
gradualmente pontudo e curvado nas extremidades. Esses esporos sdo comumente
encontrados na superficie das plantas mortas pelo patdégeno. Os clamidosporos sao

estruturas de resisténcia com a parede espessa, produzidos através de micélios velhos ou de

macroconidios (AGRIOS, 1988).

2.2. Fusarium como Fitopatogeno

O género Fusarium possui muitas espécies que sdo patogenos de plantas,
geralmente causando murchas (BOOTH, 1971). Algumas dessas estdo associados com o
teleomorfo Gibberella. O micélio dos fungos invade o tecido vascular e, junto com os
conidios, bloqueiam o xilema, evitando, deste modo, o movimento de 4agua. Se uma

quantidade suficiente de vasos forem bloqueados, ocorre a murcha.



A murcha também pode ser decorrente das toxinas produzidas pelos fungos deste
género, afetando a permeabilidade de membranas celulares e interrompendo o
metabolismo celular.

Como varios outros fitopatogenos, Fusarium oxysporum tem varias f. spp. que
infectam muitos hospedeiros causando diversas doencas. F. oxysporum ¢ uma espécie com
consideravel variagdo morfologica e fisiologica. O interesse nesses fungos surge por causa
de sua habilidade em causar doengas de importancia econdmica na planta hospedeira
(ARMSTRONG e ARMSTRONG, 1981).

Isolados patogénicos de F. oxysporum siao morfologicamente semelhantes, mas
diferem em sua especificidade a hospedeiros distintos, resultam em forma specialis (f. sp.)
(SNYDER e HANSEN, 1940). Mais de 150 formas especificas ao hospedeiro ja foram
descritas (BAAYEN et al., 2000), cada uma delas representando isolados com habilidade
de causar murcha em um hospedeiro unico (HAWKSWORTH et al., 1995). Estas f. spp.
sao subdivididas em ragas, de acordo com a sua especificidade a cultivares do hospedeiro.

Fusarium oxysporum ¢ um saproéfita ativo e abundante do solo ¢ matéria orgéanica,
sendo algumas formas fitopatogenos especificos. Sua habilidade saprofitica torna possivel
sua sobrevivéncia em solos durante o ciclo da colheita, em restos de plantas infectadas.

Alguns tipos de F. oxysporum, além de serem causadores de murcha, atacam
importantes culturas de tomate, banana, batata doce, e péra. Por exemplo, o Mal do
Panama, doenga causada por F. oxysporum f. sp. cubense (Foc) a cultura da banana, foi
responsavel pelo abandono de milhares de acres de plantacdes de banana na América
Central ¢ Brasil (ALVES et al., 1986).

Desde que a doenca foi reportada pela primeira vez no Brasil, em Sao Paulo, em
1930, o cultivo comercial da banana Mag¢d (altamente suscetivel) foi praticamente
eliminado das areas produtoras deste Estado (ALVES et al.,, 1986). Desde entdo, a
Fusariose tem sido responsavel pela substitui¢ao progressiva das cultivares Maga e Gros
Michel, altamente suscetiveis a doenca, por cultivares resistentes ou tolerantes, de menor
valor comercial. Foc apresenta racas virulentas a cultivares de banana em todo o mundo,
que afetam principalmente as cultivares Maga, seguido da Prata, Pacovan e Prata ana

(ALVES et al., 1986).



2.3. Marcadores Moleculares

2.3.1. RAPD (Fragmentos de DNA Polimorficos de Amplificacdo ao Acaso)

O marcador RAPD ¢ um dos mais utilizados, sendo um tipo especial de PCR
utilizado para deteccdo de polimorfismo genético, representado pelas diferencas em
nimero ou comprimento das bandas entre isolados, decorrentes da diferenca em nimero e
localizagao de sitios de ligagdo no DNA (SWENSEN, 1995). A vantagem deste método ¢
que ele requer pouco material gendomico para a amplificagdo do DNA (10-25 ng
DNA/reagdo), e para cada iniciador ou oligonucleotideo, cerca de 10 polimorfismos podem
ser computados, cujo nimero ¢ proporcional ao niimero de iniciadores testados. Apenas
um iniciador com 10 pb ¢ utilizado, e a regido amplificada exponencialmente via PCR
corresponde a regido entre os sitios de ligagdo opostos (SWENSEN, 1995). Em adi¢do, o
RAPD ¢ um método relativamente facil e que requer prévio conhecimento da seqiiéncia de
nucleotideo (BACHMANN, 1994).

Um dos primeiros trabalhos onde o método RAPD foi usado, descreve a
comparagdo de 21 isolados de Fusarium solani f. sp. cucurbitae, racas 1 e 2
(CROWHURST et al., 1991). Os dois principais grupos de isolados diferenciados pelo
método correspondiam a populagdes com fatores sexuais distintos, € 0 DNA produzido
pelo PCR servia como sonda para identificar as referidas populagdes.

Grajal-Martin et al. (1993) conseguiram diferenciar a raca 2 de Fusarium
oxysporum f. sp. pisi de trés outras ragas por marcadores RAPDs, utilizando iniciadores ou
oligonucleotideos comerciais. Da mesma maneira, ragas patogénicas de Fusarium
oxysporum f. sp. dianthi que atacam cravos, puderam ser distinguidas de varios isolados
ndo patogénicos pelos marcadores (MANULIS et al., 1993).

Grupos de patogenicidade puderam ser facilmente detectados pela utilizacdo de
RAPD por Assigbetse et al. (1994), ap6s terem testado 46 isolados de F. oxysporum f. sp.
vasinfectum.

Em Fusarium oxysporum f. sp. ciceris, os marcadores RAPDs mostraram ser mais
seguros para a identificacdo de ragas patogénicas que técnicas tradicionais (KELLY et al.,
1994). Em estudo similar, trés populagdes de Fusarium oxysporum foram comparadas

através de polimorfismos detectados por RAPD. Os padrdes dos marcadores comprovaram



a heterogeneidade destas populagdes, sugerindo que rearranjos aconteceram no genoma
por inteiro, devido a processos parassexuais (BULAT et al., 1995).

A exequibilidade da utilizacdo de marcadores RAPD em populagdes de F.
moniloforme var. subglutinans como indicadores de patogenicidade foi verificada por
Ramalho Neto (1995). Padrdes gerados por RAPD agruparam isolados de F. moniloforme
subglutinans patogénicos em um unico grupo, distinguindo-os dos isolados ndo
patogénicos.

Resultados obtidos através da andlise do perfil genético de isolados de Foc obtidos
por RAPD/PCR tém sido contraditorios. Bentley et al. (1994) encontraram RAPDs
eficiente para analisar a variagdo genética dentro de populacdes do fungo. Dois grupos
diferentes foram identificados, um compativel com a raca 4 e outro com racas 1 e 2.
Posteriormente, Bentley et al. (1995) analisaram isolados de Foc utilizando o mesmo
método e encontraram correlagdo entre padrdes de bandas de DNA e ragas, para varios

1solados australianos, mas nao entre isolados de uma cole¢ao mundial.

2.3.2. RFLP (Polimorfismos no Comprimento de Fragmentos de Restricao)

O’Donnell e Gray (1995) avaliaram a relacao filogenética e variacdo genética
dentro de 24 isolados do complexo Fusarium solani através da seqiiéncia de rDNA e
marcador RFLP, e concluiram que esta espécie ¢ formada por subespécies filogenéticas
distintas. Utilizando a mesma técnica, Ouellet e Seiffert (1993) diferenciaram F.
graminearum de outras 11 espécies que atacam trigo, além de terem permitido a
identificacdo de diversas ragas desta espécie, provenientes de isolados morfologicamente
semelhantes.

Appel e Gordon (1995) ndo encontraram correlagdo entre ragas de F. oxysporum f.
sp. melonis com padrdes de RFLP da regido IGS do rDNA, mas sim com VCGs e mtDNA.

Os padroes RFLPs foram consistentes com as diferentes espécies de Fusarium.
Numa outra abordagem, ¢ possivel detectar-se polimorfismos de fragmentos de restri¢ao
do mtDNA de fungos utilizando enzimas denominadas '4 base-cutter'. Estudos
desenvolvidos por Thomas et al. (1994) caracterizaram as ragas 1 ¢ 4 dentro de uma
populacdo de Foc apos digestdo do DNA genomico com Haelll. Considerando que o DNA
genomico ¢ rico em C+G e o DNA mitocondrial em A+T, essas enzimas facilmente

revelam padrdes eletroforéticos correspondentes ao DNA de mitocondria.
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A regido ITS tem sido utilizada para inferir diversidade genética em populagdes de
Fusarium, entretanto, com resultados variaveis. Por exemplo, Waalwijk et al. (1996) nao
encontraram variagdo entre seqiiéncias da regido em F. proliferatum e F. fujikuroi,
enquanto que O’Donnel (1992) encontrou diferencas suficientes para separar ragas de F.
sambucinum.

A instabilidade de isolados de fungos cultivados em laboratorio contribui para que a
separacdo dos isolados de Foc seja dificil quando fundamentada apenas em caracteristicas
culturais, as quais nem sempre estdo relacionadas com a patogenicidade (JEGER et al.,
1995).

Resisténcia de plantas a doengas ndo ¢ apenas controlada por mecanismos do
hospedeiro, mas também pela habilidade do patdgeno em supera-las (JEGER et al., 1995).
Portanto, estudos que promovem um melhor entendimento da diversidade e variabilidade
patogénica do patdgeno sdo importantes tanto para programas de melhoramento de plantas
como para selegdo de cultivares com resisténcia a Murcha de Fusarium.

A ordem de similaridade entre isolados, que sugere uma relagcdo entre os padrdes
RAPD e de RFLP, pode ser representada na forma de dendrogramas gerados por métodos
que contém distancia genética, como, por exemplo, os programas NJ e UPGMA (SNEATH
e SOKAL, 1973), que sao baseados em um algoritimo de agrupamento sequencial. Estes

métodos podem ser encontrados em programas como MEGA2 (KUMAR et al., 2001).

2.4. Sequenciamento Automatico de DNA

Regides dos iniciadores evolutivamente estaveis e seqiiéncias altamente variaveis
sdo encontradas em genes nuclear do rDNA, onde as seqiiéncias altamente conservadas do
RNA ribossdmico, 18S, 5,8S e 28S, sdo interrompidas pelas regides ITS1 (entre 18S e
5,85) e ITS2 (entre 5,8S e 28S). Essas regioes sdao relatadas entre espécies proximas
(TORRES et al., 1990; ABD-ELSALAM et al., 2003) ¢ entre f. spp, variando conforme o
género (WHITE et al., 1990).

Seqiiéncias do espaco interno transcrito do DNA ribossomico sdo usadas para
comparar espécies de Fusarium nas se¢des Elegans, Liseola e Dlaminia. Teleomorfo de
Fusarium de varias se¢des sdo classificados em Gibberella ou Nectria. Em contraste,
nenhum teleomorfo tem sido descrito para espécies pertencentes a secdo Elegans, em F.

oxysporum e F. redolens (GERLACH e NIRENBERG, 1982). O ntcleo das segdes de
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Fusarium, incluindo Liseola, relacionados com Gibberella, e a analise das seqiliéncias de
parte do gene que codifica 0 RNA ribossomico 28S de varias espécies de Fusarium e
géneros relacionados indica que Elegans esta mais proximamente relacionado com Liseola
(GUADET et al., 1989).

Variagdes nas regides ITS1 ¢ ITS2, ¢ no gene 5,8S rRNA, em isolados de Fusarium
sambucinum (teleomorfo = Gibberella pulicaris), foram examinadas através da
amplificagdo de PCR e do sequenciamento direto, para medir a divergéncia intraespecifica
dentro da regido ITS. A andlise das seqiiéncias revelou trés tipos de ITS (A, B e C),
apresentando divergéncia extremamente baixa. Surpreendentemente, o nivel de divergéncia
intraespecifica observado entre os tipos € muito maior que o encontrado em outras espécies
(O’DONNELL,1992).

O sequenciamento do gene rRNA 28S também foi utilizado na identificacdo de
espécies de Fusarium que causam infec¢des nos seres humanos. Dentre as quais se
destacam: Fusarium solani, Fusarium moniliforme (Fusarium verticilloides), Fusarium
oxysporum e Fusarium dimerum, que juntas somam 95% das infecgdes. Ao contrario dos
métodos convencionais, os resultados independem da experiéncia de um micologista,
fazendo este método rapido e confiavel na identificacdo de espécies de Fusarium isoladas
dos pacientes (HENNEQUIN et al., 1999).

Em fungos, a identificacdo em nivel de espécie ¢ de fundamental importancia para
fins epidemiologicos e pode ser de extrema necessidade devido ao fato de que alguns
novos agentes antifungicos exibem atividade variavel dependendo da espécie de Fusarium
(ARIKAN et al., 1998; SANCHE et al., 1997).

O MegaBace 1000 ¢ um seqiienciador automatico composto por 96 capilares
constituidos de fibra de vidro, que analisam e determinam a ordem dos nucleotideos
presentes na amostra através de eletroforese e fluorescéncia, ja que os ddNTPs do pré-mix
para PCR se encontram marcados com cromdéforos.

Os fragmentos de DNA migram através da matriz linear de poliacrilamida dentro
dos capilares, onde ocorre a separacdo eletroforética do DNA. O laser excita a
fluorasceina, idéntica para as quatro bases nitrogenadas, e esta em seguida excita a
rodamina, diferente para cada base. Entdo os cromoforos emitem sinais em forma de
eletroferograma, onde os picos produzidos representavam as bases nitrogenadas,
identificadas através de diferentes cores (Adenina: verde; citosina: azul, Guanina: preto;

Timina: vermelho), as quais sdo traduzidas em seqiiéncias lineares.
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2.5. Analise Filogenética

Existem, essencialmente, trés métodos para classificar sistematicamente os
organismos. A sistematica tradicional, baseada em caracteres escolhidos a priori, de
acordo com a sua importancia para o taxonomista, utiliza, no caso dos fungos, observagdes
morfoldgicas e culturais de suas colonias. A filogenia sistematica ou cladistica estuda as
relacdes evoluciondrias através da utilizagdo de técnicas de biologia molecular e busca
grupos filogenéticos, baseados na rota evoluciondria dos organismos (TEHLER, 1994). De
acordo com os filogeneticistas os grupos devem ser naturais ou monofiléticos (AVISE,
1994). A esséncia da cladistica ¢ agrupar organismos de acordo com sinapomorfias ou
caracteres derivados compartilhados, que sdo herdados e reconhecem grupos monofiléticos
(TEHLER, 1994; SPATAFORA ¢ BLACKWELL, 1994).

Ja a fenética, baseada em taxonomia numérica, utiliza similaridade total entre os
organismos para reconstruir relacdes entre os organismos, através de métodos de distancias
evolucionarias (geralmente nimero de substituicdes de nucleotidios e aminoéacidos
separando duas OTUs) que sdo computadas para todos os pares de taxa. Nao ha
polarizagdo (direcdo da mudanca) dos caracteres ou interpretacdes evolucionarias (LI e
GRAUR, 1991).

O programa MEGA2 (KUMAR et al., 2001) reconstréi a filogenia de um grupo
baseado em distancias evoluciondrias. As arvores ou dendrogramas gerados sao
denominados fenogramas. Dentro desta categoria existem dois métodos de distancia para
reconstrucdo de dendrogramas: O UPGMA e o NJ (LI e GRAUR, 1991), ambos utilizados
nesta pesquisa.

O UPGMA ¢ o método mais simples, utilizado para construir dendrogramas que
refletem similaridades fenotipicas entre OTUs, mas pode ser utilizado também na
reconstrucdo de arvores filogenéticas se as taxas de evolucdo sdo aproximadamente
constantes entre as linhagens estudadas. O método utiliza um algoritmo de agrupamento
sequencial no qual relagdes topologicas sdo identificadas em ordem de similaridade (LI e
GRAUR, 1991).

No método NJ, ou vizinhos juntos sdo OTUs conectadas através de um nddulo
interno simples. NJ identifica, seqiiencialmente, pares de vizinhos que minimizam o

comprimento total da arvore (LI e GRAUR, 1991).
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As seqiiéncias podem ser avaliadas através do alinhamento multiplo (ClustalX 1.8)
(THOMPSON et al., 1997) ou por comparagdes de seqiiéncias em pares (pairwise)
utilizando blastn (ALTSCHUL et al., 1997).

As sinteses filogenéticas, bioldgicas, e morfoldgicas de espécies proximas de
Fusarium tém revitalizado a taxonomia do género. Doze espécies sexuadas de Gibberella
de importancia agricola foram analisadas quanto a diversidade filogenética, biologica e
quimica do género. Mesmo as espécies intimamente relacionadas com Gibberella diferem
no modo de reprodugao, distribuigdo geografica e de hospedeiros, a patogénese da planta e
a producao de toxinas e de outros metabdlitos biologicos (DESJARDINS, 2003).

Para estudar o agente etiologico da Giberela, o fungo Fusarium graminearum,
genealogias alélicas foram construidas de seis genes nucleares de cdpia Unica, das
linhagens selecionadas para representar a diversidade genética deste patdgeno. Excluindo
uma linhagem hibrida, todas os seis genealogias recuperaram as mesmas sete linhagens
biogeograficamente organizadas, sugerindo que representam espécies filogeneticamente
distintas. A andlise de parsimdénia mostrou relacionamento entre as sete linhagens do clado
F. graminearum com isolados de Fusarium causadores de Giberela. A evidéncia
filogenética estad presente também na hibridizacdo introgressiva e na recombinagdo
intragénica entre linhagens do clado de Fusarium graminearum na natureza
(O’DONNELL et al., 2000).

A identificacdo molecular e os estudos filogenéticos abrangem grande extensdo em
polimorfismos nas seqiiéncias do rDNA em espécies de Fusarium. Em adicdo ao
fragmento do rDNA que abrange os espacos transcritos internos ITS1 e ITS2 e a seqiiéncia
de 5,8S, dois genes recentemente caracterizados (cbh-C e topll ) sdo usados como
marcadores moleculares na genotipagem de espécies de Fusarium. As analises
filogenéticas baseadas nos dados dos genes permitiram a distingdo das espécies e foram
mais informativas do que aquelas que resultaram das seqiiéncias do rDNA (HATSCH et
al., 2004).

Quinze isolados de Fusarium oxysporum e um de F. subglutinans foram
selecionados para representar diversidade baseada nas diferencas em racas patogénicas,
VCGs, mtDNA, haplotipo IGS e perfil genético de DNA, a fim de observar a origem da
viruléncia dentro de F. oxysporum, o relacionamento entre linhagens patogénicas e nao

patogénicas ¢ a evolugdo de diferentes ragas de F. oxysporum f. sp. melonis. A analise de
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parsimOnia bootstrap de seqiiéncias da regido IGS mostrou uma arvore filogenética
significante (APPEL e GORDON, 1996).

Namiki et al. (1994) avaliaram o relacionamento filogenético de cinco formae
speciales em 50 isolados de Fusarium oxysporum que causam doengas em plantas através
da técnica do perfil genético de DNA (fingerprinting) com seqii€ncias repetitivas de DNA
nuclear. Seis linhagens patogénicas também foram avaliadas. Utilizando anélise
parsimoOnia e suportes estatisticos, foi observado que as formae speciales apresentam
variagao intraespecifica distinguivel ao de nivel de DNA e de seus hospedeiros.

A seqiiéncia homogénea de unidades repetidas de rDNA ¢é mantida em populagoes
de muitas espécies (DOVER, 1982). Por causa da abundancia de rRNA nas células e das
seqiiéncias conservadas contidas, o rRNA tem sido visto como uma molécula primitiva na
reconstrucao filogenética da historia dos organismos (WOESE, 1987)

Modelos de estruturas secundarias (GUTELL e FOX, 1988) e comparagdes de
seqliéncias de nucleotideos de diversos organismos mostram que os rRNAs sdo compostos
por uma estrutura com nucleo localizado junto a regides de seqiiéncias sem nucleo
(WOESE, 1987). Os eucariontes t€ém regidoes de seqiiéncias inseridas dentro da estrutura
basica de rRNA e nos procariontes ¢ ausente (HANCOCK e DOVER, 1991). Segundo
Hassouna et al. (1984), as seqiiéncias dessas regides geralmente sdo menos resistentes que
as seqiiéncias de estruturas com ntcleo e tem sido chamadas de dominios e referidas como
regides D. O padrao de descendéncia entre espécies diferentes (LAKE, 1987; WOESE,
1987) ou proximas (GUADET et al., 1989; GUEHO et al., 1990) tem sido determinado
usando seqiiéncias de regides variaveis ou conservadas do rRNA.

De acordo com Guadet et al. (1989), entre espécies de Fusarium a regido D2 ¢
muito mais variavel que o dominio D1 ou o dominio D7. Tautz et al. (1987) mostraram
que variacdes de seqiiéncias em espécies ou racas tém sido encontradas em regides do
rDNA de alguns organismos, mas a maioria das seqiiéncias de Fusarium usa um molde de
rRNA que ndo estd incluido nessas regides. Tanto a regido D2 como o rRNA podem ser
utilizados como informativos em fungos proximos de varios grupos filogenéticos (GUEHO
et al, 1990; KURTZMAN ¢ ROBNETT, 1991; LOGRIECO et al, 1991). Por causa do
dominio D2, as seqiiéncias sdao altamente varidveis nos diferentes grupos de organismos,
mostrando ser uma boa regido da seqiiéncia para estudar o género Fusarium.

Enquanto a seqiiéncia homogenética do rRNA ¢ mantida em muitas espécies

(DOVER, 1987; GUADET et al., 1989), o rDNA de alguns organismos contém seqiiéncias
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heterogenéticas tanto em espécies como em individuos (DOVER, 1989; SEPERACK et al.,
1988). De acordo com Peterson (1991), o conhecimento de resultados da variagao
intraespecifica ¢ de fundamental importancia na interpretacdo dos dados. Devido aos
organismos terem sido encontrados em diferentes niveis de variabilidade de seqiiéncias
intraespecificas, ¢ necessario determinar essa caracteristica no grupo que esta sendo
estudado. Uma baixa variagdo de seqiiéncias intraespecificas de rRNA sugere que a
maioria das espécies de Fusarium poderiam ser identificadas nas seqiiéncias de bases de
rRNA.

Guadet et al. (1989) estudaram seqiiéncias de rRNA de 51 linhagens de espécies de
Fusarium. Espécies com o teleomorfo Gibberella foram agrupadas juntas e as espécies
com o teleomorfo Nectria foram colocadas em um outro grupo. Atuais distingdes
morfologicas entre as espécies examinadas por Guadet et al. (1989) sdo sustentadas pela
necessidade da variagao das seqiiéncias entre racas dessas espécies (Peterson, 1991).

Segundo Bruns et al. (1991) e Samuels ¢ Seifert (1995), variagdes nas seqiiéncias
dos nucleotideos demonstra relagdo entre varios niveis, dependendo da seqiiéncia escolhida
para analise. Os genes rDNA tém sido aplicados para analisar a maioria dos eventos
evolucionarios. Considerando que o espaco transcrito interno do rDNA ¢ menos
conservado, ele tem sido usado com sucesso para investigar o relacionamento entre
espécies.

A reconstrucdo filogenética dos organismos, utilizando seqiiéncias de nucleotideos,
tem sido realizada através de calculos da distancia matriz, da anélise parsimonica (BRUNS
et al., 1989), de programas de probabilidade maxima (GUEHO et al., 1990), ou operador
métrico (LAKE, 1987). Peterson (1991) afirma que diferente do método analitico, o
interesse principal ¢ a qualidade dos dados. Como Avise (1989) destacou, as fontes
multiplas dos dados podem ser necessarias para confirmar a filogenia ¢ que dados de
seqliéncias de rTRNA da regido D2 sdao 6timas medidas de similaridade genética entre
espécies.

Carbone e Kohn (1993), Chen (1992) e Vilgalys e Hester (1990) mostraram que
regides do rDNA geralmente sdo escolhidas para estudos taxonomicos e filogenéticos,
devido aos dados das seqiiéncias que estdo disponiveis e por conter regioes conservadas e
variaveis, permitindo a diferenca de género, espécie ou nivel intraespecifico. Em fungos ou
em outros organismos, a regido ndo codificante do rDNA tem sido usada como regides

variaveis.
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O espago interno transcrito do rDNA pode desenvolver variagdo dentro do género e
¢ usado na diferenciacdo de espécies. Entretanto, a variabilidade de seqiiéncias ¢
geralmente muito baixa ou indetectavel em nivel intraespecifico (LEE e TAYLOR, 1992).
Apesar do surpreendente grau de divergéncia de seqiiéncias ITS dentro de espécies de F.
sambuncinum terem sido relatadas (O’DONNELL, 1992), poucas diferengas foram
encontradas em F. oxysporum (AVELANGE, 1994).

Apesar do nivel de conservagao da regido ITS ser alto intraespecificamente (LEE e
TAYLOR, 1992), ela tem sido variavel o suficiente para diferenciar grupos de Fusarium
solani (OLIVEIRA e COSTA, 2002).

Neste trabalho, a regido ITS de isolados de Fusarium oxysporum amplificada por
PCR foi determinada em um sequenciador automatico de DNA MegaBace 1000. Esse
equipamento separa e analisa fragmentos de DNA, marcados com cromoforos, através de
eletroforese e fluorescéncia, respectivamente.

A analise de seqiiéncias de rRNA de f. spp. de Fusarium oxysporum, utilizando
diversos métodos biomoleculares, RFLPs ¢ RAPDs, resultou em dados concretos na
determinagdo de afinidades genéticas dentro da populagdo do fitopatdégeno. Seqiiéncias da
regido ITS e 5,8S rDNA possibilitou a reconstrugao filogenética e avaliagdo da correlagao

de f.spp. com hospedeiros e cultivares.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Avaliar a variabilidade genética de isolados de Fusarium oxysporum através da
detec¢do de rDNAs polimorficos, utilizando RAPDs, RFLPs da regido IGS e
sequenciamento da regido ITS e 5,8S rDNA e determinar a possivel associa¢do entre

polimorfismo de DNA e marcadores moleculares.

3.2. Especificos

e Verificar a ocorréncia de DNA polimoérfico, por RAPDs e RFLPs, em DNA
repetitivo (regido 1GS) de diferentes isolados de F. oxysporum obtidos de varios
hospedeiros;

e Relacionar haplotipos gerados por RFLPs da regido IGS com especificidade ao
hospedeiro;

e Relacionar padroes de bandas RAPD com f.spp. dos isolados estudados;

e Produzir seqiiéncias amplificadas da regido ITS de rDNA;

e Determinar as relagdes filogenéticas entre isolados de F. oxysporum f. sp. cubense
(Foc), f. sp. passiflorae (Fop), f. sp. lycopersici (Fol) e f. sp. capsici (Fos);

e Verificar se tais agrupamentos gerados pelos padrdes moleculares, baseados em
analises de similaridade, utilizando-se os métodos NJ ¢ UPGMA podem ser
relacionados com os hospedeiros;

e Avaliar se cada f. spp. apresenta uma origem evolucionaria Unica.
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4. MATERIAIS E METODOS

Esta pesquisa foi desenvolvida no Laboratorio de Genética Molecular, Gendmica e
Protedmica — GEMPRO do Departamento de Fitotecnia e Fitossanidade da Universidade
Federal de Alagoas/CECA/UFAL, no periodo de setembro de 2001 a janeiro de 2004.

4.1. Obtencéo dos Isolados de Fusarium oxysporum

Os isolados de Fusarium oxysporum foram obtidos da cole¢do de culturas do
Laboratorio de Fitopatologia do Departamento de Fitotecnia e Fitossanidade (isolados
FOCIF, FOCI10F, FOCI12F, FOC13F, FOCI16F, 36DI1F, 68D1F, 159DF, 167DF 169DI1F,
211D1F, 209DF, 213D2F, 276D2F, 193D2F, 135D2AF e 170D1F) e do Laboratoério
GEMPRO (isolados FOC4F, FOC7F, FOC17F e FOC20F) do CECA, UFAL.

Na Tabela 1 estdo listados os isolados de Fusarium oxysporum, com seus

respectivos hospedeiros, cultivares e origens geograficas.

Tabela 1. Isolados de Fusarium oxysporum, seus respectivos cultivares/hospedeiros e suas procedéncias

ISOLADO f. sp. ORIGEM GEOGRAFICA* HOSPEDEIRO * CULTIVAR
FOCIF cubense Porto Real do Colégio Banana Maga
FOC4F cubense Sao Bras Banana S&o Tomé
FOCT7F cubense Feliz Deserto Banana Prata
FOCI10F cubense Palmeira dos Indios Banana Pacovan
FOCI12F cubense Palmeira dos indios Banana Maga
FOC13F cubense Joaquim Gomes Banana Maca
FOCI16F cubense Porto Calvo Banana Maga
FOC17F cubense Jacuipe Banana Magé
FOC20F cubense Jundia Banana Maga
36 DIF lycopersici * Tomate -

68 DIF lycopersici * Tomate -
159 DF lycopersici * Tomate -
167 DF lycopersici * Tomate -
169 D1F lycopersici * Tomate -
211 DIF lycopersici * Tomate -
209 DF lycopersici * Tomate -
213 D2F lycopersici * Tomate -
276 D2F passiflorae * Maracuja -
193 D2F passiflorae * Maracuja —
135 D2 AF passiflorae * Maracuja —
170 DIF capsici * Pimentdo -

* Municipios de Alagoas
* Provenientes de mercados de Maceid

* Banana: Musa spp.; Tomate: Lycopersicum sp.; Maracuja: Passiflora sp.; Pimentdo: Capsicum sp.
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Ap0s isolamento, as culturas foram incubadas em meio BDA por 6-7 dias, a
temperatura de 25°C, e em seguida mantidos em tubos de ensaio com BDA a 4°C, para

posterior confirmacao da espécie.

4.2. Preparacdo das Microculturas e Identificagdo dos Isolados de Fusarium

oxysporum

Para o preparo de microculturas foi utilizado o modelo bloco de agar, segundo
Menezes e Silva-Hanlin (1997), modificado de Sutton, onde foram vertidos cerca de 20
mL do meio de cultura numa placa de Petri, permitindo a sua solidificacdo. Em seguida,
cortou-se 0 4gar em pequenos blocos quadrados (1 cm?), com o auxilio de um bisturi
flambado e colocou-se um bloco de 4gar no centro de uma lamina de microscépio, apoiada
sobre um suporte de vidro, dentro de uma placa de Petri, contendo um disco de papel filtro,
com o mesmo didmetro da placa. Todo o material utilizado para o preparo da microcultura
foi previamente esterilizado em autoclave.

Numa etapa posterior, inoculou-se o bloco de agar com pequenos fragmentos de
micélio, colocados em cada lado do bloco, cobriu-se o bloco ou o disco com laminula e
adicionou-se sobre o papel de filtro 5 a 10 mL de dgua destilada esterilizada, para manter
um ambiente saturado de umidade. Incubou-se o conjunto por 24 a 48 horas, a temperatura
ambiente (22-25°C). Apds o periodo de incubagdo, retirou-se a laminula com auxilio de
uma pinga flambada e colocou-a sobre uma lamina contendo uma gota de Azul de Amann.
A avaliacdo consistiu de observa¢des morfoldgicas das estruturas fungicas caracteristicas

sob microscopio Optico, em aumento de 400 vezes.

4.3. Extracdo do DNA Genbmico

O protocolo de extragdo adotado foi o de Graham et al. (1994), com algumas
modifica¢des (Silva, 1996), o qual é recomendado para preparagdo de DNA genomico
fingico. Fragmentos da colonia do fungo foram transferidos para microtubos Eppendorf de
1,5 mL contendo 1 mL de BD. Em seguida, os tubos foram incubados para crescimento do

fungo em um agitador, por 3 dias. Apds este periodo, os tubos foram centrifugados por 2
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min a 13.300 rpm e o excesso de BD (sobrenadante) descartado com o auxilio de uma
pipeta.

O micélio foi lavado uma vez com 100 uL de ADE, e centrifugado por 2 min a
13.300 rpm, sendo o excesso de agua retirado com pipeta. Foi adicionado 100 pL de
tampao de extracdo CTAB (cetiltrimetil brometo de amodnio) (4% CTAB; 100 mM Tris-
HCI, pH 8; 1,4 M NaCl; 20 mM EDTA), previamente aquecido a 65°C.

O micélio foi macerado utilizando pistilo plastico até a solu¢do adquirir uma
consisténcia gelatinosa. Em seguida, adicionou-se 400 uL do tampao de extracdo, também
aquecido a 65°C, e homogeneizou-se, com o auxilio de uma ponteira, por
aproximadamente 3 min.

As amostras foram incubadas em banho-Maria por 20 min a 55-65°C. Em seguida,
foram centrifugadas por 5 min a 13.000 rpm e o sobrenadante coletado e passado para um
novo tubo.

Foi adicionado um volume de CIA na proporcao de 24:1 e inverteu-se gentilmente
o0s tubos por 5 min, até que uma emulsdo homogénea fosse formada.

Logo apds, os tubos foram centrifugados por 1 min a 13.000 rpm e a fase
sobrenadante foi cuidadosamente retirada para que a interface ndo fosse perturbada. Esta
foi transferida para um novo tubo.

Adicionou-se 1/10 volumes de acetato de sodio (3 M, pH 4,8) e dois volumes de
etanol absoluto gelado, sendo os tubos gentilmente agitados.

Em seguida, os tubos foram colocados no freezer a —20°C por, no minimo, 3 horas,
para permitir a precipitacdo do DNA e em seguida centrifugados por 2 min a 13.000 rpm
para formacao do DNA precipitado. O sobrenadante foi descartado através da inversao dos
tubos sobre um papel toalha e mantidos assim até secar o excesso do liquido. Lavou-se o
DNA precipitado com etanol a 70% gelado (v/v) (100 pL), que foi descartado em papel
toalha e deixado em temperatura ambiente até evaporar todo o alcool.

Ressuspendeu-se 0 DNA com 50 pL. do Tampao TE (10 mM Tris-HCI, pH §; 1
mM EDTA, pH 8), contendo 1 pL de RNase (10 mg/mL). Os tubos foram entdo incubados
a 37°C por 30 min e ap0s esfriarem, mantidos estocados a 5°C.

Ap6s realizada a extracdo do DNA, foi feito um gel de agarose a 0,8%, corado com
brometo de etidio (0,5 pug/mL), para que o fragmento fosse visualizado através de
eletroforese (4v.cm™) e em seguida, fotografado. As solugdes foram preparadas segundo

Sambrook et al. (1989).
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4.4. Analise dos RFLPs da regido IGS

Dois iniciadores especificos (25S/4 = 5> — GAACGCCTCTAAGTCAGAATCC —
3’ e 185/4 = 5° — GAGACAAGCATATGACTACTGGC — 3’) foram empregados para
amplificar a regido IGS (ETS e NTS).

Diversas concentragdes dos reagentes foram testadas visando optimizar a
amplificacdo da regido por PCR. Foram avaliadas as seguintes concentragdes do iniciador:
1 uM (estoque), 0,2 uM, 0,02 uM e 0,004 uM. O DNA foi diluido em ADE: 1:5, 1:10,
1:20, 1:30, 1:40, 1:50, 1:80 e 1:100. As concentracdes testadas do MgCl, foram 1,5 mM e
3,0 mM. As concentracdes dos reagentes da reagcdo mais eficiente sdo mostradas na Tabela

2, para um volume final de 50 pL.

Tabela 2. Concentragdes dos reagentes utilizados para amplificar a regido IGS

Reagente Concentracéo final
H,0 Milli-Q -

Tampao PCR 10X [1X]

dNTPs 0,2 mM cada
MgCl, 3,0 mM

Iniciador I * 0,004 uM

Iniciador IT * 0,004 uM

Taqg Polimerase 2,50

DNA Template (10 - 50 ng)

* Iniciador I = 258/4 = 5° - GAACGCCTCTAAGTCAGAATCC — 3°
* Iniciador Il = 185/4 = 5° - GAGACAAGCATATGACTACTGGC - 3’

A reagdo PCR foi ajustada para o seguinte programa: um ciclo: 2 min de
desnaturacdao a 95°C e 2 min de plataforma a 72°C; 38 ciclos: 1 min de desnaturagdo a
94°C, 1 min de pareamento a 57°C, 3 min extensdo a 72°C e um ciclo final: 1 min de
pareamento a 57°C e 6 min de extensdo a 72°C.

Foi realizado um teste de digestdo simples do fragmento da regido IGS de um unico
isolado (135D2AF) utilizando cinco endonucleases de restrigdo (Sall, Smal, Clal, Pstl ¢
Bgll), a fim de observar a presenga de RFLPs e selecionar os iniciadores para as digestoes

subseqiientes (Tabela 3).
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O tampao utilizado em todas as amostras foi o One-Phor-All (100 mM Tri-acetato,
pH 7,5; 100 mM acetato de magnésio; 500 mM acetato de potassio) (Amersham
Biosciences). As amostras foram incubadas durante a noite, a temperatura de 37°C.

Os fragmentos de restrigio gerados foram submetidos a eletroforese (4v.cm™) e
visualizados em gel de agarose a 1,2% corado com brometo de etidio. Os tamanhos dos
fragmentos IGS amplificados foram estimados por comparagdo com um marcador de 1 kb

(Life Technologies).

Tabela 3. Reagdo de digestdo com enzimas de restrigdo

Reagente Volume/Concentragio

DNA 5,5uL(10-50ng) 5,5uL(10-50ng) 5,5uL(10-50ng) 5,5uL(10-50ng) 5,5uL(10-50ng)

Tampao 1,0 uL/1X 1,0 uL/1X 1,0 uL/1X 1,0 uL/1X 1,0 uL/1X

Enzimas 1,5 uL/10U 1,5 uL/10U 1,5 uL/10U 1,5 uL/10U 1,5 uL/10U
Bgll Clal Pstl Sall Smal

Os fragmentos de restricdo foram tratados como loci distintos e sua presenca ou
auséncia codificados por 1 e 0, respectivamente, visando a constru¢do de cladogramas

através do programa TreeView.

4.5. Amplificacdo RAPD-PCR

O DNA do isolado 135D2AF foi utilizado para a optimizacao da reagdo RAPD -
PCR. Foram testadas diferentes concentracdes de MgCl, e de trés iniciadores (Operon
Technologies Inc.) testados: Iniciador OPR 3 (AGCGCCATTG), Iniciador OPR 5
(ACGCACAACQC) e Iniciador OPR 8 (CAGCACTGAC). As variagdes de concentragdo do
iniciador e do MgCl, estao especificadas na Tabela 4.

As reagdes para amplificagdo RAPD/PCR foram realizadas em um termociclador
utilizando-se o seguinte programa segundo White et al. (1990): desnaturagdo por 2 min a
95°C, pareamento por 2 min a 55°C e extensdo a 72°C por 45 seg. Trinta e oito ciclos
adicionais foram efetuados de seguinte forma: 95°C por 30 seg (desnaturagdo), 55°C por
30 seg (pareamento), e 72°C por 45 seg (extensdao). Um ciclo final permitiu a extensdao da

fita dupla de DNA por 10 min a 72°C.
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Tabela 4. Concentragéo final dos reagentes usados na amplificagdo RAPD-PCR

Reagente Concentracgdo Final

H,O — — — — — — — —

Tampéao 1X 1X 1X 1X 1X 1X 1X 1X

dNTP 02uM  02pM  02pM  02pM  02pM  02puM  02uM  02uM
MgCl, 3,0 mM 3,0 mM 3,0 mM 3,0 mM 3,0 mM 3,0 mM 3,5mM 3,5 mM
Iniciador 0,02uM 0,1 uM 0,02uM 0,1 uM 0,02uM 0,1 uM 0,02uM 0,1 uM
Taq Polimerase 2,5U 2,5U 2,5U 2,5U 2,5U 2,5U 2,5U 2,5U

DNA Template  10-50ng  10-50ng  10-50ng  10-50ng  10-50ng  10-50ng  10-50ng  10-50ng

| Iniciador OPR3 | Iniciador OPR5 | Iniciador OPRS8

Produtos (bandas) gerados pela amplificagdo PCR foram submetidos a eletroforese
(4v.em™) e separados de acordo com o tamanho em gel de agarose a 1,2%, sendo

fotografados posteriormente.

Uma matriz de similaridade baseada no Coeficiente de Associacdo de Jaccard
(CAJ) que calcula similaridades considerando variaveis binarias (0 para auséncia e 1 para
presenga de banda) foi gerada a partir dos dados.

O coeficiente ¢ calculado segundo a formula CAJ = a/ (a + b + ¢), onde a = (1,1)
para ambos os isolados com a mesma banda; b = (1,0) para o primeiro com a banda e o
segundo sem a banda e ¢ = (0,1) para o segundo com a banda e o primeiro sem a banda

(SNEATH e SOKAL, 1973). Quanto maior a semelhanca entre duas linhagens, maior ¢ o

valor do coeficiente de similaridade.
4.6. Amplificacdo PCR das Regides do DNA Ribossomal

Dois iniciadores especificos (ITS 5: 5 — GCAAGTAAAAGTCGTAACAAGG -3’
e ITS 4. 5 -TCCTCCGCTTATTGATATGC - 3’), desenhados por White et al. (1990),

foram empregados para amplificar as regides ITS1-ITS2, 5,8 rDNA e por¢ao do 28S rDNA

de 21 isolados, que constituem um fragmento de cerca de 600 pb.

As reagdes foram efetuadas em volumes de 50 pL, cada uma contendo de 10 a 50
ng do DNA, 0,2 mM de cada dNTP (dATP, dGTP, dCTP e dTTP), tampdo da Taq 1X,
0,004 uM dos iniciadores, 2,5 U de Taq DNA polimerase e 3,0 mM de MgCl,.

As reagoes de PCR foram realizadas em um termociclador utilizando-se o seguinte
programa, adotado por Silva (1996): desnaturacdo por 2 min a 95°C, pareamento por 30

seg a 55°C, e extensdo a 72°C por 45 seg. Foram realizados 38 ciclos adicionais de
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95°C/30 seg (desnaturagdo), 55°C/30 seg (pareamento), e 72°C/45 seg (extensdo). Um
ciclo final permitiu a extensdo da fita dupla de DNA.
Os produtos de PCR gerados foram fotografados apos eletroforese em gel de

agarose a 1,2% na presenca de brometo de etidio (0,5 pg/mL).

4.7. Sequenciamento das Regides do DNA Ribossomal

As amostras resultantes da reacdo de PCR da regidao ITS1-ITS2, 5,8S rDNA e
porcdo 28S rDNA foram seqiienciadas. O sequenciamento foi realizado com os iniciadores
ITS 4 (reverse — iniciador reverso) e ITS 5 (forward — iniciador anverso), cujas seqiiéncias
estdo especificadas no item 4.6, tendo cada isolado sido seqiienciado nas duas dire¢des em
reagdes separadas.

Preparou-se o pré-mix em dois tubos de Eppendorf de 0,5 uL, contendo 4,0 uL de
agua destilada estéril, 0,1 puL do iniciador ITS4 ou ITS5 (0,004 uM) (um iniciador em cada
tubo) e 4,0 uL do kit ET Terminator, resultando um total de 8,1 pL. O pré-mix foi agitado
rapidamente. Em seguida foi adicionado 0,5 uL. de DNA (10 — 50 ng/uL) e acrescentado
agua destilada estéril para 10 pL. Agitou-se-se novamente e efetuou-se uma rapida
centrifugacdo. Logo apods a placa foi para o termociclador.

A ciclagem da reacdo de PCR para sequenciamento foi a seguinte: um ciclo inicial
a 95°C por 2 seg (desnaturacao); 35 ciclos a 95°C por 10 seg (desnaturagdo), S0°C por 10
seg (pareamento dos iniciadores) e 60°C por 1 min (extensao); e um ciclo final a 4°C - .

Para a precipitacdo do DNA apds a reagdo de sequenciamento, adicionou-se 1 uL
de acetato de amoénio (7,5 M), deu-se uma rapida centrifugagdo para precipitar o sal e
incubou-se a placa por 20 seg. Em seguida, adicionou-se 2,5 volumes de etanol absoluto.
Logo apos, efetuou-se agitagdo em vortex, 3x por 1 min, ¢ incubou-se por 15 min a
temperatura ambiente. Centrifugou-se a placa por 45 min a 4000 rpm e descartou-se o
sobrenadante, invertendo-a. Foi adicionado 150 pL de etanol 70% e efetuada nova
centrifugacdo por 10 min a 4000 rpm a temperatura ambiente.

Descartou-se o sobrenadante por inversdo da placa, efetuou-se uma répida
centrifugacdo com a placa invertida e logo apds adicionou-se 10 pL de tampao de
carregamento (tampao de formamida — 70% de formamida e 1| mM de EDTA). Dissolveu-
se o DNA precipitado através de agitagdo em vortex, e apoés uma rapida centrifugacao,

armazenou-se a placa no freezer a —20°C.
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Os parametros de eletroforese selecionados durante o sequenciamento foram:
voltagem de injecdo da amostra, 2 kV; tempo de injecdo da amostra, 80 seg; voltagem da
corrida, 9 kV e o tempo da corrida, 100 min, suficiente para a polimerizagdo de
aproximadamente 600 nt.

O parametro quimico selecionado foi “ET Terminators”, enquanto que os
pardmetros opcionais foram: “photomultiplier tube” (PMT;) a 750 V; “photomultiplier
tube” (PMT,) a 750 V; temperatura durante a corrida de 44°C e “Base Caller: Cimarron,
1.53 Slim Phredify”.

As corridas efetuadas foram devidamente analisadas através de programas
disponiveis no pacote de softwares do MegaBace1000. O “Sequence Analyser” gerou os
eletroferogramas de cada isolado e através do programa “ScoreCard” foram obtidas as
informacdes estatisticas de cada seqiiéncia, como nimero de nucleotideos obtidos e a
eficiéncia.

O “ScoreCard” ¢ programa especifico para andlise da qualidade das seqiiéncias
produzidas pelo seqiienciador MegaBace1000.

O programa foi ajustado para um “phred” de 20, conseqiientemente, em verde estdo
destacadas as amostras que obtiveram sequenciamento de mais de 400 nt, em amarelo de
101-400 nt e em vermelho, abaixo de 100 nt. As seqiiéncias em amarelo e vermelho foram
repetidas visando obter um niimero superior a 400 nt (Apéndice 6).

O alinhamento de seqiiéncias em pares da regido ITS1-5,8S rDNA-ITS2 e porcao
do 28S rDNA de cada uma das 21 seqiiéncias obtidas com o iniciador F, foi efetuado por
meio de comparagdo com seqiiéncias da mesma regido, ITS, de Fusarium disponiveis no
banco de dados do GenBank. As seqiiéncias foram avaliadas através do programa BLAST,
utilizando a ferramenta blastn (nucleotideo-nucleotideo).

Para avaliacdo filogenética das seqiiéncias da regido ITS, da subunidade 5,8S do
rRNA e 28S do rDNA foram utilizados dois métodos de distancia, o UPGMA, que assume
uma taxa constante de substituicdo de nucleotideos para todas as linhagens, e NJ, uma
versdao simplificada do método de evolu¢do minima (ME), que ndo exige que as taxas de
substitui¢do sejam constantes.

O modelo selecionado para a estimativa da distancia e os tipos de substitui¢cdes para
serem incluidas no calculo de distancia comparando seqiiéncias em pares foi o Kimura’s-
Two-Parameter (gamma) Model (K-2-P g), que corrige para multiplas mutagdes de ponto,

considerando as taxas de substitui¢des transicionais € transversionais entre os sitios.
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Espacgos e bases indeterminadas, N, foram tratadas como dele¢ao completa. Nucleotideos e
informacdes perdidas, alinhamento dos espagos e simbolos idénticos foram codificados por

(7), (-) e (.), respectivamente. A matriz de distancia genética entre os isolados se encontram

no Apéndice 8.
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5. RESULTADOS

5.1. Confirmacao dos Isolados de Fusarium oxysporum

Foram efetuadas microculturas dos 21 isolados do complexo Fusarium oxysporum
(F.0.), patogénicos a quatro diferentes hospedeiros: banana (F. oxysporum f. sp. cubense -
Foc), tomate (F. oxysporum f. sp. lycopersic - Fol), maracuja (F. oxysporum f. sp.
passiflorae - Fop) e pimentdo (F. oxysporum f. sp. capsici - Fos). Todas as estruturas
fingicas preparadas em laminas de vidro e observadas através de um microscopio Optico
foram confirmadas como pertencentes a espécie (Fig. 1).

Os microconidios apresentaram-se elipsoidais, as vezes curvos, unicelulares,
produzidos em falsas cabecas, a partir de conidiéforos tipo monofialides; macroconidios
com uma célula apical atenuada e outra basal, preferencialmente em forma de canoa, com
4 a 6 células; clamidosporos presentes. Em meio BDA as colonias apresentaram

crescimento micelial aéreo, cotonoso, reverso geralmente purpura a creme.

Figura 1. Microfotografia de Fusarium oxysporum f. sp. cubense mostrando: a) macroconidios (MA); b)
conidioforos (C) e microconidios (MI) em falsas cabegas.

5.2. Extracdo do DNA Gendmico

Através do método CTAB foi obtido DNA genémico dos isolados de Fusarium
oxysporum avaliados. Foi aplicado, no primeiro po¢o do gel, um marcador de peso
molecular de 1kb para identificagdo do tamanho do fragmento de DNA obtido, o qual, foi
em seguida, visualizado através de eletroforese (4v.cm™) em gel de agarose a 0,8%, corado

com brometo de etidio.
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O tratamento da amostra com RNase contribuiu para a alta qualidade do DNA

obtido. Todas as amostras apresentaram DNA de alto peso molecular (> 11 kb).

5.3. Amplificacé@o da Regido Intergénica (I1GS)

O DNA diluido em 1: 30 de ADE e concentragdo de MgCl, de 3 uM foram as
condigdes que proporcionaram melhor amplificagdo da regido IGS. Um outro
procedimento foi o de modificar a temperatura de anelamento da termociclagem, de 57°C
para 58°C e 59°C, mas resultados ndo foram satisfatorios.

Um fragmento unico de aproximadamente 2,5 kb foi amplificado em todos os

i1solados de F. oxysporum (Figs. 2 e 3).

3.054 pb
2.036 pb

Figura 2. Amplificagdo da regido IGS de 10 isolados de F. oxysporum. M — marcador 1kb, 1 - isolado
36DI1F, 2 - isolado 68DI1F, 3 - isolado 159DF, 4 - isolado 167D1F, 5 - isolado 169D1F, 6 - isolado 211DIF,
7 - isolado 209DF, 8 - isolado 276D2F, 9 - isolado 193D2F e 10 -isolado 135D2AF. Gel de agarose a 1% e

corado com 0,5 puL (ug/mL) de brometo de etidio.
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Figura 3. Amplificagdo da regido IGS de 11 isolados de F. oxysporum. M — marcador 1kb, 1 - isolado
FOCIF, 2 - isolado FOC4F, 3 - isolado FOC7 F, 4 - isolado FOCI10F, 5 - isolado FOCI12F, 6 - isolado
FOCI3F, 7 - isolado FOCI16F, 8 - isolado FOC17F, 9 - isolado FOC20F, 10 -isolado 213D2F e 11- isolado

170D1F. Gel de agarose a 1% e corado com 0,5 uL (ug/mL) de brometo de etidio.

5.4. Analise de RFLPs da Regido IGS

O tamanho total do fragmento amplificado, estimado pela soma dos tamanhos dos

fragmentos de restricdo gerados, variou entre 2,4 ¢ 2,6 kb (Fig. 4).

M 1 2 3 4 5

2.036 pb
1.018 pb

1.636 pb

506,517 pb

Figura 4. Padrdes RFLPs produzidos pela digestdo com enzimas de restricdo da regido IGS do isolado
135D2AF. M - marcador 1Kb, (1) — enzima Bgll, (2) — enzima Clal, (3) — enzima Pstl, (4) — enzima Sall e
(5) — enzima Smal.
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Das enzimas testadas, foi verificado que a regido IGS do isolado 135D2AF
selecionado apresentou um sitio de restricdo para todas as enzimas, exceto para Pstl (poco
3). Quando o isolado foi digerido com as enzimas Clal (pogo 2) e Sall (pogo 4) constatou-
se que o padrdo de restricdo das bandas estimado foi semelhante. Smal (pogo 5) produziu
um padrao diferente dos demais.

O tamanho aproximado dos fragmentos gerados apds a digestdo foi: no pogo 1 -
uma banda de 1,9 kb e uma de 0,7 kb; no pogo 2 — uma banda de 2,0 kb e uma de 0,4 kb;
no pog¢o 3 — (amostra ndo visualizada); no pogo 4 — uma banda de 2,0 kb e uma de 0,4 kb; e
no pogo 5 —uma banda de 1,4 kb e outra de 1,2 kb.

Fragmentos tnicos gerados por digestdes simples com BglI (Fig. 5), Sall (Fig. 7) e
Smal (Fig. 9) foram simbolizados por letras do alfabeto, representando diferentes
haplotipos de IGS.

A matriz bindria e de similaridade genética dos RFLPs da regido IGS digerida com

as enzimas Bgll, Sall e Smal estao disponiveis nos Apéndices 1, 2 e 3, respectivamente.

e Enzima Bgll

A matriz binaria (Apéndice 1), gerada a partir da digestdo da regido IGS com Bgll,
demonstra a presenca de seis tipos diferentes de fragmentos de restricdo. Dentre os
isolados avaliados, a enzima gerou um total de quatro haplotipos (A-D), incluindo
fragmentos com sitios de digestdo ausentes (Fig.5).

Para determina¢do da proximidade entre os isolados, haplotipos foram submetidos a
analise fenética UPGMA. A andlise foi efetuada através do programa FreeTree, que gerou,
através do programa TreeView, um cladrograma (Fig. 6). Valores de bootstrap sdo
mostrados como percentagens de 500 replicagdes, proximos aos internds e ramos.

A maioria dos isolados de banana, tomate e maracujd, apresentaram haplotipo B
(Figs. 5 € 6), isto €, produziram duas bandas de pesos moleculares de aproximadamente 2,0

e 0,7 kb.
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Figura 5A. Haplotipos dos RFLPs produzidos pela digestdo da regido IGS de 8 isolados de F. oxysporum
com a enzima de restrigao Bgll. M — marcador 1Kb, (1) - isolado FOCIF, (2) - isolado FOC7F, (3) - isolado
FOCIOF, (4) - isolado FOCI2F, (5) - isolado FOCI13F, (6) - isolado FOC16F, (7) - isolado FOC17F, (8) -

isolado FOC20F.

506,517 pb

Figura 5B. Haplotipos dos RFLPs produzidos pela digestdo da regido IGS de 10 isolados de F. oxysporum
com a enzima de restrigdo Bgll. M — marcador 1Kb, (1) - isolado 36D1F, (2) - isolado 68D1F, (3) - isolado
159DF, (4) - isolado 167DF, (5) - isolado 169D1F, (6) - isolado 211DIF, (7) - isolado 209DF, (8) - isolado

276D2F, (9) - isolado 193D2F e (10) -isolado 135D2AF.
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Os isolados de banana maca e prata, obtidos de Porto Real do Colégio (pogo 1) e de
banana pacovan de Palmeira dos Indios (pogo 3), ndo apresentaram sitio de restrigio para a
enzima BglI e fazem parte do haplotipo A (Figs. 5A ¢ 6).

Dois isolados provenientes de tomate (pogos 2 e 6) apresentaram padrao diferente
dos demais, tendo sido evidenciadas duas bandas com pesos moleculares aproximados de
2,1 e 0,4 kb e fazem parte do haplotipo C (Figs. 5B e 6).

Em geral os isolados se agruparam em haplotipos congruentes com os RFLPs
produzidos. Nao houve relagdo entre os haplotipos gerados e especificidade ao hospedeiro.
Uma dicotomia basal com alto suporte de bootstrap (100%) foi observada, sendo favoravel
a separagao do isolado 209DF, de tomate, haplotipo D, dos demais. O haplotipo A formou
um grupo representado por dois isolados de banana (FOC10F e FOCIF), basal em relagao
aos tipos C e B. Observou-se uma dicotomia separando dois isolados de tomate (211DIF e

68D1F), haplotipo C, do grupo formado pelo haplotipo B (Figs. 5 ¢ 6).
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Figura 6. Cladograma UPGMA retangular baseado nos haplotipos dos RFLPs da regido IGS de 18
isolados F. oxysporum gerados por Bgll. A-D: haplotipos. Programa para analise e visualizagdo, FreeTree

e TreeView (Phylip), respectivamente.

e Enzima Sall

A Figura 7, gerada a partir da digestdo da regido IGS com Sall, sugere a presenga

de seis tipos diferentes de fragmentos de restricdo contabilizados no Apéndice 2. Dentre os

isolados avaliados, a enzima gerou um total de quatro haplotipos (A-D). A maioria dos

isolados, com exce¢do de FOCI, 213D2F e 170D1F, apresentou o mesmo padrdo de

bandas, com um sitio de restri¢cdo na regiao IGS (Fig. 7).
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Figura 7. Padrdes RFLPs produzidos pela digestdo da regido IGS de 14 isolados de F. oxysporum com a
enzima de restrigdo Sall: M — marcador 1Kb, (1) - FOCIF, (2) - FOC7F, (3) - FOCI10F, (4) - FOCI2F, (5) -
FOCI16F, (6) - FOC17F, (7) - FOC20F, (8) - 36DIF, (9) - 68DIF, (10) - 159DF, (11) — 211DIF, (12) —
213D2F, (13) - 135D2AF, (14) — 170DIF.

O isolado FOC1 de banana mac¢a de Porto Real do Colégio representando o
haplotipo A (poco 1) e o de tomate, 213D2, haplotipo C, apresentaram trés sitios de
restricdo para a Sall, gerando quatro bandas. O obtido de pimentdo, 170DF (pogo 14)
apresentou apenas um sitio de restricdo, gerando duas bandas (uma banda de 2,2 kb e uma
de 0,4 kb).

No cladograma gerado (Fig. 8) eles formaram um grupo separado dos demais
isolados, haplotipo B, representado por isolados de banana, tomate e um de maracuja.

Em geral ndo foi detectada relagdo direta entre haplotipos gerados pela digestao

com a enzima e f. spp.
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Figura 8. Cladograma UPGMA retangular baseado nos haplotipos dos RFLPs da regido IGS de 14 isolados
F.oxysporum gerados por Sall. A-D: haplotipos. Programa para analise evisualizagdo, FreeTree e TreeView
(Phylip), respectivamente.

e Enzima Smal
A Figura 9, gerada a partir da digestdo da regido IGS com Sall, sugere a presenga

de sete tipos diferentes de fragmentos de restricdo (Apéndice 3). Dentre os isolados

avaliados, a enzima gerou um total de quatro haplotipos (A-D).
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Foi observado que o padrao de bandas dos isolados de diferentes cultivares de
banana obtidos de diferentes regides do Estado (pogos 2, 4, e 6) foi idéntico, apresentando
um sitio de restricao e gerando uma banda de 1,4 kb e outra de 1,1 kb. O mesmo padrao foi
observado em um isolado de tomate, 36DF (pogo 8) e constituem o haplotipo B (Figs. 9 e
10).

O isolado de tomate, 68DF (poco 9) também apresentou um sitio de restri¢do, mas
gerou bandas com pesos moleculares diferentes em relagdo ao fragmento menor, de
apenas 0,8 kb, enquanto que outro isolado de tomate, 211DI1F (pogo 11), que gerou uma

banda de 1,9 kb ¢ outra de 0,5 kb (Fig. 9).

2.036 pb
1.636 pb
1.018 pb

506,517 pb

Figura 9. Padrdes RFLPs produzidos pela digestdo da regifo IGS de 14 isolados de F. oxysporum com a
enzima de restricdo Smal: M - marcador 1Kb, (1) - FOCIF, (2) - FOC7F, (3) - FOC10F, (4) - FOC12F, (5) -
FOCI16F, (6) - FOC17F, (7) - FOC20F, (8) - 36DIF, (9) - 68D1F, (10) -159DF, (11) - 211DI1F, (12) -
213D2F, (13) - 135D2AF e (14) - 170D1F.

A Figura 10 mostra a topologia obtida a partir da digestdo da regido IGS com Smal.
O haplotipo mais basal foi representado por um ramo tnico conduzindo ao isolado 211DIF

de tomate.
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Figura 10. Cladograma UPGMA retangular baseado nos haplotipos dos RFLPs da regido IGS de 14
isolados F. oxysporum gerados por Smal. A-D: haplotipos. Programa para analise e visualizagdo,
FreeTree e TreeView (Phylip), respectivamente.

Houve uma dicotomia com suporte de bootstrap de 100% representando isolados
pertencentes aos haplotipos C-A e B. O primeiro representado por isolados de tomate,
pimentdo e banana e o segundo por isolados de banana, um de tomate ¢ um de maracuja.
Nao foi detectada correlacao entre haplotipos produzidos pela digestao da enzima Smal e f.

Spp.
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5.5. Amplificacdo RAPD-PCR

O iniciador OPRS foi selecionado no teste de optimizagdo e utilizado para
amplificar os demais isolados. Com esse iniciador foram geradas quatro bandas
polimorficas (pogo 4 da Fig. 11).

A melhor condi¢ao da reacdo de amplificagdo para o iniciador 5 foi 3,0 mM de

MgCl; e 0,1 uM do iniciador.

2.036 pb <

506,517 pb

Figura 11. Perfil RAPD-PCR para selegéo do iniciador utilizando o isolado 135D2AF de F.oxysporum. M -
marcador 1Kb, 1-2 iniciador OPR3, 3-4 iniciador OPRS5, 5-8 iniciador OPRS. Gel de agarose a 1,2%, corado

com 0,5 uL (ug/mL) de brometo de etidio.

Ap6s a selegdo do iniciador, foi realizada uma reagdo de RAPD com os 21 isolados
(Fig. 12). O padrao das bandas produzidas por este iniciador foi utilizado para avaliar a
variabilidade genética dos isolados de diferentes f. spp. do complexo F. oxysporum.

A andlise visual de bandas (Fig. 12) sugeriu isolados com alta similaridade, o que

permitiu o estabelecimento de grupos genéticos (Fig. 13).
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Figura 12. Perfil de bandas de DNA obtidas por RAPD de 18 isolados de F.oxysporum utilizando o iniciador
OPRS. (1) - isolado FOCIF, (2) - isolado FOCA4F, (3) - isolado FOC7F, (4) - isolado FOC10F, (5) - isolado
FOCI12F, (6) - isolado FOC13F, (7) — isolado FOC17F, (8) — isolado FOC20F, (9)- isolado 36D1F, (10) —
isolado 68DIF, (11) — isolado 159DF, (12) — isolado 167D1F, (13) — isolado 169DF, (14) — isolado 211D1F,
(15)— isolado 213D2F, (16) — isolado 276D2F, (17) — isolado 193D2F, (18)— isolado 135D2AF. Gel de
agarose a 2%, corado com brometo de etidio. M — marcador de 1 Kb. Simbolos correspondem aos clusters da
Fig. 13.

A Tabela 5 mostra a matriz binaria para os fragmentos amplificados com presenga
(1) e auséncia (0) de banda. Através da andlise visual das bandas (Fig. 12) ndo ficou
evidenciada a presenca de uma banda uUnica para todos os isolados da espécie F.

oxysporum que pudesse ser um potencial marcador molecular da espécie.
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Apenas uma banda polimérfica (N° 29), representada pelo retangulo azul (Tabela
5), foi compartilhada por todos os isolados de Foc, entretanto, alguns isolados de Fol
também apresentaram a mesma banda (retangulo amarelo), ndo podendo ser aceita como
um marcador da f. sp. cubense.

O mesmo ocorreu com as duas bandas compartilhadas pelos isolados de Fop, 11 e
26 (retangulos verdes) que também foram evidenciadas em isolados de Foc e Fol. Também
ndo foi detectada a presenca de uma banda unica que separasse os isolados de Foc
provenientes de diferentes cultivares de banana, e que potencialmente fosse um marcador
molecular para raga.

Na Fig.13, encontra-se o dendrograma gerado pela matriz do método de
reconstrucdo fenética UPGMA e valores estatisticos, bootstrap, estdo apresentados nos

ramos.
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Tabela 5. Matriz construida com base na presenca (1) e auséncia de bandas (0) de DNA nos padrdes
eletroforéticos produzidos pelos 18 isolados de F. oxysporum (Fig. 12). Retangulos azuis, amarelos e verdes
correspondem as f. spp. cubense, lycopersici e passiflorae, respectivamente
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Os polimorfismos detectados foram analisados utilizando o coeficiente de Jaccard
de similaridade. Cinco grupos principais foram formados.
Os isolados de banana, Foc, com excecdo de um procedente de banana Sao Tomé

(FOC4) e de banana Maga (FOCI1F), apresentam padrdes de bandas similares e formam um
cluster com dois subgrupos (& ¢ * ) (Fig. 13). Dentro do ultimo subgrupo, dois isolados de

banana Maca (FOCI3F e FOC20F) se agruparam em 100% das replicacdes, mas
apresentaram similaridade genética de apenas 44,4%. O subgrupo formado por FOC7F e
FOCI12F, de banana Maga e Prata, respectivamente, apresentaram similaridade genética de

47,4%, a maior obtida nesta comparagao.
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Outro grupo foi formado por 169D1F e 36D1F de Fol (¥ ), com suporte de 100%
de bootstrap, e similaridades de 38,0%.

Um terceiro grupo foi formado por dois isolados de Fol e um de Foc, FOC1F. Um
dos isolados de tomate apresentou similaridade genética de 39,0% com o isolado de banana

e suporte de bootstrap de 100% (m).

PHYLIP_1

68D1F Fol
FOC10F Foc - Ban.Pa
£
FOC12F Foc - Ban. Ma
FOC7F Foc -Ban. Pr
FOC17F Foc - Ban. Ma
*
— FOCI13F Foc - Ban. Ma
100
—— FoCc20F Foc - Ban. Ma
— 169D1F
v Fol
100
—— 36DIF Fol
211D1F Fol
— 159DF Fol
[ |
100
100 FOC1F Foc - Ban. Ma
135D2AF Fop
276D2F Fop
— 193D2F Fop
A
100
L—— 213D2F Fol
—— 167DF
¢ Fol
—— FOC4F Foc - Ban. ST

Figura 13. Dendrograma de agrupamento obtido pelo algoritmo UPGMA através do coeficiente de
similaridade de Jaccard, para as 42 bandas geradas pelos polimorfismos de RAPD de 18 isolados de F.
oxysporum. Simbolos correspondem aos perfis das bandas gerados na Fig. 12.
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Apesar dos isolados de Fop se agruparem, um dos isolados, o 193DF, veio junto em
100% das replicagdes com um isolado de Fol (2132F) (a), e apresentaram similaridade de
42,8%.

O tltimo grupo (#), com similaridade de 12,5% entre si, foi representado por um
isolado de Fol (167DF) e outro de Foc (FOC4F), proveniente de banana Sdo Tomé. Estes
dois isolados foram os mais divergentes da populacdo estudada, com dicotomia basal

apresentando suporte de 100% de bootstrap.

5.6. Amplificacdo PCR das Regites do DNA Ribossomal

A reagdo de PCR para a amplificagdo do espago interno transcrito (ITS1 e ITS2) e
da subunidade de 5,8S do rRNA e 28S rDNA foi realizada utilizando os 21 isolados de
Fusarium. Os iniciadores utilizados na rea¢dao de PCR foram os pares ITS4/ITSS, e
mostraram especificidade para a regido ITS do género Fusarium.

As condi¢des Optimas para a amplificacdo do rDNA dos isolados foram a
temperatura de 55°C e 0,004 uM de cada iniciador.

As Figuras 14 e 15 ilustram o resultado da amplificacio da regido ITS, um

fragmento com cerca de 550-570 pb gerado para todos os isolados.

506,517 pb

Figura 14. Produtos amplificados da regido ITS completa de 10 isolados de F. oxysporum gerados pelos
iniciadores ITS4/ITSS. Gel de agarose a 1,2% corado com brometo de etidio. (M) — marcador 1 Kb, (1)
FOCIF, (2) FOCA4F, (3) FOCT7F, (4) FOCIOF, (5) FOCI3F, (6) FOCIG6F, (7) 36D1F, (8) 167DF, (9) 170D1F
e (10) 193D2F.
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506,517 pb

Figura 15. Produtos amplificados da regido ITS completa de 8 isolados de F. oxysporum gerados pelos
iniciadores ITS4/ITSS. Gel de agarose a 1,2% corado com brometo de etidio. (M) — marcador 1 Kb, (1)

68DIF, (2) 159 DF, (3) 169 DIF, (4) 211DIF, (5) 209 DF, (6) 213D2F, (7) 276D2F, (8) 135D2AF.

5.7. Sequenciamento das Regides do DNA Ribossomal

No final do sequenciamento, 42 eletroferogramas, dois para cada isolado,
correspondendo aos iniciadores utilizados nas duas dire¢des, foram gerados. Dois
eletroferogramas foram selecionados e incluidos no Apéndice (5).

Os iniciadores mostraram boa especificidade para a espécie Fusarium oxysporum, e
uma média de 500 nt de cada isolado foram sequenciados.

A Tabela 6 mostra, para cada isolado, o nimero de bases seqlienciadas e a
eficiéncia do sequenciamento com os iniciadores 1TSS (F) e ITS4 (R), cujos dados foram

extraidos do programa “ScoreCard” (Apéndice 6).
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Tabela 6. Nucleotideos amplificados apds sequenciamento da regido ITSI, ITS2 e 5,8S do rDNA e seus
respectivos isolados

Isolados Nucleotideos (F) - ITS5 Nucleotideos (R) - ITS 4
No. de bases seqlienciadas/eficiéncia No. de bases seqlienciadas/eficiéncia

FOC 1F 517/98 511/96
FOC 4F 518/94 522/96
FOC 7F 543/94 506/97
FOC 10F 528/96 522/97
FOC 12F 209/83 509/96
FOC 13F 526/97 505/97
FOC 16F 553/88 513/96
FOC 17F 511/97 511/97
FOC 20F 513/95 502/97
36 D1F 500/97 519/96
68 D1F 529/85 511/97
159 DF 530/86 520/96
167 DF 521/96 488/96
169 DIF 177/85 513/92
211 D1F 274/82 512/97
209 DF 149/80 523/94
213 D2F 586/86 527/98
276 D2F 276/82 501/97
193 D2F 500/96 550/92
135 D2AF 504/91 493/97
170 D1F 517/96 524/94
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5.8. Identificacio Eletronica das Sequiéncias
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Figura 16. Pagina inicial da ferramenta BLAST do NCBi. A seta indica a opgo blastn utilizada para
comparagdes em pares.

Para exemplificar, selecionou-se a ferramenta blastn (comparagdes em pares entre

nucleotidios) e colou-se a seqiiéncia de Foc, FOC1F (Fig. 17).
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Figura 17. Janela para colagem da seqiiéncia e submissdao (BLAST!) (seta) para analise.
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A seqiiéncia submetida para analise (query), de 553 nt, foi comparada com
seqliéncias depositadas no GenBank (subject).

A distribuigdo dos “hits” do BLAST, ou seja, seqiiéncias onde foi encontrada alta

homologia (linhas vermelhas), esta disponivel na Fig. 18.
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Figura 18. Resultado da analise de similaridade. Linhas vermelhas indicam escores > 200.

Foi evidenciada a producdo de alinhamentos significantes (altos escores e baixos
E-values) da seqiiéncia de FOC1F com diferentes espécies de Fusarium, f. spp. de F.

oxysporum, inclusive com o teleomorfo, Gibberella fijikuroi (Figs. 19 ¢ 20).
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alinhamento em pares com Foc (FOCI1F) que

apresentaram alinhamento significativo. Numero de acesso estdo na frente de cada espécie, seguida pelo

escore e E-value do alinhamento.

Visando comprovar a

inexeqiiibilidade do diagndstico

eletronico para

identificacao de f. spp. de F. oxysporum a partir das regides ITS e 5,8S rDNA, comparou-

se o alinhamento da seqiiéncia de Foc com Gibberella e F. oxysporum f. sp. vasinfectum.

Alinhamento 01: Fusarium oxysporum f. sp. cubense FOCL1F (query) X Gibberella

fujikuroi (subject)

>gi | 37778808 gb | AY188916.1|

Gibberella fujikuroi 18S ribosomal RNA gene, partial sequence;
internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene
and internal transcribed spacer 2, complete sequence;
and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

Length = 1136

Score

1005 bits (507), Expect = 0.0

Identities = 524/527 (99%), Gaps = 2/527 (0%)

Strand = Plus 7/ Plus

Query: 14 ggagggatcattaccgaggtttacaactcccaaacccctgtgaacataccaattgttgec 73

FERRREEEEn e ree e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct: 18 ggagggatcattaccga-gtttacaactcccaaacccctgtgaacataccaattgttgcc 76
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Query: 74 tcggcggatcagcccgctcccggtaaaacgggacggcccgecagaggacccccaaactet 133

i FEEEREEEREEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eyt
Sbjct: 77 tcggcggatcagcccgctcccggtaaaacgggacggcccgecagaggacccctaaactet 136

Query: 134 gtttctatatgtaacttctgagtaaaaccataaataaatcaaaactttcaacaacggatc 193

FEEREEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct: 137 gtttctatatgtaacttctgagtaaaaccataaataaatcaaaactttcaacaacggatc 196

Query: 194 tcttggttctggcatcgatgaagaacgcagcaaaatgcgataagtaatgtgaattgcaga 253

FEEEREEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct: 197 tcttggttctggcatcgatgaagaacgcagcaaaatgcgataagtaatgtgaattgcaga 256

Query: 254 attcagtgaatcatcgaatctttgaacgcacattgcgcccgccagtattctggcgggcat 313

i AR
Sbjct: 257 attcagtgaatcatcgaatctttgaacgcacattgcgcccgccagtattctggcgggcat 316

Query: 314 gcctgttcgagcgtcatttcaaccctcaagcccagcttggtgttgggactcgcgagtcaa 373

i AR
Sbjct: 317 gcctgttcgagcgtcatttcaaccctcaagcccagcttggtgttgggactcgecgagtcaa 376

Query: 374 atcgcgttccccaaattgattggcggtcacgtcgagcttccatagcgtagtagtaaaacc 433

i FEEEREEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e r e
Sbjct: 377 atcgcgttccccaaattgattggcggtcacgtcgagcttccatagcgtagtagtaaaacc 436

Query: 434 ctcgttactggtaatcgtcgcggccacgcacgttaaaccccaacttctgaatgttgacct 493

FEREREEE e e e e e e e e e e e e e e e el
Sbjct: 437 ctcgttactggtaatcgtcgcggccacgc=cgttaaaccccaacttctgaatgttgacct 495

Query: 494 cggatcaggtaggaatacccgctgaacttaagcatatcaataagcgg 540

RN RN NN RN NN RNy
Sbjct: 496 cggatcaggtaggaatacccgctgaacttaagcatatcaataagcgg 542

O primeiro alinhamento obteve alta identidade, 99%, e dentre os 527 nt ou sitios
analisados, houve apenas 3 sitios variaveis, sendo 2 espagos (marcadas em verde), podendo
ser considerados “InDels” (inser¢do ou delegdo), e 1 transi¢do (¢ —> t), marcada em

amarelo.

Alinhamento 02: Fusarium oxysporum f. sp. cubense FOC1F (query) X Fusarium

oxysporum f. sp. vasinfectum strain Ag149-111 (subject)

>gi 11692814 | gh]AF322076.1]|AF322076
Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum strain Agl149-111;
18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal
transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene and
internal transcribed spacer 2, complete sequence; and
28S ribosomal RNA gene, partial sequence
Length = 616

Score = 944 bits (476), Expect = 0.0
Identities = 517/527 (98%), Gaps = 4/527 (0%)
Strand = Plus 7/ Plus
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Query: 14 ggagggatcattaccgaggtttacaactcccaaacccctgtgaacataccaattgttgcec 73

PERRREEEEnn e ree e e e e e e e e e e e e ey el
Sbjct: 90 ggagggatcattaccgadgtttacaactcccaaacccctgtgaacataccacttgttgecc 148

Query: 74 tcggcggatcagcccgctcccggtaaaacgggacggcccgccagaggacccccaaactct 133

i TEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e ey et
Sbjct: 149 tcggcggatcagcccgctcccggtaaaacgggacggcccgccagaggacccctaaactect 208

Query: 134 gtttctatatgtaacttctgagtaaaaccataaataaatcaaaactttcaacaacggatc 193

i FEEEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct: 209 gtttctatatgtaacttctgagtaaaaccataaataaatcaaaactttcaacaacggatc 268

Query: 194 tcttggttctggcatcgatgaagaacgcagcaaaatgcgataagtaatgtgaattgcaga 253

FEEEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct: 269 tcttggttctggcatcgatgaagaacgcagcaaaatgcgataagtaatgtgaattgcaga 328

Query: 254 attcagtgaatcatcgaatctttgaacgcacattgcgcccgccagtattctggcgggcat 313

FEEEREEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e el
Sbjct: 329 attcagtgaatcatcgaatctttgaacgcacattgcgcccgccagtattctggecgggcat 388

Query: 314 gcctgttcgagcgtcatttcaaccctcaagcccagcttggtgttgggactcgcgagtcaa 373

FEEREEEErnnee e et 11 i
Sbjct: 389 gcctgttcgagcgtcatttcaaccctcaagcacagcttggtgttgggactcgec=-gttaa 446

Query: 374 atcgcgttccccaaattgattggcggtcacgtcgagcttccatagcgtagtagtaaaacc 433

i O AR
Sbjct: 447 ttcgcgttcctcaaattgattggcggtcacgtcgagcttccatagcgtagtagtaaaacc 506

Query: 434 ctcgttactggtaatcgtcgcggccacgcacgttaaaccccaacttctgaatgttgacct 493

i FEEEEEEEre e e e e e e eee e e e e e e e e e e e
Sbjct: 507 ctcgttactggtaatcgtcgcggccacgc=cgttaaaccccaacttctgaatgttgacct 565

Query: 494 cggatcaggtaggaatacccgctgaacttaagcatatcaataagcgg 540
RN

Sbjct: 566 cggatcaggtaggaatacccgctgaacttaagcatatcaataagcgg 612

O segundo alinhamento obteve identidade de 98%, e dentre os 527 nt ou sitios
analisados, houve 10 sitios varidveis, sendo 4 espagos ou “InDels”, marcados em verde no
alinhamento, além de 3 transigdes (¢ = t) (marcardas em amarelo) e 3 transversoes (a = c,
c = a, a 2> t), marcadas em azul.

Concluindo, foi possivel efetuar o diagnostico eletronico da seqiiéncia de Foc
submetida apenas em nivel de género, uma vez que o alinhamento com seqiiéncias, mesmo
de outras formae speciales e até de outras espécies de Fusarium, apresentou alta
homologia. Conseqiientemente, a ferramenta blastn ndo pode ser aplicada na diferenciagcdo
de f. spp. do complexo F. oxysporum analisado.

Entretanto, considerando que o niimero de mutagdes verificadas no alinhamento
(dez) em Foc x F. oxysporum f. sp. vasinfectum foi significativo, é possivel que a

utilizacdo de algoritmos mais sensiveis, como os disponiveis em programas de
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reconstru¢ao filogenética, sejam suficientes para a diferenciagdo dos isolados em suas

respectivas f. spp.
5.9. Analise Filogenética das Regides do DNA Ribossomal

Para avaliacdo filogenética das seqiiéncias correspondentes a regiao ITS (ITS1 e
ITS2), da subunidade 5,8S do rRNA e 28S do rDNA utilizou-se a fita derivada do iniciador
forward (F - anverso), cuja seqiiéncia foi modificada manualmente, a partir do
eletroferograma (Apéndice 5), comparando-se com a fita complementar gerada a partir do
iniciador reverse (R - reverso). Esta corre¢do teve o objetivo de minimizar espagos (-) ou
bases indeterminadas (N).

As seqiliéncias foram comparadas utilizando o programa de alinhamento multiplo,
Clustal X 1.8. Um total de 897 sitios, caracteres ou nucleotideos, incluindo espagos, foram
utilizados na analise (Apéndice 7), entretanto, para constru¢do da matriz de distincia
genética e, conseqiientemente, construcao de dendrogramas, 470 sitios, sem espagos, foram
comparados. Na avalia¢ao do nivel de informagdo parsimonica da regidao ITS, a por¢do do
28S rDNA ndo foi incluida, totalizando, assim, com os espagos, 540 sitios.

Esta avaliagdo ¢ disponibilizada no programa MEGA2 (Apéndice 9), onde sitios
variaveis sdo aqueles que contém pelo menos dois tipos de nucleotideos, enquanto que
parsimonicamente informativos os que contém pelo menos dois tipos de nucleotideos, com
pelo menos dois deles ocorrendo com freqiiéncia minima de dois.

A avaliacdo do alinhamento da regido ITS1-5,8S rDNA-ITS2 (540 sitios) dos
diferentes isolados do complexo F. oxysporum revelou que apenas 4,07% (22/540) deles
foram filogeneticamente informativos, 1,85% (10/540) na regido ITS1 e 2,04% (11/540) na
regido ITS2. A regido ITS1 foi mais conservada que a ITS2, com 2,40% (13/540) e
12,20% (66/540) dos sitios variaveis, respectivamente. O gene 5,8S do rRNA ndo forneceu
nenhuma informacao filogenética para a analise, com apenas 0,92% (05/540) dos sitios
variaveis (Apéndice 7).

Andlise de bootstrap utilizando busca heuristica foi efetuada com 5000 replicacdes,
0 que permitiu que grupos com freqiiéncia superior a 50% fossem retidos, visando testar o
suporte estatistico de cada ramo.

Foram efetuadas dois tipos de comparagdes. A primeira, incluindo apenas as
seqiiéncias produzidas neste trabalho (Apéndice 7) e uma segunda andlise, incluindo

seqiiéncias de F. oxysporum de outras espécies, além de seu teleomorfo, Gibberella,
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disponiveis no GenBank (Apéndices 10 e 11), visando determinar a exeqiiibilidade da
regido ITS para comparagdes entre espécies.

Na andlise incluindo apenas os isolados seqilienciados neste trabalho obteve-se um
dendrograma NJ consenso (strict consensus) sem analise de bootstrap, utilizando-se o
modelo K-2-P g. Foi observada a formagao de dois grupos, um maior, incluindo 19 dos 21
isolados estudados e uma dicotomia basal, formada pelo o isolado 169D1F, obtido de
tomate, seguido por 276D2F de maracuja (Fig. 20).

O primeiro grupo apresentou varias ramifica¢des, formando varios subgrupos. O
isolado 276D2F, obtido de maracuja, foi o mais divergente e apresentou menor
similaridade com os outros isolados.

O primeiro grupo (SGI) foi produzido pelos isolados FOC13F (banana mag¢a de
Joaquim Gomes), FOC17F (banana Maca de Jacuipe) e FOCIF (banana Maca de Porto
Real do Colégio). Um segundo grupo (SGII), incluindo 193D2F (maracuja) ¢ FOC4F
(banana Sao Tome) foi formado e um terceiro grupo (SGIII) incluiu os isolados FOC12F
(banana Magi de Palmeira dos Indios), 211DIF e 68DI1F (tomate) também apresentaram
homologia.

O quarto grupo (SGIV) foi formado pelos isolados FOC16F (banana Maga de Porto
Calvo) e FOC20F (banana Mac¢a de Jundia), 159DF e 213D2F, 167DF (tomate) e

135D2AF (maracuja), apesar de incluir hospedeiros diferentes de F. oxysporum.
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Figura 20. Dendrograma consenso construido pelo método de agrupamento NJ utilizando a distincia
Kimura-2-parameter (gamma) baseado nas seqiiéncias da regido ITS completa e parte do gene 28S do rDNA

de 21 isolados de F. oxysporum. SG=subgrupo.

O dendrograma gerado a partir da analise de bootstrap manteve apenas os grupos
que apresentaram suporte estatistico acima de 50% (Fig. 21). Os isolados pertencentes ao
grupo GI, FOCI3F (banana mag¢d de Joaquim Gomes) e FOCI17F (banana mag¢a de

Jacuipe) formaram um grupo monofilético em 53% das replicagdes, enquanto que o

isolado FOCI1F, sem suporte de bootstrap, colapsou.
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Figura 21. Dendrograma bootstrap construido pelo método de agrupamento NJ utilizando a distincia
Kimura-2-parameter (gamma) baseado nas seqiiéncias da regido ITS completa e parte do gene 28S do rDNA
de 21 isolados de F.oxysporum. SG=subgrupo mantido, SG=subgrupo colapsado.

O grupo GII incluindo 193D2F, obtido de maracuja, e FOC4F, obtido de banana
Sdo Tomé de Sao Bras, foi mantido em 63% das replicacdes, 0 mesmo ocorrendo com o
grupo GIII, onde os isolados 211D1F e 68D1F (ambos de tomate) formaram um grupo em
100% das replicagdes, e estes dois isolados, ¢ FOC12F (banana Mac¢a de Palmeira dos
indios), estiveram juntos em 65% das replica¢des. Do quarto grupo, apenas os isolados
159DF e 213D2F foram mantidos com suporte de bootstrap de 53%.

O dendrograma ilustrado na Figura 22 foi obtido pelo método de agrupamento
UPGMA. Nesse dendrograma observou-se a formagdo de varios grupos e subgrupos. O
isolado 169D1F obtido de tomate foi o mais divergente. Trés subgrupos principais foram

observados.
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Figura 22. Dendrograma consenso construido pelo método de agrupamento UPGMA utilizando a distancia
Kimura-2-parameter (gamma) baseado nas seqiiéncias da regido ITS completa e parte do gene 28S do rDNA
de 21 isolados de F.oxysporum. SG=subgrupo.

O primeiro grupo, denominado SGI foi formado por FOC7F (banana prata de Feliz
Deserto), FOCIF (banana mac¢d de Porto Real do Colégio), 170D1F (pimentdo), 36D1F
(tomate), FOC13F (banana maga de Joaquim Gomes), FOC17F (banana maca de Jacuipe),
193D2F (maracujd) e FOC4F (banana Sao Tomé de Sao Bras).

O segundo, GII, foi formado pelos isolados 211D1F e 68D1F (ambos de tomate), e
o terceiro, pelos isolados 159DF e 213D2F (ambos de tomate), FOC20F (banana Maga
Jundiai), 167DF (tomate), 135D2AF (maracuja), FOC16F (banana Mag¢a Porto Calvo),
276D2F (maracuja) e FOC12F (banana Magca de Palmeira dos indios).

A andlise de bootstrap revelou alto suporte estatistico para diversos subgrupos.
Apesar de grande parte dos ramos que levaram ao colapso das OTUs, alguns grupos foram

mantidos, como foi o caso do SGIII (Fig. 23).
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Figura 23. Dendrograma bootstrap construido pelo método de agrupamento UPGMA utilizando a distincia
Kimura-2-parameter (gamma) baseado nas seqiiéncias da regido ITS completa e parte do gene 28S do rDNA
de 21 isolados de F. oxysporum. SG=subgrupo.

Dentro deste subgrupo existe suporte estatistico (50%) para a separacdo dos
isolados 276D2F e FOC12 do restante do grupo, enquanto que alto suporte (82%) para a
inclusdo de 159DF (tomate), 213D,F (maracuja), FOC20F (banana ma¢a de Jundid),
FOCI16F (banana mag¢a de Porto Calvo), 167DF (tomate) e 135D,AF (maracujd) em um
grupo monofilético. Por exemplo, o GI foi mantido com suporte de 77%, e dentro dele,
FOCI13F e FOC17F apresentaram bootstrap de 67%, enquanto que 193D,F e FOC4F, de
65%.

Observou-se um suporte de bootstrap de 99% para o grupo (GII) formado pelos
isolados 211D1F e 68D1F, ambos obtidos de tomate (Fig. 23).

Uma outra analise incluindo 18 seqiiéncias de formae speciales de Fusarium, outras
espécies, além do teleomorfo Gibberella, todas disponiveis no GenBank, foi efetuada (Fig.

24).
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A matriz de similaridade (Apéndice 8), constatou se a distancia genética entre os
isolados, houve alta homologia entre eles. Por exemplo, 211DF e 68DIF (GII)
apresentaram 99,94% de similaridade, enquanto que a menor foi de 99,81%, entre 169D1F,

o mais basal, e 21 1DF, ambos Fol de tomate.

0i|5006327|gb|AF069310.1|AF069
36D1F

193D2F

FOCTF

FOC4F

213D2F
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0i|37362910|gb|AY387705.1]
0i|1122871|emb|X94173.1|FOXYRR
0i|34559401|gb|AY354396.1]
135D2AF
0i|38569372|gb|AY462580.1]
0i|34559403|gb|AY354398.1]
276D2F

159DF
0i|852527|gb|U28159.1|FOU28159
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FOC12F
0i|18034433|gb|AF440565.1]
0i|18034434|gb|AF440566.1]
0i|1808933|gh|U34571.1|FOU3457
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FOC16F

m FOC13F

FOC17F

170D1F R
0i|29027604|gb|AY210330.1]
FOC10F

FOC20F &
0i|5524732|gb|AF165875.1|AF165
0i|34559398|gb|AY354393.1]
0i|34559397|gb|AY354392.1]
209DF

— 68D1F

L_211D1F
0i|21666892|gb|AF455460.1]

— 169D1F

L §i|24637154|gb|AF430129.1]

— 0i|10180259|gb| AF178418.1|AF17
L gi|10180248|gb|AF178407.1|AF17

Figura 24. Dendrograma consenso construido pelo método de agrupamento UPGMA utilizando a distancia
Kimura-2-parameter (gamma) baseado nas seqiiéncias da regido ITS completa de 21 isolados de Fusarium
oxysporum e 18 obtidos do Genbank. Um isolado de F.oxysporum humano (& ) e outro associado a arvores
(#) estdo destacados.

O Apéndice 11 fornece as seqiiéncias dos isolados obtidas do GenBank, enquanto
que o Apéndice 12 a matriz de distancia genética das comparagdes entre os isolados.

Utilizou-se o método de distancia UPGMA, por ter apresentado melhor suporte estatistico.

58



Em geral, isolados de uma mesma espécie hospedeira ndo se agruparam com
suporte estatistico, mesmo os obtidos do GenBank. Apesar de haver a formagdo de grupos
correspondendo ao hospedeiro, geralmente ndo houve suporte estatistico (Fig. 25). Cerca

de 353 sitios, sem espagos, foram analisados (Apéndices 10 e 12).
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FOC1F

| 68D1F
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0i|29027604|gb|AY 210330.1| ¢
276D2F
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Figura 25. Dendrograma bootstrap construido pelo método de agrupamento UPGMA utilizando a distancia
Kimura-2-parameter (gamma) baseado nas seqiiéncias da regido ITS completa de 21 isolados de Fusarium
oxysporum e 18 obtidos do Genbank. Um isolado de F. oxysporum humano (& ) e outro associado a arvores
(#) estdo destacados.
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Por exemplo, alguns isolados de banana (FOCI1F, FOCI12F, FOC16F, FOCI3F,
FOCI17F, FOCIF0O e FOC20F) fazem parte de um grande subgrupo (*) (Fig. 24),
entretanto, na Figura 25 ele ndo foi confirmado devido ao baixo suporte estatistico. Eles
também se agruparam com outros F. oxysporum de outros hospedeiros como tomate,
associados a arvores e humanos.

Outro grande subgrupo também uniu F. oxysporum de cevada, tomate, maracuja,
banana, cravo, como também F. niveum, vasinfectum, lagenarium (Fig. 25), mas de todo o
grupo, apenas 68D1F e 211D1F de tomate permaneceram com suporte de 99%. Um grupo
foi formado entre F. solani f. sp. glycines e batatas, com suporte de 99%. A Figura 25
mostra que os subgrupos originalmente obtidos (Fig. 24) ndo foram mantidos.

A regido ITS foi bastante conservada, tendo as duas seqiiéncias mais divergentes,
(gi/21666892/gb/AF455460.1/), de Gibberella fujikuroi e (gi/24637154/gb/AF430129.1/)
de F. mangiferae, apresentado similaridade de 99,78%.

O isolado humano (&) e o saprofita associado a arvores (e) agruparam-se com
isolados de Foc de bananeira (Fig. 25). Entretanto, devido ao baixo suporte de bootstrap,
abaixo de 50%, e homologia de 100% (Apéndice 12) a relagdo destes isolados com os
fitopatdgenos ndo pode ser inferida.

Visando avaliar a especificidade da regido ITS e 5,8S rDNA de Foc em relagdo as
cultivares de banana, Prata, Pacovan, Maca ¢ Sao Tomé, efetuou-se uma analise
filogenética incluindo apenas os isolados de Foc utilizando os algoritmos NJ e UPGMA

(Fig. 26).

NJ UPGMA

35 FOCLOF

24 FOC10F 31 FOC12F
56 FOC12F FOC20F
a7 FOC20F 31

44 FOC17F

49 FOC17F

36 L FoC7F
FOCT7F

48 ——————————————— FOC4F
FOC16F
26 FOC13F

FOCIF FOCLF

FOC13F

0.002 0.001

Figura 26. Dendrograma consenso construido pelos métodos de agrupamento NJ e UPGMA utilizando a
distancia Kimura-2-parameter (gamma) baseado nas seqiiéncias da regido ITS completa de isolados de F.
oxysporum f. sp. cubense.
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Foram incluidos 633 sitios totais da regido ITS1-5,8S rDNA-ITS2, incluindo
espacos, ¢ excluindo-se a por¢do 28S rDNA. O alinhamento multiplo das seqiiéncias de
Foc, esta apresentada nos Apéndices 13 e 14, enquanto que a matriz de distancia genética
pode ser vista no Apéndice 15. A composi¢do média de cada nucleotideo foi: G=22,8%,
U=23,5%, C=26,6% ¢ A=27,1%. No total, 0,95% dos sitios foram variaveis (6/633), e
apenas um, na regido ITS2, parsimonicamente informativo. O gene 5,8S rRNA, apesar de
apresentar quatro sitios variaveis, ndo forneceu nenhuma informagao parsimonica.

Apesar de ser detectada a formagao de alguns grupos (Fig. 26), eles geralmente nao
corresponderam aos isolados dos cultivares de banana, e ndo tiveram suporte estatistico
(abaixo de 50%), conseqiientemente a maioria dos ramos colapsou (Fig. 27), e relacdes
entre os isolados ndo pode ser inferida. Por exemplo, a similaridade entre os mais
divergentes, FOCI1F x FOC10F e FOCIF x FOC20F, foi de 99,98% (Apéndice 15).

Em geral, constatou-se que o numero de informagdo dentro da f. sp. cubense foi

menor que a obtida de comparacdes entre diferentes f. spp.

NJ UPGMA

———————— FOCIOF

% FOCI0F
FOC20F

FOC12F

FOCI12F FOC0E

FoCLF FOCL7F

FOCTF FoCTF

FOC16F FOC16F

FOCAF FOC4F

FOCI3F FOC13F

FOCIF FOCIF

Figura 27. Dendrograma bootstrap construido pelos métodos de agrupamento NJ e UPGMA utilizando a
distancia Kimura-2-parameter (gamma) baseado nas seqiiéncias da regido ITS completa de isolados de F.
oxysporum f. sp. cubense.
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6. DISCUSSAO

A regido IGS ¢ considerada uma regido altamente variavel no genoma dos fungos
filamentosos, sendo indicada em estudos de variabilidade genética entre individuos da
mesma espécie, inclusive entre formae speciales (f. spp.) de uma espécie (BOEHM et al.,
1994, FEKETE et al.,, 1993). A regido separa os genes repetidos, que codificam as
subunidades 28S, 5,8S e 18S do rRNA, e nao ¢ transcrita, apresentando maior
variabilidade inter- e intraespecifica que as regides internas transcritas, ITS1 e ITS2.

Apos a analise dos RFLPs da regido IGS utilizando as enzimas Bgll, Sall e Smal,
observou-se polifilia. A analise filogenética da regido ITS, por outro lado, revelou que
isolados especificos de alguns hospedeiros, como por exemplo, f. sp. cubense, estdo mais
proximamente relacionados a isolados de outros hospedeiros, como f. sp. lycopersici, do
que entre si.

A digestdo com todas as trés enzimas sugeriu a formagao de quatro haplotipos (A-
D). A maioria dos isolados cuja regido IGS foi digerida por BglI apresentou haplotipo B,
independente da f. spp., enquanto que com Sall, com excecdo de FOCI, 213D2F ¢
170D1F, todos os demais apresentaram o mesmo padrdo de bandas, com um sitio de
restri¢ao.

A analise com a Smal revelou que o padrido de bandas dos isolados de diferentes
cultivares de banana obtidos de diferentes regides do Estado foi idéntico, apresentando um
unico sitio de restri¢do. Entretanto, 0 mesmo padrdo foi observado para um isolado de
tomate, 36DF, que constitue o haplotipo B. Para todas as enzimas testadas ndo houve
relacdo entre os haplotipos gerados e especificidade ao hospedeiro ou f. spp.

De acordo com Bentley et al. (1995), alguns estudos suportam a hipétese de que
ndo existe correlagdo entre perfil RAPD e especificidade de isolados de Foc com
determinada cultivar de banana, isto €, com ragas, mas sim com VCGs. Entretanto,
respostas obtidas com a regido IGS té€m sido diferentes para cada populacdo do complexo
F. oxysporum avaliada.

Por exemplo, Appel e Gordon (1995) estudaram a variagdo intraespecifica dentro
de populacdes de F. oxysporum, através da analise RFLP da regido IGS do rDNA. Eles
trabalharam com 56 isolados de diferentes hospedeiros. As enzimas de restri¢ao utilizadas
foram EcoRI, Sau3A, Cfol, e Avall. Os autores concluiram que a regido IGS mais variavel

foi observada entre isolados de F. oxysporum nao patogénicos.
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Edel et al. (1995) estudaram 60 linhagens de F. oxysporum através de trés métodos
moleculares para detectar a presenca de polimorfismo intraespecifico. Concluiram que o
método RFLP de DNA total mostrou-se mais sensivel e foi capaz de detectar 40 variantes
dentro das 60 amostras, enquanto que a analise dos RFLPs da regido IGS indicou o
relacionamento genético entre as linhagens. As enzimas utilizadas pelos autores foram
Alul, Haelll, Hhal, Hinfl, Mbol, MspI, Rsal, Xhol e ScrFI.

Fernandez et al. (1994) realizaram a caracterizagdo molecular das racas A, 3 e 4, de
52 isolados de F. oxysporum f. sp. vasinfectum através da analise de RFLPs do rDNA,
mtDNA e VCGs. Dez VCGs foram obtidos, enquanto que isolados de racas diferentes nao
tiveram o mesmo VCG, além de que isolados da raga A apresentaram maior polimorfismo
em relagdo as outras. O relacionamento genético entre os isolados mostrou que o local de
restricdo dos loci avaliados foi diferente e que ndo houve correlagdo entre racas e padrdes
RFLPs.

Uma sonda (P449) com um fragmento de 3,38 kb produzido de um isolado de F.
oxysporum f. sp. cubense, foi usada por Bridge et al. (1995) para determinar perfis RFLPs
de mtDNA em 28 isolados de F. oxysporum de véarios hospedeiros e localidades. A sonda
mostrou polimorfismo dentro das diferentes f. spp.

Analise de RFLP, efetuada por Koening et al. (1997) sugere que isolados da f. sp.
cubense podem estar mais proximamente relacionados a outras f. spp., como lycopersici,
do que deles proprios. Os autores questionaram, em seu artigo, a separacdo do complexo
F.oxysporum em f. spp. O mesmo foi observado neste trabalho, onde cladogramas gerados
da analise de RAPD, RFLPs e sequenciamento das regidoes ITS1, ITS2, 5,8S rDNA e parte
do 28S rDNA nio foram congruentes com a separagao da populacdo analisada em f. spp.

A alta taxa de polimorfismo genético em F. oxysporum j4 havia sido relatada em
estudos morfologicos e culturais com o fungo (SNYDER ¢ HANSEN, 1940). Os dados
genéticos de RAPDs aqui apresentados sugerem que esta diversidade ndo esta relacionada
com o hospedeiro ou localizagdo geografica e que o complexo apresenta alta variabilidade.

RAPD tem sido utilizado efetivamente como marcador genético visando deteccao
de polimorfismos em F. oxysporum (BENTLEY et al., 1995; GHERBAWY, 1999;
MOSTAFA et al., 2002). A vantagem de se utilizar o método ¢ que ele geralmente busca
por loci em todo o genoma, enquanto que genealogia de genes examina a evolucdo de
seqiiéncias em genes nucleares, dai a diferenca de variabilidade entre isolados de F.

oxysporum utilizando diferentes regides do genoma.
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Neste trabalho, RAPD foi um marcador eficiente para acessar diversidade genética
da populacdo de F. oxysporum avaliada, entretanto, relagcdo entre padrdes de bandas e f. sp.
ndo pode ser confirmada. A relacdo filogenética e a variagdo genética avaliadas entre 18
isolados de F. oxysporum desta pesquisa, através do marcador RAPD, sugeriu que o fungo
¢ formado por espécies filogenéticas distintas. A analise fenética gerou dois grupos, com
suporte de 100% de bootstrap. Entretanto, foi constatada uma grande variabilidade
genética na populacdo estudada, como também pelos baixos valores de bootstrap, mesmo
entre aqueles provenientes do mesmo hospedeiro. Um nimero maior de isolados
representativos de cada f. sp. seria necessario para comprovar este resultado.

Dados obtidos por O’Donnell et al. (1998), mostraram que houve variagdo na
distribui¢ao do nimero de cromossomos de F. oxysporum f. sp. cubense, que foi de nove a
14. Estas diferencas poderiam, em parte, explicar a alta variabilidade genética dentro da
populacdo do complexo F. oxysporum analisada no presente estudo.

Bentley et al. (1995) também ndo encontraram correla¢do entre o método RAPD e
especificidade de isolados de Foc a determinada cultivar.

Entretanto, esta variabilidade, mesmo a partir de RAPDs, ¢ diferente para vérias f.
spp. de F. oxysporum. Por exemplo, Vakalounakis e Fragkiadakis (1999) concluiram,
através de RAPD, que a f. sp. cucumerinum ¢ a f. sp. niveum sdo polifiléticos, enquanto
que a f. sp. radicis-cucumeriunum e a f. sp. melonis sdo monofiléticos. J& Mostafa et al.
(2002) conseguiram, através do método, distinguir isolados altamente dos fracamente
patogénicos de F. oxysporum obtidos de grao-de-bico.

Nao foi encontrada uma tnica banda que fosse comum a todos os isolados de F.
oxysporum estudados neste trabalho, e conseqiientemente pudesse ser considerada um
marcador da espécie. Adicionalmente, isolados de f. spp. diferentes compartilharam bandas
de mesmo peso molecular. Entretanto, isolados de cada f. sp. tenderam a se agrupar (Figs.
12 e 13).

Quanto as unidades do DNA ribossomico (rDNA), apresentam peculiaridades que
permitem a deteccdo de patdgenos a nivel de espécie e formas intraespecificas. Além de
serem altamente estaveis, apresentam regides do genoma conservadas e varidveis
(HIBBETT, 1992), ocorrem em multiplas copias, isto €, até 200 por genoma hapldide
(BRUNS et al., 1991) e sao arranjadas em unidades de repetigdo, cada uma contendo genes

da subunidade menor (18S e 5,8S) e da subunidade maior (28S).
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Andlise de seqiiéncias do rDNA tem sido amplamente aplicada em estudos
taxondmicos e na inferéncia de relagdes filogenéticas de fungos (HIBBETT, 1992). As
regides conservadas tém sido utilizadas em comparagdes entre espécies, enquanto que as
variaveis, como por exemplo, as regides ITS1 e ITS2, tém sido empregadas na
diferenciacdo de espécies intimamente relacionadas (ABD-ELSALAM et al., 2003) ¢
relagdo genética entre espécies ¢ isolados de uma mesma espécie (WHITE et al., 1990;
O’DONNELL, 1992).

Cerca de 13 sitios (2,40%) na regido ITS1 foram varidveis, enquanto que apenas
1,85%, parsimonicamente informativos. Ja a regido ITS2 apresentou 66 sitios varidveis
(12,20%), com 2,04% dos sitios parsimonicamente informativos. O gene 5,8S rDNA foi o
mais conservado, com 5 sitios varidveis (0,92%) e nenhum parsimonicamente informativo.

Em seguida, as seqiiéncias alinhadas foram transferidas para a versdo 2.1 do
programa de filogenia molecular, MEGA2 (KUMAR et al., 2001).

Os dados obtidos corroboram aqueles resultantes das pesquisas de O’Donnell et al.
(1998), os quais utilizaram regides mais conservadas que a ITS e ndo obtiveram suporte
para a separagdo de F. oxysporum em f. spp., mesmo utilizando regides mais variaveis,
como o mtDNA e o gene EF-1a. Adicionalmente, foi constatado pelos autores que o gene
EF-lo apresenta 95% do sinal derivado de introns, portanto menos conservado e
geneticamente informativo que o mtDNA, sugerindo que o complexo F. oxysporum ¢
monofilético, embora, muitas f. spp. sdo polifiléticas. Isso indica que a patogenicidade ao
hospedeiro evoluiu convergentemente ¢ pde em questdo o sistema denominado forma
specialis, como ocorre em F.0. cubense, F.0. melonis ¢ F. 0. lycopersici, todos
polifiléticos. Os autores observaram que isolados da f. sp. lycopersici se agruparam com f.
spp. melonis, batatas, passiflorae, erythroxyti e até com F. oxysporum obtido de infec¢des
humanas.

Os autores concluiram que muitos isolados da f. sp. cubense sdo mais
proximamente relacionados a outras f. spp. de outros hospedeiros ou até de F. oxysporum
saprofitas de solo do que deles mesmos.

Moricca et al. (1995) constataram que os genes 5,8S rDNA de Fusarium
sambucinum e F. oxysporum sdo 100% homologos, demonstrando o seu alto nivel de
conservacdo. Entretanto, observaram varia¢do na regido ITS de F. oxysporum f. sp.
vasinfectum, a qual ndo havia sido detectada através de RFLPs, enquanto que a seqiiéncia

da mesma regido de F. proliferatum e F. fujikuroi foram idénticas (Waalwijk et al., 1996).
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Outras comparagdes, incluindo uma amostragem mais representativa das diferentes
f. spp. e outros genes com diferentes niveis de conservacao deveriam ser efetuadas visando
identificar o mecanismo genético de especificidade ao hospedeiro que determina f. pp. no
complexo F. oxysporum, que segundo Baayen et al. (2000), ainda ¢ desconhecido. A
regido ITS em fungos evoluiu rapidamente, por isso, pode conter variacao nas seqiiéncias
de nucleotideos suficiente para constatar relacionamento entre espécies (WHITE et al.,
1990; SAMUELS e SEIFERT, 1995).

Grupos multiplos, independentes das diversas formae speciales de F. oxysporum
analisadas neste trabalho foram geradas pela analise da regido ITS e 5,8S rDNA.

Baseado nas seqiiéncias obtidas através do sequenciamento da regidao ITS e 5,8S do
rDNA dos 21 isolados de F. oxysporum, foram construidos dendrogramas visando detectar
similaridade entre os isolados. Apesar da regido utilizada neste trabalho ser mais
conservada que as utilizadas por O’Donnell et al. (1998), os dados foram congruentes.
Isolados de diferentes formae speciales, inclusive de um isolado patogénico a humanos
(g1/5524732|gb|AF165875.1|AF165875) que se agrupou com o isolado de Foc, FOC 20F,
no dendrograma consenso (Fig. 24), ainda que sem suporte estatistico de bootstrap (Fig.
25), apareceram agrupados nos diferentes dendrogramas, inclusive naqueles que incluem
seqliéncias de F. oxysporum obtidas do GenBank (banco de dados da Internet) (Apéndice
11).

A Fig. 25 revelou que, mesmo quando se efetuou comparagdo das seqiiéncias dos
genes dos isolados desta pesquisa e com aqueles obtidos do GenBank, as seqiiéncias foram
pouco variaveis e a relagdo entre os isolados ndo pode ser determinada, o mesmo
ocorrendo quando foi construido um dedrograma apenas dos 19 isolados do GenBank
(dados ndo demonstrados).

Outros marcadores, como RFLPs t€ém sido utilizados por O’Donnell (1992) para
avaliar a regido ITS. Relagdes genéticas entre isolados de Fusarium foram inferidas a partir
das variagdes existentes em suas seqiiéncias e também de mapas RFLPs resultado da
digestao diferencial da regido ITS. Entretanto, o autor concluiu que a regido ITS ndo esta
sempre associada com os sitios de restricdo ¢ nao foi detectada por mapeamento dos
RFLPs.

Isolados das f. spp. incluidas na anélise ndo formaram grupos exclusivos, assim
como constatado na pesquisa de O’Donnell et al. (1998) em relagdo as f. spp. cubense,

melonis, lycopersici e radicis-lycopersici.
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Baayen et al. (2000) observaram que ragas de uma f. sp., podem ter origens
independentes, com patogenicidade e viruléncia evoluindo mais que uma vez através de
mutagdes, transposi¢des ou disseminagdo para organismos distantemente relacionados
através de parassexualidade ou transferéncia horizontal de genes. Os autores concluiram
que em contraste com o que ¢ assumido, formae speciales no complexo F. oxysporum nao
¢ monofilético.

Neste estudo, grupos de patogenicidade (f. sp.) ndo puderam ser distinguidos pelos
métodos utilizados. Os padrdes do marcador RAPD comprovaram a heterogeneidade das
populacdes estudadas, sugerindo que possivelmente rearranjos aconteceram no genoma por
inteiro, devido, por exemplo, a processos parassexuais ou transferéncia horizontal de
fragmentos de DNA.

Oliveira e Costa (2002) realizaram testes de patogenicidade com 17 isolados de
Fusarium solani obtidos de soja e feijoeiro, utilizando a técnica denominada ARDRA para
analisar a regido ITS1 — 5,8S rDNA — ITS2, amplificada com os iniciadores ITS5 e ITS4.
Os padroes de bandas gerados pela digestdo com a enzima Hae III permitiram diferenciar
trés grupos entre os isolados de F. solani, sendo um grupo especifico para isolados de F.
solani f. sp. phaseoli, com 100% de similaridade entre os isolados. Entre os isolados de F.
solani f. sp glycines, observam se a existéncia de dois padrdes distintos de restrigdo
concluindo-se que a técnica apresenta potencial para utilizagdo como um marcador para
diferenciag@o entre as f. spp. phaseoli e glycines, dentro do complexo Fusarium solani.

Tan e Nielssen (2003) analisaram seqiiéncias de rDNA da regido ITS para
determinar o relacionamento genético em espécies de Fusarium que causam doengas em
cereais e algumas espécies associadas com doengas de plantas em geral. O relacionamento
genético foi examinado através da distancia e o algoritmo de parsimdnia das seqiiéncias da
regido ITS. Os autores observaram um agrupamento dessas espécies de Fusarium com F.
sambucinum, F. venenatum e F. poae. Esse grupo foi definido pela presenca do gene tri5.
Um outro cluster foi encontrado entre os isolados F. avenaceum, F. tricinctum, F.
torulosum, F. oxysporum, F. verticillioides e F. solani, que nao apresentavam o gene.

Mishra et al. (2003) desenvolveram uma técnica de PCR rapida e segura para
identificagdo de espécies patogénicas de Fusarium. A técnica se baseia numa reacdo de
PCR utilizando iniciadores fluorescentes, e seqiiéncias da regido ITS do rDNA, o que

permitiu a identificagdo de cinco espécies de Fusarium patogénicas e toxigéncas. As
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espécies incluem Fusarium avenaceum, F. culmorum, F. equiseti, F. oxysporum ¢ F.
sambucinum.

As comparagdes efetuadas entre os isolados de Foc revelaram a presenca de seis
sitios variaveis, dos 633 incluidos na andlise, incluindo os espacgos (gaps). Destes, apenas
um foi parsimonicamente informativo, encontrado na regiao ITS2, uma transicdo de uma
citosina por uma timina (Apéndice 13). O isolado FOCIF foi o que apresentou o maior
numero de mutagdes (duas tranversoes ¢ duas transi¢coes) em relagdo aos demais, € nos
dendrogamas das Figs. 26 e 27, foi o mais basal. Outros que apresentaram mutagdes,
FOCI12F, seguido de FOC20F e¢ FOCI10F foram os mais divergentes em relagdo aos
restantes, que se agruparam nos dendrogramas (Fig. 26 ¢ 27) e foram responsaveis por
quatro Indels (inser¢do-delecao).

Os resultados obtidos para os isolados Foc sdo congruentes com aqueles obtidos
por Silva-Hanlin (1999), do sequenciamento da regido ITS e 5,8S do rDNA, e apesar do
numero maior de sitios variaveis obtidos neste trabalho, (6 contra apenas 1), o0 mesmo ndo
foi suficiente para determinar relagdes de Foc com as diferentes cultivares de banana. E
possivel que, com um numero maior de isolados representativos de cada cultivar, a andlise
tenha uma maior resolu¢do. Portanto, regides mais variaveis como mtDNA ou EF-1 a,
utilizado por O’Donnell et al. (1998), e outros genes como o tri5 (TAN e NIESSEN, 2003)
poderiam ser avaliadas.

Portanto, houve congruéncia entre os dados obtidos nesta pesquisa de diferentes
niveis de conservacdo do gene ou método biomolecular, IGS (RFLP), RAPD ¢ ITS
(sequenciamento de DNA). As f. spp. incluidas no estudo pertencem a linhagens clonais

multiplas, sugerindo origens independentes.
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7. CONCLUSOES

2

h)

Houve concordancia entre os dados obtidos de diferentes niveis de conservacao
do gene através dos métodos: IGS (RFLP), RAPD e ITS (sequenciamento de
DNA);

RAPD ¢ um método eficaz para detectar variacdo genética dentro do complexo
F. oxysporum, apesar de nao ter sido um marcador eficiente para f. spp.;

A alta diversidade genética obtida por RAPD ndo estd relacionada com o
hospedeiro;

A analise dos RFLPs da regido IGS revelaram que membros de algumas f. spp.,
estdo mais proximamente relacionados a isolados de outras f. spp. do que entre
si, com base nas enzimas testadas e no tipo de digestao;

Para todas as enzimas testadas, ndo houve relagdo entre os haplotipos gerados
pelos RFLPs da regido IGS e especificidade ao hospedeiro (f. spp).;

O diagnostico eletronico com blastn nao pode ser aplicado para identificagdo de
f. spp. de F. oxysporum, e sim de espécies do género;

A regido ITS do rDNA, apesar da pouca variabilidade, pode ser utilizada como
marcador filogenético para relagdes dentro do complexo F. oxysporum; embora
ndo apresente informacao suficiente para comparagoes entre f. sp.;

A regido ITS2 foi mais varidvel e parsimonicamente informativa que a ITSI,
enquanto que o gene que codifica a subunidade 5,8S do rRNA ndo apresentou
nenhum sitio parsimonicamente informativo;

A andlise filogenética das f. spp. incluidas no estudo possivelmente estdo
formadas por linhagens clonais multiplas, sugerindo origens independentes,

provavelmente devido ao acimulo de mutagdes.
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APENDICE 1. A. Matriz binaria dos RFLPs da regido IGS de Fusarium oxysporum
produzidos pela enzima Bgll e B. Matriz de similaridade genética entre os isolados gerada
pelo coeficiente de Jaccard utilizando algoritmo UPGMA através do programa FreeTree.
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APENDICE 2. A. Matriz binaria dos RFLPs da regido IGS de Fusarium oxysporum
produzidos pela enzima Sall e B. Matriz de similaridade genética entre os isolados gerada
pelo coeficiente de Jaccard utilizando algoritmo UPGMA através do programa FreeTree.

i FinnTra+ - FLAC aeTret5all 131
n o ocaha oma =

HE I el L T A P LTy PR R

v . -'"-II"I | ruecr joaecnn | oauine JoPA ] rubisr | vlon | ekt | v | | osiaea | daun |
> n n f ' n n
ad - n < n = " v - n < n =
T | 1 y n ke n r ] [ y n n

. 1 5 1 1 ] 1 1 1

L . 1 1 = 1 1 1 -

| . i u = u N ’ . i u u
Jadniiar LR TR - vanTier

Bl snmlom 1wl ol 1al |

[N L "R LY

[ Eiup e a1 ]

[ P T W T W )
LI 4mne TR
L] aimane | omn

[k i R Y okl ]
BZmZ (2O [T 2 2000

TN LI FT L NS N1
1:n n-a +F=
R | 4m (L]
Lk e bl T

Yd e ] [ TR TR TR

79



APENDICE 3. A. Matriz binaria dos RFLPs da regido IGS de Fusarium oxysporum
produzidos pela enzima Smal e B. Matriz de similaridade genética entre os isolados gerada
pelo coeficiente de Jaccard utilizando algoritmo UPGMA através do programa FreeTree.
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APENDICE 4. Matriz de similaridade genética estimada pelo coeficiente de Jaccard e
algoritmo UPGMA para os 18 isolados analisados, gerada pelo programa FreeTree.
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APENDICE 5. Eletroferogramas selecionados dentre os 41 obtidos do alinhamento das
seqiiéncias das regides ITS1, gene 5,8S rRNA, ITS2 completas e por¢do do gene 28S
rRNA dos isolados de Fusarium oxysporum, destacando, em diferentes cores, picos
correpondentes a cada nucleotidio, obtidos pelo programa MegaBACE Sequence Analyser.
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APENDICE 6. Outputs monstrando a eficiéncia do sequenciamento das regides ITSI,
gene 5,85 rRNA, ITS2 completas dos isolados de Fusarium oxysporum, destacando, em
verde, seqliéncias acima de 400 nt, obtidos pelo programa MegaBACE Sequencing
ScoreCard.
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APENDICE 6 — Continua...
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APENDICE 7. Alinhamento multiplo das sequéncias de Fusarium oxysporum, obtidas
nesta pesquisa, através do programa CLUSTAL X (1.81). Estdo representadas as regides
ITSI, gene 5,8S rRNA, ITS2 completas e por¢ao do gene 28S rRNA. Sitios idénticos estao
representados por (*) e parsimonicamente informativos por ().

ITS1>
FOC12F === AACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTG
211D1F === GTTGTTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTG
68D1IF —mmmmmmmm e AGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTG
FOC13F ————————— GGAGACAGGGGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTG
193D2F = —mmmmmmm e AGGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTG
FOC17F - GGGGGACAGGGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTG
36D1IF ——mm——— GGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTG
170D1F - GGTGA--CAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCC-TGTG
FOC4F --—-NGATNTATGACGGGGGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTG
FOC7F ---NNGATTTATAC--AGGGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTG
FOC1OF  ————- CGGTGGTGA-CAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTG
209DF -TCTCCGTTGGTGAACAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTG
FOC16F = —————————- TGAGACGGGGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTG
159DF = e CAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTG
FOC20F e GGACAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTG
213D2F = e TGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTG
276D2F -TCTCCGTTGTGAACCA-CGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTG
167DF e GGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTG
135D2AF TCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTG
FOC1IF = GTGTAGACGAGGGGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTG
169D1F ——————- TTGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTG
(X X4 *
FOC12F AACATACC-ACTTGTT-CCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCCGC
211D1F AACATACCTATACGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCGCCCTGTAAAAAGGGACGGCCCGC
68D1F AACATACCTATACGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCGCCCCGTAAAACGGGACGGCCCGC
FOC13F AACATACC-ACTTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCCGC
193D2F AACATACC-ACTTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCCGC
FOC17F AACATACC-ACTTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCCGC
36D1F AACATACC-ACTTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCCGC
170D1F AACATACC-ACTTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCCGC
FOC4F AACATACC-ACTTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCCGC
FOC7F AACATACC-ACTTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCCGC
FOC10F AACATACC-ACTTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCCGC
209DF AACATACC-AATTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCCGC
FOC16F AACATACC-ACTTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCCGC
159DF AACATACC-ACTTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCCGC
FOC20F AACATACC-ACTTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCCGC
213D2F AACATACC-ACTTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCCGC
276D2F AACATACC-ACTTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCCGC
167DF AACATACC-ACTTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCCGC
135D2AF AACATACC-ACTTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCCGC
FOC1F AACATACC-AATTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCCGC
169D1F A-CATACC-ACTTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCCGC
* * * * L 2
FOC12F CAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCA-TAAATAAATC
211D1F CCGAGGACCC-TAAACTCTGTTTTTA-GTGGAACTTCTGAGTAAAACAA-CAA-TAAATC
68D1F CCGAGGACCCCTAAACTCTGTTTTTA-GTGGAACTTCTGAGTAAAACAAACAAATAAATC
FOC13F CAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCA-TAAATAAATC
193D2F CAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCA-TAAATAAATC
FOC17F CAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCA-TAAATAAATC
36D1F CAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCA-TAAATAAATC
170D1F CAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCA-TAAATAAATC
FOC4F CAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCA-TAAATAAATC
FOC7F CAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCA-TAAATAAATC
FOC10F CAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCA-TAAATAAATC
209DF CAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCA-TAAATAAATC
FOC16F CAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCA-TAAATAAATC
159DF CAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCA-TAAATAAATC
FOC20F CAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCA-TAAATAAATC
213D2F CAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCA-TAAATAAATC
276D2F CAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCA-TAAATAAATC
167DF CAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCA-TAAATAAATC
135D2AF CAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCA-TAAATAAATC
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CAGAGGACCCCCAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCA-TAAATAAATC
CAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCA-TAAATAAATC
*

E E * Kk Khkkhkkk

5.85>

AAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGA
AAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAA-TGCGA
AAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGA
AAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGA
AAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGA
AAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGA
AAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGA
AAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGA
AAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGA
AAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGA
AAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGA
AAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGTTCGCAGGAAACTGCGA
AAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGA
AAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGA
AAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGA
AAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGA
AAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGA
AAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGA
AAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGA
AAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGA
AAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCCAAATGCGA

TAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCACTCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCC
TAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCA-TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCC
TAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCA-TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCC
TAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCA-TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCC
TAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCA-TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCC
TAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCA-TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCC
TAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCA-TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCC
TAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCA-TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCC
TAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCA-TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCC
TAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCA-TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCC
TAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCACTCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCC
TAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCA-TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCC
TAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCA-TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCC
TAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCA-TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCC
TAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCACTCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCC
TAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCA-TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCC
TAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCA-TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCC
TAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCA-TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCC
TAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCA-TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCC
TAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCA-TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCC
TAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCA-TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCC

ITS2-> ¢

CGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCAC---AGC
CGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTC---AGC
CGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTC---AGC
CGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCAC---AGC
CGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCAC---AGC
CGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCAC---AGC
CGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCAC---AGC
CGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCAC---AGC
CGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCAC---AGC
CGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCAC---AGC
CGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCAC---AGC
CGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGC-C---AG-
CGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCAC---AGC
CGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCAC---AGC
CGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCAC---AGC
CGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCAC---AGC
CGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCAC---AGC
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CGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCAC---AGC
CGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCAC---AGC
CGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCCC---AGC
CGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCCCTCGGGT

* *

X X . .
TTGGTGTTGGGACTCG-————————- CCTT--—--—- CGCCTT----- CCCCAAATTGATT
TTGGTGTTGGGACTCG————=—————- CGGT--AACCCGCGTT-=--- CCCCAAATCGATT
TTGGTGTTGGGACTCG-————————- CGGT--AACCCGCGTT—=--- CCCCAAATCGATT
TTGGTGTTGGGACTCG-——=—=———~ CGTT--AATTCGCGTT----- CCCCAAATTGATT
TTGGTGTTGGGACTCG-————————- CGTT--AATTCGCGTT----- CCTCAAATTGATT
TTGGTGTTGGGACTCG—————————- CGTT--AATTCGCGTT—---- CCCCAAATTGATT
TTGGTGTTGGGACTCG-————————- CGTT--AATTCGCGTT——--- CCTCAAATTGATT
TTGGTGTTGGGACTCG-———==———~ CGTT--AATTCGCGTT----- CCCCAAATTGATT
TTGGTGTTGGGACTCG-————————- CGTT--AATTCGCGTT----- CCTCAAATTGATT
TTGGTGTTGGGACTCG—————————- CGTT--AATTCGCGTT——--- CCTCAAATTGATT
TTGGTGTTGGGACTCG-————————- CGTT--AATTCGCGTT——--- CCCCAAATTGATT
TTGGTGTTGGGACTCG-————==——~ CAGTCCAAATCGCGTT----- CCCCAA-TTGATT
TTGGTGTTGGGACTCG-————————- CGTT--AATTCGCGTT----- CCCCAAATTGATT
TTGGTGTTGGGACTCG—————————- CGTT--AATTCGCGTT——--- CCTCAAATTGATT
TTGGTGTTGGGACTCG-————————- CGTT--AATTCGCGTT-—--- CCCCAAATTGATT
TTGGTGTTGGGACTCG-———===——~ CGTT--AATTCGCGTT----- CCTCAAATTGATT
TTGGTGTTGGGACTCG-————————- CGTT--AATTCGCGTTA----CCTCAAATTGATT
TTGGTGTTGGGACTCG-————————- CGTT--AATTCGCGTT----- CCTCAAATTGATT
TTGGTGTTGGGACTCG—————————- CGTT--AATTCGCGTT——--- CCTCAAATTGATT
TTGGTGTTGGGACTCG-————————- CGTC--AAATCGCGTT——--- CCCCAAATTGATT

TTGGTGTTGGGGATCGGCGAGCCCTTTGCCTGGNNTAATGCTCTGGCCCCGAAATCTAGT

*hdkhkhhkhhkhkkh E E E * x

¢ o0
--GGCGG----TCAC---GTCGAGCT---TCCATAGCGTAGTAGTAAA--—--- AC-CCT
--GGCGG----TCAC---GTCGAGCT---TCCATAGCGTAGTAATCAT—----- ACACCT
--GGCGG----TCAC---GTCGAGCT---TCCATAGCGTAGTAATCAT------ ACACCT
--GGCGG----TCAC---GTCGAGCT---TCCATAGCGTAGTAGTAAA-———-- AC-CCT
--GGCGG----TCAC---GTCGAGCT---TCCATAGCGTAGTAGTAAA--——-- AC-CCT
--GGCGG----TCAC---GTCGAGCT---TCCATAGCGTAGTAGTAAA-———-— AC-CCT
--GGCGG----TCAC---GTCGAGCT---TCCATAGCGTAGTAGTAAA--———- AC-CCT
--GGCGG----TCAC---GTCGAGCT---TCCATAGCGTAGTAGTAAA-————- AC-CCT
--GGCGG----TCAC---GTCGAGCT---TCCATAGCGTAGTAGTAAA--——-- AC-CCT
--GGCGG----TCAC---GTCGAGCT---TCCATAGCGTAGTAGTAAA-—-——-— AC-CCT
--GGCGG----TCAC---GTCGAGCT---TCCATAGCGTAGTAGTAAA--———- AC-CCT
--GGCGG----TCACC--ATCGAGCT---NCCATAGCGTAGTAGTAAA-—————- C-CCT
--GGCGG----TCAC---GTCGAGCT---TCCATAGCGTAGTAGTAAA--——-- AC-CCT
--GGCGG----TCAC---CTCGAGCT---TCCATAGCGTAGTAGTAAA--——-- AC-CCT
--GGCGG----TCAC---GTCGAGCT---TCCATAGCGTAGTAGTAAA--———- AC-CCT
--GGCGG----TCAC---GTCGAGCT---TCCATAGCGTAGTAGTAAA-———-- AC-CCT
--GGCGG----TCAC---GTCGAGCT---TCCATAGCGTAGTAGTAAA-———-- AC-CCT
--GGCGG----TCAC---GTCGAGCT---TCCATAGCGTAGTAGTAAA-———-— AC-CCT
--GGCGG----TCAC---GTCGAGCT---TCCATAGCGTAGTAGTAAA--———- AC-CCT
--GGCGG----TCAC---GTCGAGCT---TCCATAGCGTAGTAGTAAA-————- AC-CCT
TGGGCAGGTCTTCGCCTGGCCAAGCTATACCAATANAGCTGTAGTNAATAAAAAATCCCC

**kk X **x * * Kkkk * Kk*k * *kkhk Kk K

.
CGTTACTGG-TAATCGT--CGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAA-—————— TG
CGTTACTGG-TAATCGT--CGCGGCCACGCCGT-AAACCCCAACTTCTGAA-—————— TG
CGTTACTGG-TAATCGT--CGCGGCCACGCCGTAAAACCCCAACTTCTGAA-—————- TG
CGTTACTGG-TAATCGT--CGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAA-—————— TG
CGTTACTGG-TAATCGT--CGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAA-—————— TG
CGTTACTGG-TAATCGT--CGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAA-—————- TG
CGTTACTGG-TAATCGT--CGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAA-—————- TG
CGTTACTGG-TAATCGT--CGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAA-—————— TG
CGTTACTGG-TAATCGT--CGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAA-—————- TG
CGTTACTGG-TAATCGT--CGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAA-—————- TG
CGTTACTGG-TAATCGT--CGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAA-—————- TG
CGTTACTGG-TAATCGT--CGCGGCCACGCCGTTAA-CCCCAACTTC--GA--————~ TG
CGTTACTGG-TAATCGT--CGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAA-—————- TG
CGTTACTGG-TAATCGT--CGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAA-—————- TG
CGTTACTGG-TAATCGT--CGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAA-—————- TG
CGTTACTGG-TAATCGT--CGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAA-—————— TG
CGTTACTGG-TAATCGT--CGCGGCCACGCCGTTAAACCCCACTTCTGCAA-—————- TG
CGTTACTGG-TAATCGT--CGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAA-—————- TG
CGTTACTGG-TAATCGT--CGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAA-—————- TG
CGTTACTGG-TAATCGT--CGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAA-—————— TG

TACGGCGAACTAAGTGTAACGCGGGC CGCGCCCAAATGCCAGTCTCAGAAAACCCCCCG

Kkk Kk Khkhkhk K Kkk *k *kk
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T---ACCTCGATCGTGATCATGAGTTTGTGCAATTACCCCGTCTTNGAACATTTAAGGCA

TTG-ACCTCG----- GATCAGTAGGTTGTGAA--TACCC--GCTTGNAACTATTAGGCAT
TTG-ACCTCG-—--- GATCAGG----TAGGAA--TACCC----GCTGAAC--TTAAGCAT
TTG-ACCTCG----- GATC---AGGTAGGAA---TACCCGCTGAAC-TTAAGC-ATATCA
TTG-ACCTCG----- GATC---AGGTAGGAA---TACCCGCTGAACATTAAGC-ATATCA
TTG-ACCTCG----- GATC---AGGTAGGAA---TACCCGCTGAAC-TTAAGC-ATATCA
TTG-ACCTCG-—--- GATC---AGGTNGAAA-----— CCCGCGGAAC-TTGA-C-ATATCA
TTG-ACCTCG----- GATC---AGGTAGGAA---TACCCGCTGAAC-TTAAGC-ATATCA
TTG-ACCTCG----- GATC---AGGTAGGAA---TACCCGCTGAAC-TTAAGC-ATATCA
TTG-ACCTCG----- GATC--CAGGTAAGGAAT-TACCCGTGGAAC-TTAAGCCATTTTC
T-T-GACCTC-—--- GGAT--CAGGTAGGAA---TACCCGCT-GA-ACTTAAGCATATCA
T-G-ACCTCC----- NGTC--CGGGTTATAC---CANATGNT-AATATTCCACAATGTAA
TTG-ACCTCG----- GAT---CAGGTTGGA-TA---CCCGTCTGGAA----CTTAAGCA-
TTG-ACCTCG----- GAT---CAGGTTGGAATA---CCCGTCTGAGAG--CCTTNAGCAA
TTG-ACCTCG-—--- GAT---CAGGTAGGAATA---CCCG-CTGAA--——- CTTAAGCA-
TTG-ACCTCG----- GAT---CAGGTTGGAATA---CCCGTCTGA-—--- ACTTAAGCA-
TTGGACCTCG----- GATT--CAGGTGGAAATA-ANCCCGTCTTGGAAACATTTAGGCA-
TTG-ACCTCG----- GAT---CAGGTAGGAATA--CCCG--CTGAA----CTTAAGGCA-
TTG-ACCTCG-—--- GAT---CAGGTAGGAATA--CCCCGTCTGGAAA-CTTTAAGGCAA
TTG-ACCTCG-—--- GAT---CAGGTAGGAA---TACCCGCTGAAC--TTAAGCATATCA

CGAAATTTTCCTTGGAAACATTGTATGGAACAC---CCCTTCGGGAATTCCACGTGGCTT

ATACTCAAGTAAGTCGGGGACGCGCGNAA--——- CCGGGAAAAGGTTACACCGGGGANTT
ATCCGGTTAAAAGNCCGGGAAGGGNGGAAAAANANGGGAAAANAGGCTAAACAAAGCGGG
AT-CAATAGGGGGGGGGGAA——— === = — e e e
AT-AGGGGGGGGGAA--CCCCCCCCACCCACAC-CCCC-CCCCACCACAcCcceccccccc
AT-ACGGGGGCGGAAANCCCCCTCCACTCCTCC-NCTC-CNTCCCCCCTTCCCCCTCCNC
AT-A-GCGGGGGAAAGCCGNATGCCGCACACAC-ACCC-CACCC————————————————
ATGAGNGGGGCGGGAAACCCCACACACACACAA-ACACACAAANAACCANNCACACCCAC
ATAGGGGGGGGGENA— === === e e e
ATAAGCGGAGGAAAAAACACACCAAAAACAAAA-CAAAAA-———————— e
ATAGCGGGAGGAA————— = e e
ATAGGGGGGGAA— === === e
ATGCACANCCCNCCTTTTTGCGCGCGACGTNAG-TTGTAGTCCGCCCGTACCTTTAGGGC
-TATCA---TAAGCG--GGAGGAAANGA--AAG-TACCA--GGGATTGCCCTT--GTTAC
-TATCAAGTTAAGCGACGGACANNAGGATCAGC-TAACACGGGAGTTGCCCCTTGNTTAC

~TATCAA--TAACGG--GAGGGAAANGA-—————~— AACACAGGGATTGCCCNT--GTTAC
—TATC--AATAGCGGGAGGAAAGAAAG-—————- TAACAGGGA--TTGCCTTNT-ACGAT
—TATTCAAGTAGCGGGNAGGGACAAGAAG-AGC-TAACAGGGAATTCGCCCTTT-GTTAC
—TATCAATG-—————— GGGGGGGGAA —— == ————— oo

TTATCAAAGTACACGCGGGANGGGAAAAGGGAT-AGNNGCCCACACCACGCGGCCATTAT
ATAAGCGGGAAGAAGGATGGA - ——— = = = = m m oo
ATGCGGAACTATTAGCCCCGTGTCTGTTGACACCTTTTANGGGACCAATTACTTCCNNGT
*

GGACCNTNGTTACCGAACTTATCTTTGCNACAAA-————— == ——— = ——— o m oo
GAATTTTTGGCCCCCCTTCTGTCTTTACGACTTTACTNTTTTTTGNGTNCACAAACAAAT

GAACCNTCTTGACTGGAAGNACATCATTAGTGTACTTACTCGGAGGGCAGGACACAAACC
GACTTTT==TTGCAAA = — - — oo
GACTTTNATTTGCANAAATCACGNCGGACGGCCGAAACGTATGCCACGACTCCTTCGACG
CGANTTAACTTGCAACCCCCCCCCCC-—mmmmmmmmmm oo oo
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68D1F
FOC13F
193D2F
FOC17F
36D1F
170D1F
FOC4F
FOC7F
FOC10F
209DF
FOC16F
159DF
FOC20F
213D2F
276D2F
167DF
135D2AF
FOC1F
169D1F

FOC12F
211D1F
68D1F
FOC13F
193D2F
FOC17F
36D1F
170D1F
FOC4F
FOC7F
FOC10F
209DF
FOC16F
159DF
FOC20F
213D2F
276D2F
167DF
135D2AF
FOC1F
169D1F
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APENDICE 8. Matriz de dist
Distance method

Gaps/M
Codon Posi
distances]

No.
d

No.
[ 1] #FOC12F

[ 2] #211D1F
[ 3] #68D1F
[ 4] #FOC13F
[ 51 #193D2F
[ 6] #FOC17F
[ 71 #36D1F
[ 8] #170D1F
[ 9] #FOC4F
[10] #FOC7F
[11] #FOCI1OF
[12] #209DF
[13] #FOC16F
[14] #159DF
[15] #FOC20F
[16] #213D2F
[17] #276D2F
[18] #167DF
[19] #135D2AF
[20] #FOC1F

completas e regido 28S rDNA parcial dos isolados de Fusarium oxysporum, obtida pelo
[21] #169D1F

programa MEGAZ2.
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APENDICE 9. Parte selecionada do alinhamento das seqiiéncias das regides ITS1, gene
5,8S rRNA, ITS2 completas ¢ por¢ao do gene 28S rRNA dos isolados de Fusarium
oxysporum, destacando, em amarelo, os sitios parsimonicamente informativos obtidos pelo

programa MEGAZ2.
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APENDICE 10. Alinhamento multiplo das sequéncias de Fusarium oxysporum, obtidas
neste trabalho e selecionadas do GenBank (NCBi), através do programa CLUSTAL X
(1.81). Estao representadas as regides ITS1, gene 5,8S rRNA, ITS2 completas e por¢ao do
gene 28S rRNA. Sitios idénticos estdo representados por (*).

68D1F
211D1F

FOC12F

gi | 18034433 | gb | AF440565. 1]

gi | 18034434 | gb | AF440566. 1]
276D2F

gi | 34559398 | gb | AY354393. 1]
209DF

gi | 34559397 | gb | AY354392. 1]

gi | 34559403 | gb | AY354398. 1|

gi | 38569372 gb | AY462580.1]

0i 1808933 gb|U34571. 1] FOU3457
135D2AF

gi | 34559401 | gb | AY354396. 1]

gi | 34559406 | gb | AY354401. 1]

gi | 1122871 ]emb|X94173. 1] FOXYRR
159DF

gi | 37362910 gb | AY387705.1]
FOC16F

167DF

213D2F

FOC4F

FOC7F

gi |852527 | gb|U28159 . 1| FOU28159
193D2F

gi | 5006327 | gb | AF069310 . 1| AFO69
FOC13F

FOC17F

170D1F

36D1F

gi | 29027604 |gb|AY210330.1]
FOC10F

FOC20F

gi | 5524732 | gb | AF165875 . 1| AF165
FOC1F
gi]10180259|gb|AF178418. 1] AF17
gi | 10180248 |gb | AF178407. 1| AF17
gi | 21666892 | gb | AF455460. 1]
169D1F

gi | 24637154 | gb | AF430129.1]

68D1F

211D1F

FOC12F

gi | 18034433 | gb | AF440565. 1]

gi | 18034434 | gb | AF440566. 1]
276D2F

i | 34559398 | gb | AY354393 .1
209DF

gi | 34559397 | gb | AY354392. 1]

gi | 34559403 | gb | AY354398. 1]

gi | 38569372 gb | AY462580.1]

gi | 1808933 gb|U34571. 1] FOU3457
135D2AF

gi | 34559401 | gb | AY354396. 1]

gi | 34559406 | gb | AY354401. 1]

gi | 1122871 ] emb | X94173. 1] FOXYRR
159DF

gi | 37362910 gb | AY387705.1]
FOC16F

167DF

213D2F

FOC4F

FOC7F

gi | 852527 gh|U28159. 1| FOU28159
193D2F

gi | 5006327 | gb | AF069310 . 1| AFO69

--------------------------------------- AGCGGAGGGAT
———————————————————————————— GTTGTTGAACCAGCGGAGGGAT
----------------------------------- AACCAGCGGAGGGAT

——————————————————————— TCTCCGTTG-TGAACCA-CGGAGGGAT
--------------------------- CGTTGGTGAACCAGCGGAGGGAT
----------------------- TCTCCGTTGGTGAAC-AGCGGAGGGAT
--------------------------- CGTTGGTGAACCAGCGGAGGGAT
——————————————————————————— CGTTGGTGAACCAGCGGAGGGAT
AGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGAT
------------------------- TCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGAT
----------------------- TCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGAT
——————————————————————————— CGTTGGTGAACCAGCGGAGGGAT
--------------------------- CGTTGGTGAACCAGCGGAGGGAT
------------------------- TCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGAT
-------------------------------------- CAGCGGAGGGAT
--------------------------------- TGAGACGGGGGAGGGAT
--------------------------------- GGAACCAGCGGAGGGAT
--------------------------------- TGAACCAGCGGAGGGAT
--------------------------- NGATNTATGACGGGGGGAGGGAT
—————————————————————————— NNGATTTATAC--AGGGGAGGGAT

________________________________ GGAGACAGGGGGAGGGAT
________________________________ GGGGGACAGGGGAGGGAT
_________________________________ GGTGACAGCGGAGGGAT
_______________________________ GGTGAACCAGCGGAGGGAT
_____________________________ CGGTGGTGACAGCGGAGGGAT
___________________________________ GGACAGCGGAGGGAT
_____________________________ GTGTAGACGAGGGGGAGGGAT
_______________________ TCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGAT
_______________________ TCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGAT
——————— AAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGAT
______________________________ TTGTGAACCAGCGGAGGGAT
________________________________________ GCGGAGGGAT

ITS1->
CATTACCGAGTT-TACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCTA-TACGT
CATTACCGAGTT-TACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCTA-TACGT
CATTACCGAGTT-TACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACC-A-CTTGT
————— CCGAGTT-TACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACC-A-CTTGT
————— CCGAGTT-TACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACC-A-CTTGT
CATTACCGAGTT-TACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACC-A-CTTGT
CATTACCGAGTT-TGCAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACC-A-CTTGT
CATTACCGAGTT-TACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACC-A-ATTGT
CATTACCGAGTT-TACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACC-A-CTTGT
CATTACCGAGTT-TACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACC-A-CTTGT
CATTACCGAGTT-TACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACC-A-CTTGT
CATTACCGAGTT-TACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACC-A-CTTGT
CATTACCGAGTT-TACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACC-A-CTTGT
CATTACCGAGTT-TACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACC-A-CTTGT
CATTACCGAGTT-TACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACC-A-CTTGT
CATTACCGAGTT-TACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACC-A-CTTGT
CATTACCGAGTT-TACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACC-A-CTTGT
—————————————————— CTCCCAAACCCCTGTGAACATACC-A-CTTGT
CATTACCGAGTT-TACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACC-A-CTTGT
CATTACCGAGTT-TACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACC-A-CTTGT
CATTACCGAGTT-TACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACC-A-CTTGT
CATTACCGAGTT-TACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACC-A-CTTGT
CATTACCGAGTT-TACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACC-A-CTTGT
————— CCGAGTT-TACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACC-A-CTTGT
CATTACCGAGTT-TACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACC-A-CTTGT
———————————————— AACTCCCAAACCCCTGTGAACATACC-A-CTTGT
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FOC13F
FOC17F

170D1F

36D1F

gi ] 29027604 |gb|AY210330.1]
FOC10F

FOC20F

gi | 5524732 | gb | AF165875 . 1| AF165
FOC1F

gi | 10180259 |gb | AF178418. 1| AF17
gi | 10180248 | gb | AF178407. 1| AF17
gi | 21666892 | gb | AF455460. 1]
169D1F

gi | 24637154 | gb | AF430129.1]

68D1F
211D1F

FOC12F

gi | 18034433 | gb | AF440565. 1]

gi | 18034434 | gb | AF440566.1]
276D2F

gi | 34559398 | gb | AY354393. 1]
209DF

gi | 34559397 | gb | AY354392. 1]

gi | 34559403 | gb | AY354398. 1]

gi | 38569372 gb | AY462580.1]

gi | 1808933 gb|U34571. 1] FOU3457
135D2AF

gi | 34559401 | gb | AY354396. 1]

gi | 34559406 | gb | AY354401. 1]

gi | 1122871 |emb| X94173. 1] FOXYRR
159DF

gi | 37362910 gb|AY387705.1]
FOC16F

167DF

213D2F

FOC4F

FOC7F

gi | 852527 gb | U28159. 1| FOU28159
193D2F

gi | 5006327 | gb | AF069310 . 1| AFO69
FOC13F

FOC17F

170D1F

36D1F

gi ] 29027604 |gb|AY210330.1]
FOC10F

FOC20F

gi | 5524732 | gb | AF165875 . 1| AF165
FOC1F

gi ] 10180259 |gb | AF178418. 1| AF17
gi | 10180248 | gb | AF178407. 1| AF17
gi | 21666892 | gb | AF455460. 1]
169D1F

gi | 24637154 | gb | AF430129.1]

68D1F
211D1F

FOC12F

gi | 18034433 | gb | AF440565. 1]

gi | 18034434 | gb | AF440566. 1]
276D2F

i | 34559398 | gb | AY354393 .1
209DF

gi | 34559397 | gb | AY354392. 1]

i | 34559403 | gb | AY354398 .1

0i | 38569372 gb | AY462580. 1]

i ]1808933|gb|U34571. 1] FOU3457
135D2AF

gi | 34559401 | gb | AY354396. 1]

i | 34559406 | gb | AY354401 . 1]

gi 1122871 |emb | X94173. 1] FOXYRR
159DF

CATTACCGAGTT-TACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACC-A-CTTGT
CATTACCGAGTT-TACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACC-A-CTTGT
CATTACCGAGTT-TACAACTCCCAAACCC-TGTGAACATACC-A-CTTGT
CATTACCGAGTT-TACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACC-A-CTTGT
--ATACCGAGTT-T-CAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACC-A-CTTGT
CATTACCGAGTT-TACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACC-A-CTTGT
CATTACCGAGTT-TACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACC-A-CTTGT
————— CCGAGTT-TACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACC-A-CTTGT
CATTACCGAGTT-TACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACC-A-ATTGT
CATTACCGAGTTATACAACTCCCAAACCCCTGTGAACTTACCTATAACGT
CATTACCGAGTTATACAACTCATCAACCC-TGTGAACATACCCA-AACGT
CATTACCGAGTT-TACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCAA--TTGT
CATTACCGAGTT-TACAACTCCCAAACCCCTGTGA-CATACC-A-CTTGT
CATTACCGAGTT- TACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACC A ATTGT

E

TGCCTCGGCGG--ATCAGCCCGCGCCCCGTAAAACGGGACGGCCC-GCCC
TGCCTCGGCGG--ATCAGCCCGCGCCCTGTAAAAAGGGACGGCCC-GCCC
T-CCTCGGCGG--ATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCC-GCCA
TGCCTCGGCGG--ATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCC-GCCA
TGCCTCGGCGG--ATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCC-GCCA
TGCCTCGGCGG--ATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCC-GCCA
TGCCTCGGCGA--ATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACAGGACGGCCC-GCCA
TGCCTCGGCGG--ATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCC-GCCA
TGCCTCGGCGG--ATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCC-GCCA
TGCCTCGGCGG--ATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCC-GCCA
TGCCTCGGCGG--ATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCC-GCCA
TGCCTCGGCGG--ATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCC-GCCA
TGCCTCGGCGG--ATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCC-GCCA
TGCCTCGGCGG--ATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCC-GCCA
TGCCTCGGCGG--ATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCC-GCCA
TGCCTCGGCGG--ATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCC-GCCA
TGCCTCGGCGG--ATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCC-GCCA
TGCCTCGGCGG--ATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCC-GCCA
TGCCTCGGCGG--ATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCC-GCCA
TGCCTCGGCGG--ATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCC-GCCA
TGCCTCGGCGG--ATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCC-GCCA
TGCCTCGGCGG--ATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCC-GCCA
TGCCTCGGCGG--ATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCC-GCCA
TGCCTCGGCGG--ATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCC-GCCA
TGCCTCGGCGG--ATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCC-GCCA
TGCCTCGGCGG--ATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCC-GCCA
TGCCTCGGCGG--ATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCC-GCCA
TGCCTCGGCGG--ATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCC-GCCA
TGCCTCGGCGG--ATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCC-GCCA
TGCCTCGGCGG--ATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCC-GCCA
TGCCTCGGCGG--ATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCC-GCCA
TGCCTCGGCGG--ATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCC-GCCA
TGCCTCGGCGG--ATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCC-GCCA
TGCCTCGGCGG--ATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCC-GCCA
TGCCTCGGCGG--ATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCC-GCCA
TGCTTCGGCGGGAAACCGACGGC-CCCGTAA-GACGGGCCGCCCCCGCCA
TGCCTCGGCGGGAA-CAGACGGC-CCTGAAACGATGGGCCGCCCCCGCCA
TGCCTCGGCGG--ATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCC-GCCA
TGCCTCGGCGG--ATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCC-GCCA
TGCCTCGGCGG--ATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCC-GCCA

* Kk kkkkkk * Kk ok Kk Kk kk * * Kk Kk kkhk Kkk

GAGGACCCCTAAA-CTCTGT-TTTTA-GTGGA-ACTTCTGAGTAAAACAA
GAGGACCC-TAAA-CTCTGT-TTTTA-GTGGA-ACTTCTGAGTAAAACAA
GAGGACCCCTAAA-CTCTGT-TTCTATATGTA-ACTTCTGAGTAAAACCA
GAGGACCCCTAAA-CTCTGT-TTCTATATGTA-ACTTCTGAGTAAAACCA
GAGGACCCCTAAA-CTCTGT-TTCTATATGTA-ACTTCTGAGTAAAACCA
GAGGACCCCTAAA-CTCTGT-TTCTATATGTA-ACTTCTGAGTAAAACCA
GAGGACCCCTAAA-CTCTGT-TTCTATATGTA-GCTTCTGAGTAAAACCA
GAGGACCCCTAAA-CTCTGT-TTCTATATGTA-ACTTCTGAGTAAAACCA
GAGGACCCCTAAA-CTCTGT-TTCTATATGTA-GCTTCTGAGTAAAACCA
GAGGACCCCTAAA-CTCTGT-TTCTATATGTA-ACTTCTGAGTAAAACCA
GAGGACCCCTAAA-CTCTGT-TTCTATATGTA-ACTTCTGAGTAAAACCA
GAGGACCCCTAAA-CTCTGT-TTCTATATGTA-ACTTCTGAGTAAAACCA
GAGGACCCCTAAA-CTCTGT-TTCTATATGTA-ACTTCTGAGTAAAACCA
GAGGACCCCTAAA-CTCTGT-TTCTATATGTA-ACTTCTGAGTAAAACCA
GAGGACCCCTAAA-CTCTGT-TTCTATATGTA-ACTTCTGAGTAAAACCA
GAGGACCCCTAAA-CTCTGT-TTCTATATGTA-ACTTCTGAGTAAAACCA
GAGGACCCCTAAA-CTCTGT-TTCTATATGTA-ACTTCTGAGTAAAACCA

93



gi | 37362910 gb|AY387705.1]
FOC16F

167DF

213D2F

FOC4F

FOC7F

gi | 852527 gb | U28159 . 1| FOU28159
193D2F

gi | 5006327 | gb | AF069310 . 1| AFO69
FOC13F

FOC17F

170D1F

36D1F

gi | 29027604 |gb|AY210330.1]
FOC10F

FOC20F

gi | 5524732 | gb | AF165875 . 1| AF165
FOC1F

gi | 10180259 |gb|AF178418. 1| AF17
gi 10180248 |gb | AF178407. 1| AF17
gi | 21666892 | gb | AF455460.1]
169D1F

gi | 24637154 | gb | AF430129.1]

68D1F
211D1F

FOC12F

gi | 18034433 | gb | AF440565. 1]

gi | 18034434 | gb | AF440566.1]
276D2F

gi | 34559398 | gb | AY354393. 1]
209DF

gi | 34559397 | gb | AY354392. 1]

gi | 34559403 | gb | AY354398. 1]

gi | 38569372 gb | AY462580.1]

i ]1808933|gb|U34571. 1] FOU3457
135D2AF

gi | 34559401 | gb | AY354396. 1]

gi | 34559406 | gb | AY354401. 1]

gi | 1122871 |emb|X94173. 1] FOXYRR
159DF

gi | 37362910 gb | AY387705.1]
FOC16F

167DF

213D2F

FOC4F

FOC7F

gi |852527]gb|U28159 . 1| FOU28159
193D2F

gi | 5006327 | gb | AF069310 . 1| AFO69
FOC13F

FOC17F

170D1F

36D1F

gi | 29027604 |gb|AY210330.1]
FOC10F

FOC20F

gi | 5524732 | gb | AF165875 . 1| AF165
FOC1F
gi]10180259|gb|AF178418. 1] AF17
gi | 10180248 |gb | AF178407. 1| AF17
gi | 21666892 | gb | AF455460. 1]
169D1F

gi | 24637154 | gb | AF430129.1]

68D1F
211D1F
FOC12F
gi | 18034433 | gb | AF440565. 1]
i | 18034434 | gb | AF440566. 1]
276D2F
i | 34559398 | gb | AY354393 .1
209DF

GAGGACCCCTAAA-CTCTGT-TTCTATATGTA-ACTTCTGAGTAAAACCA
GAGGACCCCTAAA-CTCTGT-TTCTATATGTA-ACTTCTGAGTAAAACCA
GAGGACCCCTAAA-CTCTGT-TTCTATATGTA-ACTTCTGAGTAAAACCA
GAGGACCCCTAAA-CTCTGT-TTCTATATGTA-ACTTCTGAGTAAAACCA
GAGGACCCCTAAA-CTCTGT-TTCTATATGTA-ACTTCTGAGTAAAACCA
GAGGACCCCTAAA-CTCTGT-TTCTATATGTA-ACTTCTGAGTAAAACCA
GAGGACCCCTAAA-CTCTGT-TTCTATATGTA-ACTTCTGAGTAAAACCA
GAGGACCCCTAAA-CTCTGT-TTCTATATGTA-ACTTCTGAGTAAAACCA
GAGGACCCCTAAAACTCTGT-TTCTATATGTA-ACTTCTGAGTAAAACCA
GAGGACCCCTAAA-CTCTGT-TTCTATATGTA-ACTTCTGAGTAAAACCA
GAGGACCCCTAAA-CTCTGT-TTCTATATGTA-ACTTCTGAGTAAAACCA
GAGGACCCCTAAA-CTCTGT-TTCTATATGTA-ACTTCTGAGTAAAACCA
GAGGACCCCTAAA-CTCTGT-TTCTATATGTA-ACTTCTGAGTAAAACCA
GAGGACCCCTAAA-CTCTGT-TTCTATATGTA-ACTTCTGAGTAAAACCA
GAGGACCCCTAAA-CTCTGT-TTCTATATGTA-ACTTCTGAGTAAAACCA
GAGGACCCCTAAA-CTCTGT-TTCTATATGTA-ACTTCTGAGTAAAACCA
GAGGACCCCTAAA-CTCTGT-TTCTATATGTA-ACTTCTGAGTAAAACCA
GAGGACCCCCAAA-CTCTGT-TTCTATATGTA-ACTTCTGAGTAAAACCA
GAGGACCCCCTAA-CTCT-TGTTATATCC-TGTTTCTCTGAGTACAACAA
GAGGACCCCCTAT-CTCTGTTTTTTATTAGTGTATCTCTGAGTA-ACCAA
GAGGACCCCTAAA-CTCTGT-TTCTATATGTA-ACTTCTGAGTAAAACCA
GAGGACCCCTAAA-CTCTGT-TTCTATATGTA-ACTTCTGAGTAAAACCA
GAGGACCCCTAAA-CTCTGT-TTCTATATGTA-ACTTCTGAGTAAAACCA

* kK Kk Fhkhkhkhkhkik Kk Kk X

5.8S rDNA->
ACAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGAT
C--AATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGAT
T-AAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGAT
T-AAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGAT
T-AAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGAT
T-AAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGAT
T-AAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGAT
T-AAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGAT
T-AAATAAATCAAAACTTTCAGCGGCGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGAT
T-AAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGAT
T-AAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGAT
T-AAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGAT
T-AAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGAT
T-AAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGAT
T-AAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGAT
T-AAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGAT
T-AAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGAT
T-AAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGAT
T-AAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGAT
T-AAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGAT
T-AAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGAT
T-AAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGAT
T-AAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGAT
T-AAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGAT
T-AAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGAT
T-AAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGAT
T-AAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGAT
T-AAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGAT
T-AAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGAT
T-AAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGAT
T-AAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGAT
T-AAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGAT
T-AAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGAT
T-AAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGAT
T-AAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGAT
GCAAATAAATTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGAT
GCAAATAAATTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGAT
T-AAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGAT
T-AAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGAT
T-AAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGAT
*

GAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
GAAGAACGCAGCAAA-TGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
GAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
GAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
GAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
GAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
GAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
GAAGTTCGCAGGAAACTGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
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gi | 34559397 | gb | AY354392. 1]

gi | 34559403 | gb | AY354398. 1]

gi | 38569372 gb | AY462580. 1]

gi | 1808933 gb|U34571. 1] FOU3457
135D2AF

gi | 34559401 | gb | AY354396. 1]

gi | 34559406 | gb | AY354401. 1]

gi | 1122871 ]emb | X94173. 1] FOXYRR
159DF

gi | 37362910 gb | AY387705.1]
FOC16F

167DF

213D2F

FOC4F

FOC7F

gi 852527 gb|U28159 . 1| FOU28159
193D2F

gi | 5006327 | gb | AF069310 . 1| AFO69
FOC13F

FOC17F

170D1F

36D1F

gi | 29027604 |gb|AY210330.1]
FOC10F

FOC20F

gi | 5524732 | gb | AF165875 . 1| AF165
FOC1F

gi 10180259 |gb|AF178418. 1| AF17
gi 10180248 |gb | AF178407. 1| AF17
gi | 21666892 | gb | AF455460.1]
169D1F

gi | 24637154 | gb | AF430129.1]

68D1F
211D1F

FOC12F

gi | 18034433 | gb | AF440565. 1]

gi | 18034434 | gb | AF440566.1]
276D2F

gi | 34559398 | gb | AY354393. 1]
209DF

gi | 34559397 | gb | AY354392. 1]

gi | 34559403 | gb | AY354398. 1]

gi | 38569372 gb | AY462580.1]

gi | 1808933 gb|U34571. 1] FOU3457
135D2AF

gi | 34559401 | gb | AY354396. 1]

gi | 34559406 | gb | AY354401. 1]

gi | 1122871 ]emb|X94173. 1] FOXYRR
159DF

gi | 37362910 gb | AY387705.1]
FOC16F

167DF

213D2F

FOC4F

FOC7F

i |852527 | gb | U28159. 1| FOU28159
193D2F

gi | 5006327 | gb | AF069310 . 1| AFO69
FOC13F

FOC17F

170D1F

36D1F

gi | 29027604 |gb|AY210330.1]
FOC10F

FOC20F

gi | 5524732 | gb | AF165875 . 1| AF165
FOC1F

gi | 10180259 |gb|AF178418. 1| AF17
gi | 10180248 |gb | AF178407. 1| AF17
gi | 21666892 | gb | AF455460.1]
169D1F

gi | 24637154 | gb | AF430129.1]

GAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
GAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
GAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
GAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
GAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
GAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
GAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
GAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
GAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
GAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
GAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
GAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
GAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
GAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
GAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
GAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
GAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
GAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
GAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
GAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
GAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
GAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
GAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
GAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
GAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
GAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
GAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
GAAGAACGCAGCGAAACGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTTAGTGA
GAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
GAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
GAAGAACGCAGCCAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
GAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA

Kkkk Fkhkk *k

ATCA-TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGC
ATCA-TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGC
ATCACTCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGC
ATCA-TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCTGCCAGTATTCTGGCGGGC
ATCA-TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCTGCCAGTATTCTGGCGGGC
ATCA-TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGC
ATCA-TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGC
ATCA-TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGC
ATCA-TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGC
ATCA-TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGC
ATCA-TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGC
ATCA-TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCTGCCAGTATTCTGGCGGGC
ATCA-TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGC
ATCA-TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGC
ATCA-TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGC
ATCA-TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGC
ATCA-TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGC
ATCA-TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGC
ATCA-TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGC
ATCA-TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGC
ATCA-TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGC
ATCA-TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGC
ATCA-TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGC
ATCA-TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCT-GCCAGTATTCTGGCGGGC
ATCA-TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGC
ATCA-TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGC
ATCA-TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGC
ATCA-TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGC
ATCA-TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGC
ATCA-TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGC
ATCA-TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCC-GCCAGTATTCTGGCGGGC
ATCACTCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGC
ATCACTCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGC
ATCA-TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCTGCCAGTATTCTGGCGGGC
ATCA-TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGC
ATCA-TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGC
ATCA-TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGC
ATCA-TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGC
ATCA-TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGC
ATCA-TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGC
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68D1F
211D1F
FOC12F
i | 18034433 | gb | AF440565 .
i | 18034434 | gb | AF440566 .
276D2F
gi | 34559398 | gb | AY354393 ..
209DF
i | 34559397 | gb | AY354392..
i | 34559403 | gb | AY354398 .
gi | 38569372 gb | AY462580.

1]
1]

1]
1]

1]
1]

gi 1808933 gb|U34571. 1] FOU3457
135D2AF

i 34559401 | gb | AY354396. 1]

gi | 34559406 | gb | AY354401.1]

gi | 1122871 ]emb | X94173. 1] FOXYRR
159DF
0i]37362910]gb|AY387705.1]
FOC16F

167DF

213D2F

FOC4F

FOC7F

gi | 852527 gb | U28159. 1| FOU28159
193D2F

gi | 5006327 | gb | AF069310 . 1 | AF069
FOC13F

FOC17F

170D1F

36D1F

i |29027604 | gb|AY210330.1]
FOC10F

FOC20F

i | 5524732 | gb | AF165875 . 1 | AF165
FOC1F

gi ] 10180259 | gb|AF178418.
gi ] 10180248 | gb | AF178407 .
gi | 21666892 | gb | AF455460 .

1]AF17
1]AF17
1]

169D1F
gi | 24637154 | gb | AF430129.1]

68D1F
211D1F

FOC12F

i | 18034433 | gb | AF440565. 1]

i | 18034434 | gb | AF440566. 1
276D2F

0i | 34559398 | gb | AY354393.1]
209DF

i | 34559397 | gb | AY354392.. 1]

i | 34559403 | gb | AY354398 .1

gi | 38569372 gb | AY462580.1]

i | 1808933 gb|U34571. 1] FOU3457
135D2AF

gi | 34559401 | gb | AY354396. 1]

gi | 34559406 | gb | AY354401. 1]

gi | 1122871 ]emb | X94173. 1] FOXYRR
159DF

gi | 37362910 gb | AY387705.1]
FOC16F

167DF

213D2F

FOC4F

FOC7F

gi 852527 gb]U28159. 1| FOU28159
193D2F

gi | 5006327 | gb | AF069310 . 1| AFO69
FOC13F

FOC17F

170D1F

36D1F

gi | 29027604 | gb | AY210330.1]
FOC10F

ITS2->
ATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTC---AGCTTGGTGTTG
ATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTC---AGCTTGGTGTTG
ATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCAC---AGCTTGGTGTTG
ATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCAC---AGCTTGGTGTTG
ATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCAC---AGCTTGGTGTTG
ATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCAC---AGCTTGGTGTTG
ATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCAC---AGCTTGGTGTTG
ATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGC-C---AG-TTGGTGTTG
ATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCAC---AGCTTGGTGTTG
ATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCAC---AGCTTGGTGTTG
ATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCAC---AGCTTGGTGTTG
ATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCAC---AGCTTGGTGTTG
ATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCAC---AGCTTGGTGTTG
ATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCAC---AGCTTGGTGTTG
ATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCAC---AGCTTGGTGTTG
ATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCAC---AGCTTGGTGTTG
ATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCAC---AGCTTGGTGTTG
ATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCAC---AGCTTGGTGTTG
ATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCAC---AGCTTGGTGTTG
ATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCAC---AGCTTGGTGTTG
ATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCAC---AGCTTGGTGTTG
ATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCAC---AGCTTGGTGTTG
ATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCAC---AGCTTGGTGTTG
ATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCAC---AGCTTGGTGTTG
ATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCAC---AGCTTGGTGTTG
ATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCAC---AGCTTGGTGTTG
ATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCAC---AGCTTGGTGTTG
ATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCAC---AGCTTGGTGTTG
ATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCAC---AGCTTGGTGTTG
ATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCAC---AGCTTGGTGTTG
ATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCAC---AGCTTGGTGTTG
ATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCAC---AGCTTGGTGTTG
ATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCAC---AGCTTGGTGTTG
ATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCAC---AGCTTGGTGTTG
ATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCCC---AGCTTGGTGTTG
ATGCCTGTCCGAGCGTCATTACAACCCTCAGGCCCCCGGGCCTGGTGTTG
ATGCCTGTTCGAGCGTCATTACAACCCTCAGGCCCCCGGGCCTGGCGTTG
ATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCCCCCGGGTTTGGTGTTG
ATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCCCTCGGGTTTGGTGTTG
ATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCCCCCGGGTTTGGTGTTG

**k K * *kk Khkhkk
GGACTCG-=—=======———= CGGTA--ACCCGCGTT-CCCCAAATCGAT
GGACTCG-—========———= CGGTA--ACCCGCGTT-CCCCAAATCGAT
GGACTCG——========———— CGCTT-----—- CGCGTT-CCCCAAATTGAT
GGACTCG——========———— CGTTA--ATTCGCGTT-CCCCAAATTGAT
GGACTCG-————————————— CGTTA--ATTCGCGTT-CCCCAAATTGAT
GGACTCG-—=========——= CGTTA--ATTCGCGTTACCTCAAATTGAT
GGACTCG-—========———— CGTTA--ATTCGCGTT-CCTCAAATTGAT
GGACTCG-—=========——— CAGTCCAAATCGCGTT-CCCCAA-TTGAT
GGACTCG-——=—===—=———=— CGGTT--AATCGCGTT-CCTCAAATTGAT
GGACTCG-=========———= CGTTA--ATTCGCGTT-CCTCAAATTGAT
GGACTCG-——=======———= CGTTA--ATTCGCGTT-CCTCAAATTGAT
GGACTCG——=========——— CGTTA--ATTCGCGTT-CCCCAAATTGAT
GGACTCG-———====—=———= CGTTA--ATTCGCGTT-CCTCAAATTGAT
GGACTCG-=========———= CGTTA--ATTCGCGTT-CCTCAAATTGAT
GGACTCG——-———===————— CGTTA--ATTCGCGTT-CCCCAAATTGAT
GGACTCG——=========——— CGTTA--ATTCGCGTT-CCTCAAATTGAT
GGACTCG-——=—====————= CGTTA--ATTCGCGTT-CCTCAAATTGAT
GGACTCG-=========———= CGTTA--ATTCGCGTT-CCTCAAATTGAT
GGACTCG——————=——————— CGTTA--ATTCGCGTT-CCCCAAATTGAT
GGACTCG—==========——— CGTTA--ATTCGCGTT-CCTCAAATTGAT
GGACTCG-——=—===—=———= CGTTA--ATTCGCGTT-CCTCAAATTGAT
GGACTCG-—========———= CGTTA--ATTCGCGTT-CCTCAAATTGAT
GGACTCG———=======———= CGTTA--ATTCGCGTT-CCTCAAATTGAT
GGACTCG—==========——— CGTTA--ATTCGCGTT-CCTCAAATTGAT
GGACTCG-——=====—=———— CGTTA--ATTCGCGTT-CCTCAAATTGAT
GGACTCG-=========———= CGTTA--ATTCGCGTT-CCTCAAATTGAT
GGACTCG——————=——————— CGTTA--ATTCGCGTT-CCCCAAATTGAT
GGACTCG——-——————————— CGTTA--ATTCGCGTT-CCCCAAATTGAT
GGACTCG——=—=======——— CGTTA--ATTCGCGTT-CCCCAAATTGAT
GGACTCG-——======————= CGTTA--ATTCGCGTT-CCTCAAATTGAT
GGACTCG-=========———= CGTTA--ATTCGCGTT-CCCCAAATTGAT
GGACTCG——————=——————— CGTTA--ATTCGCGTT-CCCCAAATTGAT
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FOC20F
gi | 5524732 | gb | AF165875 . 1| AF165
FOC1F

gi 10180259 |gb|AF178418. 1] AF17
gi | 10180248 | gb| AF178407 . 1| AF17
gi | 21666892 | gb | AF455460. 1]
169D1F

gi | 24637154 | gb | AF430129.1]

68D1F
211D1F

FOC12F

i | 18034433 | gb | AF440565. 1]

i | 18034434 | gb | AF440566. 1
276D2F

i | 34559398 | gb | AY354393 .1
209DF

i | 34559397 | gb | AY354392..1]

i | 34559403 | gb | AY354398 .1

gi | 38569372 gb | AY462580.1]

gi | 1808933 gb|U34571. 1] FOU3457
135D2AF

i | 34559401 | gb | AY354396.. 1]

i | 34559406 | gb | AY354401 . 1|

gi | 1122871 ]emb|X94173. 1] FOXYRR
159DF

i ]37362910]gb|AY387705.1]
FOC16F

167DF

213D2F

FOC4F

FOC7F

gi | 852527 gb|U28159. 1| FOU28159
193D2F

gi | 5006327 | gb | AF069310 . 1 | AF069
FOC13F

FOC17F

170D1F

36D1F

i ]29027604 | gb|AY210330.1]
FOC10F

FOC20F

i | 5524732 | gb | AF165875 . 1 | AF165
FOC1F

01110180259 gb|AF178418. 1] AF17
gi | 10180248 |gb | AF178407. 1| AF17
i | 21666892 | gb | AF455460. 1
169D1F

0i | 24637154 | gb | AF430129.1]

68D1F
211D1F

FOC12F

gi | 18034433 | gb | AF440565. 1]

i | 18034434 | gb | AF440566. 1]
276D2F

i | 34559398 | gb | AY354393 .1
209DF

i | 34559397 | gb | AY354392.1]

i | 34559403 | gb | AY354398 .1

gi | 38569372 gb | AY462580.1]

0i 1808933 gb|U34571. 1] FOU3457
135D2AF

i | 34559401 | gb | AY354396.. 1]

gi | 34559406 | gb | AY354401.1]

gi | 1122871 |emb | X94173. 1] FOXYRR
159DF

i ]37362910]gb|AY387705.1]
FOC16F

167DF

213D2F

FOC4F

FOC7F

gi | 852527 gb | U28159. 1| FOU28159

GGACTCG-—========———= CGTTA--ATTCGCGTT-CCCCAAATTGAT
GGACTCG-—=========——— CGTTA--ATTCGCGTT-CCCCAAATTGAT
GGACTCG--————===————— CGTCA--AATCGCGTT-CCCCAAATTGAT

GGGATCGGTCGGAGCCCT--CCG-GGGCACACGCCGTCCCCCAAATTCAG

GGGATCGG-CGGAGCCCC--CCGCGGGCACACGCCGTCCCCCAAATACAG

GGGATCGG---—-- CGAG--CCCTTGCGGCAAGCCGGCCCCGAAATCTAG

GGGATCGGCGAGCCCTTTGCCTGGNNTAATGCTCTGGCCCCGAAATCTAG

GGGATCGGCGAGCCCTT—-—-~ GCGGCAAG---CCGGCCCCGAAATCTAG
*

Kk *khk Kk **k K *

TGGCGGTCAC-GTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAATCATACACCTCGTTAC
TGGCGGTCAC-GTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAATCATACACCTCGTTAC
TGGCGGTCAC-GTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAGTAAAAC-CCTCGTTAC
TGGCGGTCAC-GTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAGTAAAAC-CCTCGTTAC
TGGCGGTCAC-GTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAGTAAAAC-CCTCGTTAC
TGGCGGTCAC-GTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAGTAAAAC-CCTCGTTAC
TGGCGGTCAC-GTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAGTAAAAC-CCTCGTTAC
TGGCGGTCACCATCGAGCTNCCATAGCGTAGTAGTAAA-C-CCTCGTTAC
TGGCGGTCAC-GTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAGTAAAAC-CCTCGTTAC
TGGCGGTCAC-GTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAGTAAAAC-CCTCGTTAC
TGGCGGTCAC-GTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAGTAAAAC-CCTCGTTAC
TGGCGGTCAC-GTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAGTAAAAC-CCTCGTTAC
TGGCGGTCAC-GTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAGTAAAAC-CCTCGTTAC
TGGCGGTCAC-GTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAGTAAAAC-CCTCGTTAC
TGGCGGTCAC-GTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAGTAAAAC-CCTCGTTAC
TGGCGGTCAC-GTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAGTAAAAC-CCTCGTTAC
TGGCGGTCAC-CTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAGTAAAAC-CCTCGTTAC
TGGCGGTCAC-GTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAGTAAAAC-CCTCGTTAC
TGGCGGTCAC-GTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAGTAAAAC-CCTCGTTAC
TGGCGGTCAC-GTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAGTAAAAC-CCTCGTTAC
TGGCGGTCAC-GTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAGTAAAAC-CCTCGTTAC
TGGCGGTCAC-GTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAGTAAAAC-CCTCGTTAC
TGGCGGTCAC-GTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAGTAAAAC-CCTCGTTAC
TGGCGGTCAC-GTCGAGCTTCCATAGCGTAGTGGTAAAAC-CCTCGTTAC
TGGCGGTCAC-GTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAGTAAAAC-CCTCGTTAC
TGGCGGTCAC-GTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAGTAAAAC-CCTCGTTAC
TGGCGGTCAC-GTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAGTAAAAC-CCTCGTTAC
TGGCGGTCAC-GTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAGTAAAAC-CCTCGTTAC
TGGCGGTCAC-GTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAGTAAAAC-CCTCGTTAC
TGGCGGTCAC-GTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAGTAAAAC-CCTCGTTAC
TGGCGGTCAC-GTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAGTAAAAC-CCTCGTTAC
TGGCGGTCAC-GTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAGTAAAAC-CCTCGTTAC
TGGCGGTCAC-GTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAGTAAAAC-CCTCGTTAC
TGGCGGTCAC-GTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAGTAAAAC-CCTCGTTAC
TGGCGGTCAC-GTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAGTAAAAC-CCTCGTTAC
TGGCGGTCTCGCTGCAGCCTCCATTGCGTAGTAGCTAA-CACCTCGCAAC
TGGCGGTCCCGCCGCAGCTTCCAATGCGTAGTAGCTAA-CACCTCGCAAC
TGGCGGTCTCGCTGCAGCTTCCATTGCGTAGTAGTAAAAC-CCTCGCAAC
TTGGGCAGGTCTTCGCCTGGCCAAGCTATACCAATANAGC-TGTAGTNAA
T--GGCGGTCTCGCTGCAGCTTCCATTGCGTA-—————————————————
* *

TGGTAA--TCGTCGCGGCCA-CGCCGTAAAACCCC---AACTTCT-GAAT
TGGTAA--TCGTCGCGGCCA-CGCCGTAAA-CCCC---AACTTCT-GAAT
TGGTAA--TCGTCGCGGCCA-CGCCGTTAAACCCC---AACTTCT-GAAT
TGGTAA--TCGTCGCGGCCA-CGCCGTTAAACCCC---AACTTCT-GAAT
TGGTAA--TCGTCGCGGCCA-CGCCGTTAAACCCC---AACTTCT-GAAT
TGGTAA--TCGTCGCGGCCA-CGCCGTTAAACCCC---ACTTCTG-CAAT
TGGTAA--TCGTCGCGGCCA-CGCCGTTAAACCCC---AACTTCT-GAAT
TGGTAA--TCGTCGCGGCCA-CGCCGTTAA-CCCC---AACTTC---GAT
TGGTAA--TCGTCGCGGCCA-CCCCGTTAAACCCC---AACTTCT-GAAT
TGGTAA--TCGTCGCGGCCA-CGCCGTTAAACCCC---AACTTCT-GAAT
TGGTAA--TCGTCGCGGCCA-CGCCGTTAAACCCC---AACTTCT-GAAT
TGGTAA--TCGTCGCGGCCA-CGCCGTTAAACCCC---AACTTCT-GAAT
TGGTAA--TCGTCGCGGCCA-CGCCGTTAAACCCC---AACTTCT-GAAT
TGGTAA--TCGTCGCGGCCA-CGCCGTTAAACCCC---AACTTCT-GAAT
TGGTAA--TCGTCGCGGCCA-CGCCGTTAAACCCC---AACTTCT-GAAT
TGGTAA--TCGTCGCGGCCA-CGCCGTTAAACCCC---AACTTCT-GAAT
TGGTAA--TCGTCGCGGCCA-CGCCGTTAAACCCC---AACTTCT-GAAT
TGGTAA--TCGTCGCGGCCA-CGCCGTTAAACCCC---AACTTCT-GAAT
TGGTAA--TCGTCGCGGCCA-CGCCGTTAAACCCC---AACTTCT-GAAT
TGGTAA--TCGTCGCGGCCA-CGCCGTTAAACCCC---AACTTCT-GAAT
TGGTAA--TCGTCGCGGCCA-CGCCGTTAAACCCC---AACTTCT-GAAT
TGGTAA--TCGTCGCGGCCA-CGCCGTTAAACCCC---AACTTCT-GAAT
TGGTAA--TCGTCGCGGCCA-CGCCGTTAAACCCC---AACTTCT-GAAT
TGGTAA--TCGTCGCGGCCA-CGCCGTTAAACCCC---AACTTCT-GAAT
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193D2F
gi | 5006327 | gb | AF069310 . 1| AFO69
FOC13F

FOC17F

170D1F

36D1F

gi ] 29027604 |gb | AY210330.1]
FOC10F

FOC20F

gi | 5524732 | gb | AF165875 . 1| AF165
FOC1F
gi]10180259|gb|AF178418. 1| AF17
gi | 10180248 |gb | AF178407. 1| AF17
gi | 21666892 | gb | AF455460. 1]
169D1F

gi | 24637154 | gb | AF430129.1]

68D1F

211D1F

FOC12F

gi | 18034433 | gb | AF440565. 1]

gi | 18034434 | gb | AF440566. 1]
276D2F

0i | 34559398 | gb | AY354393 .1
209DF

gi | 34559397 | gb | AY354392. 1]

gi | 34559403 | gb | AY354398. 1]

gi | 38569372 gb | AY462580.1]

gi | 1808933 gb|U34571. 1] FOU3457
135D2AF

gi | 34559401 | gb | AY354396. 1]

gi | 34559406 | gb | AY354401. 1]

gi | 1122871 ] emb| X94173. 1] FOXYRR
159DF

gi | 37362910 gb | AY387705.1]
FOC16F

167DF

213D2F

FOC4F

FOC7F

gi | 852527 gh | U28159. 1| FOU28159
193D2F

gi | 5006327 | gb | AF069310 . 1| AFO69
FOC13F

FOC17F

170D1F

36D1F

gi 29027604 |gb|AY210330.1]
FOC10F

FOC20F

gi | 5524732 | gb | AF165875 . 1| AF165
FOC1F

gi | 10180259 |gb|AF178418. 1|AF17
gi | 10180248 |gb | AF178407. 1| AF17
gi | 21666892 | gb | AF455460. 1]
169D1F

gi | 24637154 | gb | AF430129.1]

68D1F
211D1F

FOC12F

i | 18034433 | gb | AF440565. 1]

i | 18034434 | gb | AF440566. 1
276D2F

i | 34559398 | gb | AY354393 .1
209DF

0i | 34559397 | gb | AY354392..1]

gi | 34559403 | gb | AY354398. 1]

gi | 38569372 gb | AY462580.1]

i 1808933 gb|U34571. 1] FOU3457
135D2AF

gi | 34559401 | gb | AY354396. 1]

gi | 34559406 | gb | AY354401. 1]

TGGTAA--TCGTCGCGGCCA-CGCCGTTAAACCCC---AACTTCT-GAAT
TGGTAA--TCGTCGCGGCCA-CGCCGTTAAACCCC---AACTTCT-GAAT
TGGTAA--TCGTCGCGGCCA-CGCCGTTAAACCCC---AACTTCT-GAAT
TGGTAA--TCGTCGCGGCCA-CGCCGTTAAACCCC---AACTTCT-GAAT
TGGTAA--TCGTCGCGGCCA-CGCCGTTAAACCCC---AACTTCT-GAAT
TGGTAA--TCGTCGCGGCCA-CGCCGTTAAACCCC---AACTTCT-GAAT
TGGTAA--TCGTCGCGGCCA-CGCCGTTAAACCCC---AACTTCT-GAAT
TGGTAA--TCGTCGCGGCCA-CGCCGTTAAACCCC---AACTTCT-GAAT
TGGTAA--TCGTCGCGGCCA-CGCCGTTAAACCCC---AACTTCT-GAAT
TGGTAA--TCGTCGCGGCCA-CGCCGTTAAACCCC---AACTTCT-GAAT
TGGTAA--TCGTCGCGGCCA-CGCCGTTAAACCCC---AACTTCT-GAAT
TGGAAG--GCGGCGCGGCCA-CGCCGTAAAACCCCCCCAACTTCT-GAAT
TGGAGA--GCGGCGCGGCCA-CGCCGTAAAACACCC--AACTTTTAGAAC
TGGTAC--GCGGCGCGGCCA-AGCCGTTAAACCCCC--AACTTCT-GAAT
TAAAAAATCCCCTACGGCGAACTAAGTGTAACGCGGGCCGCGCCC-AAAT

28S rDNA->
GT----TGACCTCGGATCAGGTAG----GAATACCCGCT--GAACT--TA
GT----TGACCTCGGATCAGTAGGTTGTGAATACCCGCTTGNAACTATTA
GTACCTCGATCGTGATCAT-GAGTTTGTGC-AATTACCCCGTCTTNGAAC

GT---TGGACCTCGGATTC-AGGTG---GA-AATAANCCCGTCTTGGAAA
GT---TG-ACCTCGGAA-C-AGGT———===———— == ———
GT----GACCTCCNGTC---CGGGTTATAC-CANATGNTAATATTCCACA
GT----TGACCTCGGAC---CAGGCT---=====—=——— == ——
GT----TGACCTCGGTG---CAGGT-—======——— == ———
GT----TGACCTCGGAT---CAGGTAGGAA-TACCCGCTGAACTTAAGCA
GT----TGACCTCGGAT---CAGGTAGGAA-TACCCGCTGAAC-—-——--—
GT----TGACCTCGGAT---CAGGTAGGAA-TACCCCGTCTGGAAACTTT
GT----TGACCTCGGAT---CAGGT-—======——— == ———
GT----TGACCTCGGAG---CAGGT——======—— === ———
GT----TGACCTCGGAT---CAGGTAGGAA-TACCCGCTGAACTTA-AGC
GT----TGACCTCGGAT---CAGGTTGGAA-TACCCGTCTGAGAGCCTTN

GT----TGACCTCGGAT---CAGGTTGGA--TACCCGTCTGGAA--CTTA
GT----TGACCTCGGAT---CAGGTAGGAA-TACCCG-CTGAA---CTTA
GT----TGACCTCGGAT---CAGGTTGGAA-TACCCGTCTGAA---CTTA
GT----TGACCTCGGATC--AGGTAGGAA--TACCCGCTGAACTTAAGC-
GT----TGACCTCGGATCC-AGGTAAGGAATTACCCGTGGAACTTAAGCC

GT----TGACCTCGGAT---CAGGTAGGAA-TACCCGCTGAACATTAAGC
GT----TGACCTCGGAT---CAGGTAGGAA-TACCCGCTGAAC-TTAAGC
GT----TGACCTCGGAT---CAGGTAGGAA-TACCCGCTGAAC-TTAAGC
GT----TGACCTCGGAT---CAGGTAGGAA-TACCCGCTGAAC-TTAAGC
GT----TGACCTCGGAT---CAGGTAGGAA-TACCCGCTGAAC-TTAAGC
GT----TGACCTCGGAT---CAGGTNGAA---ACCCGCGGAAC--TTGAC
GT----TGACCTCGGAT---CAGGAGAA-—————————— o ———
GT----TGACCTCGGAT---CAGGTAGGAA-TACCCGCTGAAC-TTAAGC
GT----TGACCTCGGAT---CAGGTAGGAA-TACCCGCTGAAC-TTAAGC
GT----TGACCTCGGAT---CAGGTAGGAA-TACCCGCTG--———————-
GT----TGACCTCGGAT---CAGGTAGGAA-TACCCGCTGAAC-TTAAGC
GT----TGACCTCGGAT---CAGGTAGGAA-TACCCGCTGAACTTAA---
GT----TGACCTCGAAT---CAGGTAGGAA-TACCCGCTGAACTTAA---
GT----TGACCTCGGAT---CAGGTAGGAA-TACCCGCTGAACTTAA-—-
GC----CAGTCTCAGAAAACCCCCCGCGAAATTTTCCTTGGAAACATTGT

AGCATATCAA--TAGGGGGGGEGEGAA -~ ——— == ——m—m e
GGCATATCCGGTTAAAAGNCCGGGAAGGGNGGAAAAANANGGGAAAANAG
ATTTAAGGCAATACTCAAGTAAGTCGGGGACGCGCGNAACCGGGAAAAGG
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gi 1122871 ]emb|X94173. 1] FOXYRR
159DF

gi | 37362910 gb | AY387705.1]
FOC16F

167DF

213D2F

FOC4F

FOC7F

gi | 852527 gb|U28159. 1| FOU28159
193D2F

gi | 5006327 | gb | AF069310 . 1| AFO69
FOC13F

FOC17F

170D1F

36D1F

gi 29027604 |gb|AY210330.1]
FOC10F

FOC20F

gi | 5524732 | gb | AF165875 . 1| AF165
FOC1F

gi | 10180259 |gb|AF178418. 1|AF17
gi ] 10180248 |gb | AF178407. 1| AF17
gi | 21666892 | gb | AF455460. 1]
169D1F

gi | 24637154 | gb | AF430129.1]

68D1F

211D1F

FOC12F

gi | 18034433 | gb | AF440565. 1]

gi | 18034434 | gb | AF440566. 1]
276D2F

i | 34559398 | gb | AY354393.1]
209DF

gi | 34559397 | gb | AY354392. 1]

gi | 34559403 | gb | AY354398. 1]

gi | 38569372 gb | AY462580.1]

gi | 1808933 | gb|U34571. 1] FOU3457
135D2AF

gi | 34559401 | gb | AY354396. 1]

gi | 34559406 | gb | AY354401.1]

gi | 1122871 |emb| X94173. 1] FOXYRR
159DF

gi | 37362910 gb | AY387705.1]
FOC16F

167DF

213D2F

FOC4F

FOC7F

gi | 852527 gb|U28159. 1| FOU28159
193D2F

gi | 5006327 | gb | AF069310 . 1| AFO69
FOC13F

FOC17F

170D1F

36D1F

gi | 29027604 | gb | AY210330.1]
FOC10F

FOC20F

gi | 5524732 | gb | AF165875 . 1| AF165
FOC1F

gi | 10180259 |gb|AF178418. 1|AF17
gi ] 10180248 |gb | AF178407. 1| AF17
gi | 21666892 | gb | AF455460. 1]
169D1F

gi | 24637154 | gb | AF430129.1]

68D1F
211D1F
FOC12F
gi | 18034433 | gb | AF440565. 1]
gi | 18034434 | gb | AF440566. 1|
276D2F

ATATCAATAAGCGGAGGA === === = —m o e
AGCAATATCA--AGTTAAGCGACGGACANNAGGATCAGCTAACACGGGAG
AGCA-TATCA--—-- TAAGCG--GGAGGAAANGA--AAGTACCA--GGGA
AGGCATATCA--A-TGGGGGGGEGAA—————————————— e
AG-CATATCA--A-TAGCGGGAGGAAAGAAAGTAACAGGGATTGCCTTNT
ATATCAATAAGCGGAGGAAAAAACACACCAAAAACAAAACAAAAA-————
ATTTTCATAGCGGGAGGAA——————————m oo
ATATCAAT-ACGGGGGCGGAAANCCCCCTCCACTCCTCCNCTC-CNTCCC
ATATCAAT-AAGCGGAGGAA- ————————m - m oo
ATATCAAT-AGGGGGGGGGAACCCCCCCCACCCACACCCCCCC-CCACCA
ATATCAAT-A-GCGGGGGAAAGCCGNATGCCGCACACACACCC-CACCC-
ATATCAAT-AGGGGGGGGGONA—————— === = — = m o e
ATATCAATGAGNGGGGCGGGAAACCCCACACACACACAAACACACAAANA
ATATCAAT -—~AGGGGGGGAA——— === = — oo
ATATCAATAACGGGAGGGAAANGAAACACAGGGATTGCCCNTGTTACCGA

GCTAAACAAAGCGGGGAATTTTTGGCCCCCCTTCTGTCTTTACGACTTTA
TTACACCGGGGANTTGGACCNTNGTTACCGAACTTATCTTTGCNACAAA-
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i | 34559398 | gb | AY354393 .1
209DF

gi | 34559397 | gb | AY354392. 1]

gi | 34559403 | gb | AY354398.1]

gi | 38569372 gb | AY462580.1]

gi | 1808933 | gb|U34571. 1] FOU3457
135D2AF

gi | 34559401 | gb | AY354396. 1]

gi | 34559406 | gb | AY354401.1]

gi | 1122871 ]emb | X94173. 1] FOXYRR
159DF

gi | 37362910 gb | AY387705.1]
FOC16F

167DF

213D2F

FOC4F

FOC7F

gi | 852527 gh|U28159. 1| FOU28159
193D2F

gi | 5006327 | gb | AF069310 . 1| AFO69
FOC13F

FOC17F

170D1F

36D1F

gi 29027604 |gb|AY210330.1]
FOC10F

FOC20F

gi | 5524732 | gb | AF165875 . 1| AF165
FOC1F

gi | 10180259 |gb|AF178418. 1|AF17
gi | 10180248 |gb | AF178407. 1| AF17
gi | 21666892 | gb | AF455460. 1]
169D1F

gi | 24637154 | gb | AF430129.1]

68D1F

211D1F

FOC12F

gi | 18034433 | gb | AF440565. 1]

gi | 18034434 | gb | AF440566. 1]
276D2F

gi | 34559398 | gb | AY354393. 1]
209DF

gi | 34559397 | gb | AY354392. 1]

gi | 34559403 | gb | AY354398. 1]

0i | 38569372 gb | AY462580. 1

gi | 1808933 | gb|U34571. 1] FOU3457
135D2AF

gi | 34559401 | gb | AY354396. 1]

gi | 34559406 | gb | AY354401.1]

gi | 1122871 ]emb | X94173. 1] FOXYRR
159DF

gi | 37362910 gb|AY387705.1]
FOC16F

167DF

213D2F

FOC4F

FOC7F

gi | 852527 gh|U28159. 1| FOU28159
193D2F

gi | 5006327 | gb | AF069310 . 1| AFO69
FOC13F

FOC17F

170D1F

36D1F

gi ] 29027604 |gb|AY210330.1]
FOC10F

FOC20F

gi | 5524732 | gb | AF165875 . 1| AF165
FOC1F

gi ] 10180259 |gb|AF178418. 1|AF17
gi ] 10180248 | gb | AF178407. 1| AF17
gi | 21666892 | gb | AF455460. 1]
169D1F

CCCCTATTATTACCGGACCCTTTTAAGTTTGCNACCAACACNGCTGANAT
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gi | 24637154 | gb | AF430129.1]

68D1F

211D1F

FOC12F

gi | 18034433 | gb | AF440565. 1]

gi | 18034434 | gb | AF440566. 1]
276D2F

gi | 34559398 | gb | AY354393. 1]
209DF

gi | 34559397 | gb | AY354392. 1]

0i | 34559403 | gb | AY354398 .1

gi | 38569372 gb | AY462580.1]

gi | 1808933 gb|U34571. 1] FOU3457
135D2AF

gi | 34559401 | gb | AY354396. 1]

gi | 34559406 | gb | AY354401. 1]

gi | 1122871 ]emb| X94173. 1] FOXYRR
159DF

gi | 37362910 gb|AY387705.1]
FOC16F

167DF

213D2F

FOC4F

FOC7F

gi | 852527 gh | U28159. 1| FOU28159
193D2F

gi | 5006327 | gb | AF069310 . 1| AFO69
FOC13F

FOC17F

170D1F

36D1F

gi ] 29027604 |gb|AY210330.1]
FOC10F

FOC20F

gi | 5524732 | gb | AF165875 . 1| AF165
FOC1F

gi | 10180259 |gb | AF178418. 1| AF17
gi ] 10180248 |gb | AF178407. 1| AF17
gi | 21666892 | gb | AF455460. 1]
169D1F

gi | 24637154 | gb | AF430129.1]

68D1F

211D1F

FOC12F

i | 18034433 | gb | AF440565.1]

i | 18034434 | gb | AF440566. 1
276D2F

i | 34559398 | gb | AY354393 .1
209DF

gi | 34559397 | gb | AY354392. 1]

gi | 34559403 | gb | AY354398. 1]

i | 38569372 gb | AY462580. 1]

i 1808933 gb|U34571. 1] FOU3457
135D2AF

gi | 34559401 | gb | AY354396. 1]

i | 34559406 | gb | AY354401 . 1]

gi 1122871 |emb | X94173. 1] FOXYRR
159DF

gi | 37362910 gb|AY387705.1]
FOC16F

167DF

213D2F

FOC4F

FOC7F

i |852527 | gb|U28159. 1| FOU28159
193D2F

gi | 5006327 | gb | AF069310 . 1| AFO69
FOC13F

FOC17F

170D1F

36D1F
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gi ] 29027604 |gb|AY210330.1]
FOC10F

FOC20F

gi | 5524732 | gb | AF165875 . 1| AF165
FOC1F

gi | 10180259 |gb | AF178418. 1| AF17
gi ] 10180248 | gb | AF178407. 1| AF17
gi | 21666892 | gb | AF455460. 1]
169D1F

gi | 24637154 | gb | AF430129.1]

68D1F
211D1F

FOC12F

gi ] 18034433 | gb | AF440565. 1]

gi | 18034434 | gb | AF440566.1]
276D2F

gi | 34559398 | gb | AY354393. 1]
209DF

gi | 34559397 | gb | AY354392. 1]

gi | 34559403 | gb | AY354398. 1]

gi | 38569372 gb | AY462580. 1]

gi | 1808933 gb|U34571. 1] FOU3457
135D2AF

gi | 34559401 | gb | AY354396. 1]

gi | 34559406 | gb | AY354401. 1]

gi | 1122871 ] emb| X94173. 1] FOXYRR
159DF

gi | 37362910 gb|AY387705.1]
FOC16F

167DF

213D2F

FOC4F

FOC7F

gi | 852527 gb | U28159. 1| FOU28159
193D2F

gi | 5006327 | gb | AF069310 . 1| AFO69
FOC13F

FOC17F

170D1F

36D1F

gi | 29027604 |gb|AY210330.1]
FOC10F

FOC20F

gi | 5524732 | gb | AF165875 . 1| AF165
FOC1F

gi | 10180259 |gb | AF178418. 1| AF17
gi | 10180248 | gb | AF178407. 1| AF17
gi | 21666892 | gb | AF455460. 1]
169D1F

gi | 24637154 | gb | AF430129.1]
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APENDICE 11. Seqiiéncias de Fusarium, no formato Fasta obtidas do GenBank (NCBi) e
incluidas na analise filogenética.

>gi|38569372|gb|AY462580.1] Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum isolate PA3 18S ribosomal
RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and
internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial
sequence

AGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTC
CCAAACCCCTGTGAACATACCACTTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCC
GCCAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCATAAATAAATCAAAACTTTC
AACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAG
AATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCG
AGCGTCATTTCAACCCTCAAGCACAGCTTGGTGTTGGGACTCGCGTTAATTCGCGTTCCTCAAATTGATT
GGCGGTCACGTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAGTAAAACCCTCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCG
TTAAACCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCA

>gi]37362910|gb|AY387705.1] Fusarium oxysporum isolate ML-5-2 internal transcribed spacer
1, partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence; and internal transcribed
spacer 2, partial sequence
CTCCCAAACCCCTGTGAACATACCACTTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGG
CCCGCCAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCATAAATAAATCAAAACT
TTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTG
CAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGT
TCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCACAGCTTGGTGTTGGGACTCGCGTTAATTCGCGTTCCTCAAATTG
ATTGGCGGTCACGTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAGTAAAACCCTCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACG
CCGTTAAACCCCAACTTCTGAATGT

>gi]18034433|gb|AF440565.1] Fusarium oxysporum isolate tomato SMC21 internal transcribed
spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence
CCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCACTTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGT
AAAACGGGACGGCCCGCCAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCATAAA
TAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAG
TAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCTGCCAGTATTCTGGC
GGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCACAGCTTGGTGTTGGGACTCGCGTTAATTCGCG
TTCCCCAAATTGATTGGCGGTCACGTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAGTAAAACCCTCGTTACTGGTAATC
GTCGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAATG

>gi]18034434|gb|AF440566.1] Fusarium oxysporum isolate tomato W848A internal transcribed
spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence
CCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCACTTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGT
AAAACGGGACGGCCCGCCAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCATAAA
TAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAG
TAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCTGCCAGTATTCTGGC
GGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCACAGCTTGGTGTTGGGACTCGCGTTAATTCGCG
TTCCCCAAATTGATTGGCGGTCACGTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAGTAAAACCCTCGTTACTGGTAATC
GTCGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAATG

>gi 34559406 gb|AY354401.1] Fusarium oxysporum F. sp. radicis-lycopersici 18S ribosomal RNA
gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene and internal
transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence
CGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCACTTGT
TGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCCGCCAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCT
ATATGTAACTTCTGAGTAAAACCATAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATC
GATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAA
CGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCACAGC
TTGGTGTTGGGACTCGCGTTAATTCGCGTTCCCCAAATTGATTGGCGGTCACGTCGAGCTTCCATAGCGT
AGTAGTAAAACCCTCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAATGTTGACC

TCGGAGCAGGT

>gi]34559398|gb|AY354393.1] Fusarium oxysporum f. sp. melonis 18S ribosomal RNA gene,
partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene and internal
transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence
CGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTGCAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCACTTGT
TGCCTCGGCGAATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACAGGACGGCCCGCCAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCT
ATATGTAGCTTCTGAGTAAAACCATAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATC
GATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAA
CGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCACAGC
TTGGTGTTGGGACTCGCGTTAATTCGCGTTCCTCAAATTGATTGGCGGTCACGTCGAGCTTCCATAGCGT
AGTAGTAAAACCCTCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAATGTTGACC

TCGGAACAGGT
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>gi]21666892|gb|AF455460.1] Gibberella fujikuroi isolate wb355 small subunit ribosomal RNA
gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene and internal
transcribed spacer 2, complete sequence; and large subunit ribosomal RNA gene, partial
sequence

AAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACC
CCTGTGAACATACCAATTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCCGCCAGAG
GACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCATAAATAAATCAAAACTTTCAACAACG
GATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAG
TGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCA
TTTCAACCCTCAAGCCCCCGGGTTTGGTGTTGGGGATCGGCGAGCCCTTGCGGCAAGCCGGCCCCGAAAT
CTAGTGGCGGTCTCGCTGCAGCTTCCATTGCGTAGTAGTAAAACCCTCGCAACTGGTACGCGGCGCGGCC
AAGCCGTTAAACCCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAA

>gi1]24637154|gb|AF430129.1] Fusarium mangiferae strain MRC7035 18S ribosomal RNA gene,
partial sequence; internal transcribed spacer 1 and 5.8S ribosomal RNA gene, complete
sequence; and internal transcribed spacer 2, partial sequence
GCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCAATTGTTGCCTCGGCGGAT
CAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCCGCCAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCT
GAGTAAAACCATAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCA
GCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCC
CGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCCCCCGGGTTTGGTGTTGG
GGATCGGCGAGCCCTTGCGGCAAGCCGGCCCCCGAAATCTAGTGGCGGTCTCGCTGCAGCTTCCATTGCGT

A

>gi 10180259 |gb|AF178418.1|AF178418 Fusarium solani f. sp. glycines strain NRRL22823 18S
ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA
gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene,
partial sequence

TCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTATACAACTCCCAAACCCCTGTGAACTTACCT
ATAACGTTGCTTCGGCGGGAAACCGACGGCCCCGTAAGACGGGCCGCCCCCGCCAGAGGACCCCCTAACT
CTTGTTATATCCTGTTTCTCTGAGTACAACAAGCAAATAAATTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGC
TCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAACGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTTAGTGAATCATCGA
ATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTACAACCCTC
AGGCCCCCGGGCCTGGTGTTGGGGATCGGTCGGAGCCCTCCGGGGCACACGCCGTCCCCCAAATTCAGTG
GCGGTCTCGCTGCAGCCTCCATTGCGTAGTAGCTAACACCTCGCAACTGGAAGGCGGCGCGGCCACGCCG
TAAAACCCCCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAA

>gi 10180248 | gb|AF178407.1|AF178407 Fusarium solani f. sp. batatas strain NRRL22400 18S
ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA
gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene,
partial sequence

TCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTATACAACTCATCAACCCTGTGAACATACCCA
AACGTTGCCTCGGCGGGAACAGACGGCCCTGAAACGATGGGCCGCCCCCGCCAGAGGACCCCCTATCTCT
GTTTTTTATTAGTGTATCTCTGAGTAACCAAGCAAATAAATTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCT
CTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAA
TCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACAACCCTCA
GGCCCCCGGGCCTGGCGTTGGGGATCGGCGGAGCCCCCCGCGGGCACACGCCGTCCCCCAAATACAGTGG
CGGTCCCGCCGCAGCTTCCAATGCGTAGTAGCTAACACCTCGCAACTGGAGAGCGGCGCGGCCACGCCGT
AAAACACCCAACTTTTAGAACGTTGACCTCGAATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAA

>gi 1122871 |emb|X94173_.1|FOXYRRNA Fusarium oxysporum carnation 18S rRNA gene (partial),
5.8S rRNA gene, 28S rRNA gene (partial), internal transcribed spacer 1 (ITS1) and internal
transcribed spacer 2 (ITS2)
TCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCACTT
GTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCCGCCAGAGGACCCCTAAACTCTGTTT
CTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCATAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCA
TCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTG
AACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCACA
GCTTGGTGTTGGGACTCGCGTTAATTCGCGTTCCTCAAATTGATTGGCGGTCACGTCGAGCTTCCATAGC
GTAGTAGTAAAACCCTCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAATGTTGA
CCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA

>gi]34559403|gb|AY354398.1] Fusarium oxysporum Ff. sp. lagenariae 18S ribosomal RNA gene,
partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene and internal
transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence
CGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCACTTGT
TGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCCGCCAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCT
ATATGTAACTTCTGAGTAAAACCATAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATC
GATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAA
CGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCACAGC
TTGGTGTTGGGACTCGCGTTAATTCGCGTTCCTCAAATTGATTGGCGGTCACGTCGAGCTTCCATAGCGT
AGTAGTAAAACCCTCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAATGTTGACC

TCGGTGCAGGT

104



>gi]34559401|gb|AY354396.1] Fusarium oxysporum F. niveum strain Fon 1 18S ribosomal RNA
gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene and internal
transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence
CGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCACTTGT
TGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCCGCCAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCT
ATATGTAACTTCTGAGTAAAACCATAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATC
GATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAA
CGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCACAGC
TTGGTGTTGGGACTCGCGTTAATTCGCGTTCCTCAAATTGATTGGCGGTCACGTCGAGCTTCCATAGCGT
AGTAGTAAAACCCTCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAATGTTGACC

TCGGATCAGGT

>gi|34559397|gb|AY354392.1] Fusarium oxysporum f. sp. melonis 18S ribosomal RNA gene,
partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene and internal
transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence
CGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCACTTGT
TGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCCGCCAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCT
ATATGTAGCTTCTGAGTAAAACCATAAATAAATCAAAACTTTCAGCGGCGGATCTCTTGGTTCTGGCATC
GATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAA
CGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCACAGC
TTGGTGTTGGGACTCGCGGTTAATCGCGTTCCTCAAATTGATTGGCGGTCACGTCGAGCTTCCATAGCGT
AGTAGTAAAACCCTCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACCCCGTTAAACCCCAACTTCTGAATGTTGACC

TCGGACCAGGT

>gi|5524732|gb|AF165875.1|AF165875 Fusarium oxysporum human internal transcribed spacer 1,
5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S
ribosomal RNA gene, partial sequence
CCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCACTTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGT
AAAACGGGACGGCCCGCCAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCATAAA
TAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAG
TAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCTGCCAGTATTCTGGC
GGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCACAGCTTGGTGTTGGGACTCGCGTTAATTCGCG
TTCCCCAAATTGATTGGCGGTCACGTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAGTAAAACCCTCGTTACTGGTAATC
GTCGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTG

>gi|5006327]gb|AF069310.1]AF069310 Fusarium oxysporum barley internal transcribed spacer 1,
5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S
ribosomal RNA gene, partial sequence
AACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCACTTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGAC
GGCCCGCCAGAGGACCCCTAAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCATAAATAAATCAAA
ACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAA
TTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCC
TGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCACAGCTTGGTGTTGGGACTCGCGTTAATTCGCGTTCCTCAAA
TTGATTGGCGGTCACGTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAGTAAAACCCTCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCC
ACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATA

TCAATAAGCGGAGGAA

>gi1]1808933]gb|U34571.1]FOU34571 Fusarium oxysporum NRRL 13307 internal transcribed spacer
RNA

TCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCACTT
GTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCCGCCAGAGGACCCCTAAACTCTGTTT
CTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCATAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCA
TCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTG
AACGCACATTGCGCCTGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCACA
GCTTGGTGTTGGGACTCGCGTTAATTCGCGTTCCCCAAATTGATTGGCGGTCACGTCGAGCTTCCATAGC
GTAGTAGTAAAACCCTCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAATGTTGA
CCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAAC

>gi]852527]gh|U28159.1|FOU28159 Fusarium oxysporum strain DAOM 213391 internal transcribed
spacer region I1TS1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer region ITS2.
includes the 5.8S gene
CCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCACTTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGT
AAAACGGGACGGCCCGCCAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCATAAA
TAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAG
TAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCTGCCAGTATTCTGGCG
GGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCACAGCTTGGTGTTGGGACTCGCGTTAATTCGCGT
TCCTCAAATTGATTGGCGGTCACGTCGAGCTTCCATAGCGTAGTGGTAAAACCCTCGTTACTGGTAATCG
TCGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAATG

>gi]29027604|gb]AY210330.1] Fusarium oxysporum associated trees internal transcribed spacer
1, 5.8S ribosomal RNA gene, internal transcribed spacer 2; complete sequence and 28S
ribosomal RNA gene, partial sequence
ATACCGAGTTTCAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCACTTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCG
GTAAAACGGGACGGCCCGCCAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCATA
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AATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATA
AGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCGCCAGTATTCTGG
CGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCACAGCTTGGTGTTGGGACTCGCGTTAATTCGC
GTTCCCCAAATTGATTGGCGGTCACGTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAGTAAAACCCTCGTTACTGGTAAT
CGTCGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGGATCAGGAGAA

106



APENDICE 12. Matriz de distancia genética das regides ITS1, gene 5,8S rRNA, ITS2
completas e regido 28S rDNA parcial dos isolados de Fusarium oxysporum, obtidas neste
trabalho e selecionadas do GenBank (NCBi) através do programa MEGAZ2.

MATRIZ COM INTERNET
Title: :© Sequencias - Alana2comlnternet.aln
Description
No. of Taxa : 40
Gaps/Missing data : Complete Deletion
Codon Positions : Noncoding
Distance method : Nucleotide: Kimura 2-parameter (Gamma) [Pairwise
distances]
No. of Sites : 353
d : Estimate

[ 1] #68D1F

[ 2] #211D1F

[ 3] #FOC12F

[ 4] #gi|18034433|gb|AF440565.1]|

[ 5] #gi]18034434|gb|AF440566.1]

[ 6] #276D2F

[ 71 #gi|34559398]|gb|AY354393.1]

[ 8] #209DF

[ 91 #gi|34559397 |gb|AY354392.1]
[10] #gi]34559403|gb]AY354398.1]
[11] #gi|38569372|gb|AY462580.1]
[12] #gi|1808933]gb|U34571.1]FOU3457
[13] #135D2AF

[14] #gi |34559401|gb|AY354396.1]
[15] #gi]34559406|gb]AY354401.1]
[16] #gi|1122871]emb]|X94173.1]FOXYRR
[17] #159DF

[18] #gi |37362910]gb|AY387705.1]
[19] #FOC16F

[20] #167DF

[21] #213D2F

[22] #FOC4F

[23] #FOC7F

[24] #gi|852527|gb]U28159.1]FOU28159
[25] #193D2F

[26] #gi |5006327]gb|AF069310.1]AF069
[27] #FOC13F

[28] #FOC17F

[29] #170D1F

[30] #36D1F

[31] #gi|29027604]gb]AY210330.1]
[32] #FOC10F

[33] #FOC20F

[34] #gi|5524732|gb|AF165875.1]AF165
[35] #FOC1F

[36] #gi|10180259|gb|AF178418.1|AF17
[37] #gi|10180248|gb|AF178407.1|AF17
[38] #gi|21666892|gb|AF455460.1]
[39] #169D1F

[40] #gi|24637154]gb|AF430129.1]
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APENDICE 13. Alinhamento multiplo das sequéncias de Fusarium oxysporum f. sp.
cubense, obtidas neste trabalho, através do programa CLUSTAL X (1.81). Estdo
representadas as regioes ITS1, gene 5,8S rRNA, ITS2 completas e por¢do do gene 28S
rRNA.Sitios idénticos estdo representados por (*), variaveis pelas cores azuis e amarelas, e
pasimonicamente informativos por (+).

ITS1 >
FOC16F ——mmo TGAGACGGGGG-AGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACA
FOC20F ~  ——mmoo GGACAGCGG-AGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACA
FOC1F ~GTGTAGACGAGGGGG-AGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACA
FOC13F  ——mmo GGAGACAGGGGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACA
FOC17F ----GGGGGACAGGGG-AGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACA
FOC10F ~CGGTGGTGACAGCGG-AGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACA
FOC4F NGATNTATGACGGGGGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACA
FOC7F NNGATTTATACAGGGG-AGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACA
FOC12F  ——mmmmo AACCAGCGG-AGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACA
* K%k
FOC16F TACCACTTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCCGCCAGAG
FOC20F TACCACTTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCCGCCAGAG
FOC1F TACCAATTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCCGCCAGAG
FOC13F TACCACTTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCCGCCAGAG
FOC17F TACCACTTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCCGCCAGAG
FOC10F TACCACTTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCCGCCAGAG
FOCAF TACCACTTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCCGCCAGAG
FOC7F TACCACTTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCCGCCAGAG
FOC12F TACCACTTGTT-CCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCCGCCAGAG
- 5.8S rDNA
FOC16F GACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCATAAATAAATCAAAACT
FOC20F GACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCATAAATAAATCAAAACT
FOC1F GACCCCCAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCATAAATAAATCAAAACT
FOC13F GACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCATAAATAAATCAAAACT
FOC17F GACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCATAAATAAATCAAAACT
FOC10F GACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCATAAATAAATCAAAACT
FOC4F GACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCATAAATAAATCAAAACT
FOC7F GACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCATAAATAAATCAAAACT
FOC12F GACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCATAAATAAATCAAAACT
FOC16F TTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTA
FOC20F TTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTA
FOC1F TTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTA
FOC13F TTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTA
FOC17F TTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTA
FOC10F TTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTA
FOC4F TTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTA
FOC7F TTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTA
FOC12F TTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTA
FOC16F ATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCA-TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAG
FOC20F ATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCACTCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAG
FOC1F ATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCA-TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAG
FOC13F ATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCA-TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAG
FOC17F ATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCA-TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAG
FOC10F ATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCACTCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAG
FOC4F ATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCA-TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAG
FOC7F ATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCA-TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAG
FOC12F ATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCACTCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAG
ITS2 >
FOC16F TATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCACAGCTTGGTGTTG
FOC20F TATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCACAGCTTGGTGTTG
FOC1F TATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCCCAGCTTGGTGTTG
FOC13F TATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCACAGCTTGGTGTTG
FOC17F TATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCACAGCTTGGTGTTG
FOC10F TATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCACAGCTTGGTGTTG
FOC4F TATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCACAGCTTGGTGTTG
FOC7F TATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCACAGCTTGGTGTTG
FOC12F TATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCACAGCTTGGTGTTG
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FOC16F
FOC20F
FOC1F
FOC13F
FOC17F
FOC10F
FOC4F
FOC7F
FOC12F

FOC16F
FOC20F
FOC1F
FOC13F
FOC17F
FOC10F
FOC4F
FOC7F
FOC12F

FOC16F
FOC20F
FOC1F
FOC13F
FOC17F
FOC10F
FOC4F
FOC7F
FOC12F

FOC16F
FOC20F
FOC1F
FOC13F
FOC17F
FOC10F
FOC4F
FOC7F
FOC12F

FOC16F
FOC20F
FOC1F
FOC13F
FOC17F
FOC10F
FOC4F
FOC7F
FOC12F

*
GGACTCGCGTTAATTCGCGTTCCCCAAATTGATTGGCGGTCACGTCGAGCTTCCATAGCG
GGACTCGCGTTAATTCGCGTTCCCCAAATTGATTGGCGGTCACGTCGAGCTTCCATAGCG
GGACTCGCGTCAAATCGCGTTCCCCAAATTGATTGGCGGTCACGTCGAGCTTCCATAGCG
GGACTCGCGTTAATTCGCGTTCCCCAAATTGATTGGCGGTCACGTCGAGCTTCCATAGCG
GGACTCGCGTTAATTCGCGTTCCCCAAATTGATTGGCGGTCACGTCGAGCTTCCATAGCG
GGACTCGCGTTAATTCGCGTTCCCCAAATTGATTGGCGGTCACGTCGAGCTTCCATAGCG
GGACTCGCGTTAATTCGCGTTCCTCAAATTGATTGGCGGTCACGTCGAGCTTCCATAGCG
GGACTCGCGTTAATTCGCGTTCCTCAAATTGATTGGCGGTCACGTCGAGCTTCCATAGCG
GGACTCGCGT----TCGCGTTCCCCAAATTGATTGGCGGTCACGTCGAGCTTCCATAGCG

TAGTAGTAAAACCCTCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCT
TAGTAGTAAAACCCTCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCT
TAGTAGTAAAACCCTCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCT
TAGTAGTAAAACCCTCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCT
TAGTAGTAAAACCCTCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCT
TAGTAGTAAAACCCTCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCT
TAGTAGTAAAACCCTCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCT
TAGTAGTAAAACCCTCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCT
TAGTAGTAAAACCCTCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCT

28S rDNA >
GAATGTTGACCTCG——---- GATC---AGGTTG-GA---TACCCG--TCTGGAACTT---A
GAATGTTGACCTCG----- GATC---AGGTAG-GAA--TACCCG--CT--GAACTT---A
GAATGTTGACCTCG----- GATC---AGGTAG-GAA--TACCCG--CT--GAACTT---A
GAATGTTGACCTCG—---- GATC---AGGTAG-GAA--TACCCG--CT--GAACTT---A
GAATGTTGACCTCG——--- GATC---AGGTAG-GAA--TACCCG--CT--GAACTT---A
GAATGTTGACCTCG----- GATC---AGGTAG-GAA--TACCCG--CT--GAACTT---A
GAATGTTGACCTCG----- GATC---AGGTAG-GAA--TACCCG--CT--GAACTT---A
GAATGTTGACCTCG----- GATCC--AGGTAA-GGAATTACCCG--TG--GAACTT---A

GAATGT--ACCTCGATCGTGATCATGAGTTTGTGCAATTACCCCGTCTTNGAACATTTAA

E * Fkhkk Fkhk K *

AGC-ATATCATAAG-CGGGAGGAAANGAAAGTACCAGGGATTGCCCTTGTTACGACTTT-
AGC-ATATCAATAA-CGGGAGGGAAANGAAACAC-AGGGATTGCCCNTGTTACCGANTTA
AGC-ATATCAATAAGCGGGAAGAAGGATGBA -~ = ———— = m——m—m oo
AGC-ATATCAATAGGGGGGGGGAACCCC---CCCCACCCACACCCCCCCCCACCACACCC
AGC-ATATCAATAGCGGGGGAAAGCCGNATGCCGCACACACACCCCACCC——————————
AGC-ATATCAATAGGGGGGGAA-———— === — - m oo
AGC-ATATCAATAAGCGGAGGAAAAAACACACCAAAAACAAAACAAAAA -~ ————————
AGCCATTTTCATAG-COGGAGGAA—— === === m —m—m oo
GGCAATACTCAAGTAAGTCGGGGACGCGCGNAACCGGGAAAAGGTTACACCGGGGANTTG

**x Kk *

~TTTGCAAA- ———m o
ACTTGCAACCCCCCCCCCC——mmmmmmmmmm

GACCNTNGTTACCGAACTTATCTTTGCNACAAA
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APENDICE 14 — Parte selecionada do alinhamento das seqiiéncias das regides ITS1, gene
5,8S rRNA, ITS2 completas dos isolados de Fusarium oxysporum f. sp. cubense,
destacando, em diferentes cores, os sitios homoélogos correspondentes a cada nucleotidio,
obtidos pelo programa CLUSTAL X 1.83).
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APENDICE 15 — Matriz de distdncia genética das regides ITS1, gene 5,8S rRNA, ITS2
completas dos isolados de Fusarium oxysporum f. sp. cubense, obtida pelo programa
MEGA2.

Title: Sequencias - Alana2SOFOCcut28S.aln
Description
No. of Taxa : 9
Gaps/Missing data : Complete Deletion
Codon Positions : Noncoding

Distance method : Nucleotide: Kimura 2-parameter (Gamma) [Pairwise distances]

No. of Sites : 469
d : Estimate

[1] #FOC4F
[2] #FOC7F
[3] #FOC16F
[4] #FOC1OF
[5] #FOC20F
[6] #FOC12F
[7] #FOC17F
[8] #FOC13F

[9] #FOC1F

[ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 ]
[1]

[2] 0.006

[3] 0.006 0.004

[4] 0.011 0.006 0.006

[5] 0.009 0.006 0.006 0.002

[6] 0.011 0.004 0.004 0.002 0.002

[7] 0.006 0.004 0.004 0.004 0.002 0.004

[8] 0.004 0.009 0.004 0.009 0.006 0.009 0.004

[9] 0.015 0.015 0.011 0.017 0.017 0.015 0.015 0.011
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