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RESUMO

OLIVEIRA, Amanda Cabral Corréa de. Analise morfoldgica e geneética
de isolados de Rhizoctonia solani e estudos epidemioldgicos de grupos
de anastomose (AGs) em algod&o. 2009. 129 p. Tese (Doutorado em
Fitopatologia) — Universidade Federal de Lavras, Lavras.*

Conhecer os grupos de anastomose (AG) da populacio de
Rhizoctonia solani, que causa tombamento e mela do algodoeiro no
Brasil, ¢ de fundamental importancia para estudos morfologicos do
patogeno e epidemiologicos da doenga, podendo fornecer subsidios para o
estabelecimento de medidas de controle mais eficientes no campo.
Inicialmente, foram obtidos 51 isolados coletados em lavouras de algodio
dos estados de Minas Gerais, Bahia, Goias, Mato Grosso € Mato Grosso do Sul e
submetidos a estudos, com a finalidade de fazer a sua caracterizagao
morfolégica e molecular, para a obtencdo dos AGs e determinar a sua
patogenicidade. Para morfologia, 36 isolados foram identificados como R. solani
AG-4 e dois como R. solani AG-7. Os 13 restantes ndo puderam ser
classificados. Na analise molecular, confirmaram-se os 36 isolados e mais 10
como AG-4. Os dois isolados AG-7 também foram confirmados, além de mais
um. Dois isolados foram caracterizados como Rhizoctonia spp. binucleada-
sendo um isolado AG-P e um isolado AG-A. Quanto & patogenicidade,
observou-se que 92% dos isolados foram patogénicos ¢ 51% (18MG; 3BA; IMS
e 2GO) apresentaram alta agressividade, enquadrando-se entre as médias 3,4 a
3,9, na escala de notas. Com base nos resultados obtidos, foram selecionados 18
isolados, a serem testados nas temperaturas de 15°, 18°, 21°, 24°, 27° e 30°C.
Avaliando-se o indice crescimento micelial (ICM), a producdo de esclerddios e a
determinacdo de patogenicidade, constatou-se interacdo significativa entre
isolados e temperaturas, nas trés variaveis estudadas. Para ICM, observou-se
relagdo com o modelo quadratico a 21°, 24° e 27°C, assim como melhor ajuste
ao modelo linear de ICM a 30°C. O maior nimero de esclerddios foi observado
as temperaturas de 15° e 18°C, para todos os isolados, com exce¢do do isolado
MS, que foi a 27°C. Verificou-se que 14 isolados (6 de MG; 2 da BA; 2 de GO;
3 de MT e 1 de MS) apresentaram maior severidade entre 24° ¢ 27°C, ajustando-
se a0 modelo quadratico, enquanto trés isolados (2 de MG e 1 de MT) ndo
diferiram significativamente para as temperaturas avaliadas e apenas um isolado
(BA 2 —101) ajustou-se melhor ao modelo linear. Logo, maior severidade foi a
30°C.

*Comité Orientador: Paulo Estevado de Souza — UFLA (Orientador) e
Edson Ampélio Pozza - UFLA.




ABSTRACT

OLIVEIRA, Amanda Cabral Corréa de. Morphological and genetic
analysis of Rhizoctonia solani isolates and epidemiological studies of
anastomosis groups (AGS) in cotton. 2009. 129 p. Thesis (Doctorate in
Phytopathology) — Universidade Federal de Lavras, Lavras.*

The knowledge anastomosis groups (AG) of Rhizoctonia solani
populations, which cause cotton damping-off and sudden death in Brazil,
the pathogen morphological features and disease epidemiology foster the
establishment of more efficient disease management strategies in the
field. Initially, 51 isolates were obtained from cotton seedlings originated
from crop fields in Minas Gerais (MG), Bahia (BA), Goias (GO), Mato Grosso
(MT) and Mato Grosso do Sul (MS). They were studied for their morphological
and molecular features to determine the assigned AGs and pathogenicity. For
morphology, 36 isolates were identified as R. solani AG - 4 and two as R. solani
AG - 7. The remaining 13 strains could not be grouped to any AG. In the
molecular analysis, the 36 AG4-match and 10 of the AG unmatched were all
grouped as AG4. Both isolates previously assigned to AG — 7- and one AG-
unmatch was grouped as AG-7. Two isolates were characterized as binucleate
Rhizoctonia spp. and one of them assigned to AG — P and the other to AG — A.
In regard to pathogenicity, 92% of isolates were pathogenic to cotton, 51% of
which (18MG; 3BA; IMS; 2GO) showed high aggressiveness, averaging 3.4 to
3.9 severity. Based on the obtained results 18 isolates were tested at
temperatures of 15, 18, 21, 24, 27 and 30 °C for mycelial growth, sclerotium
production and pathogenicity were evaluated. There was a significant interaction
between isolates and temperatures for all three studied variables. For MGR, a
better fit to the squared model at 21, 24 and 27 °C was observed. But also a
better fit to the linear model and maximum MGR at 30 °C. The highest
sclerotium count was observed at temperatures of 15 and 18 °C, for all isolates,
except for a MS isolate for which the optimum temperature was 27 °C. Fourteen
isolates (6 from MG; 2 from BA; 2 from GO; 3 from MT and 1 from MS)
presented higher severity between 24 and 27 °C, better fitting to the squared
model. However, three isolates (2 from MG; 1 from MT) were significantly
similar for the evaluated temperatures and for only one isolate (BA 2 — 101), a
better fit to the linear model was observed with consequent higher severity at 30
°C.

*Guidance Committee: Paulo Estevao de Souza — UFLA (Advisor) and
Edson Ampélio Pozza - UFLA.
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CAPITULO 1



1 INTRODUGAO GERAL

O algoddo (Gossypium hirsutum L.) é cultivado em mais de sessenta
paises no mundo, distribuidos por todos os continentes, para produzir fibras e
carogos. A fibra do algoddo ¢ o principal insumo téxtil mundial, com a produgio
estimada para a safra 2008/09 de 24,4 milhdes de toneladas métricas em pluma.
Os principais produtores sio China, India, Estados Unidos, Paquistio e, em
quinto lugar, o Brasil, com produgdo de 1,4 milhdo de toneladas (Agrianual,
2009).

No centro-oeste brasileiro, o algoddo tornou-se uma alternativa e
também uma grande oportunidade de negocios, sendo utilizado na rotagdo de
culturas com a soja. A segunda metade da década de 1990 foi um marco na
migragdo da cultura do algodoeiro das areas tradicionalmente produtoras para o
cerrado brasileiro. Hoje, essa regido responde por 95% da produgdo brasileira de
algodao, tendo o estado de Mato Grosso como maior produtor.

O plantio no més de novembro ¢ recomendado para os estados da Bahia,
Minas Gerais ¢ Goias. Nos chapaddes de Goias, o periodo pode ser ampliado até
o final de dezembro, a exemplo dos vizinhos estados de Mato Grosso e Mato
Grosso do Sul, onde a época de semeadura recomendada é durante o més de
dezembro (Agrianual, 2009; Embrapa, 2009).

Durante a semeadura, varios fatores podem reduzir o stand de plantas,
entre eles as doengas, principalmente o tombamento, ou damping-off, causado
por diversos patdogenos. O tombamento de plantulas de algoddo tem sido
responsavel pela reducao da populagdo de plantas no campo e pela elevacdo dos
custos de produgdo, causando prejuizos consideraveis (Pozza & Juliatti, 1994;
Suassuna & Coutinho, 2007). Dentre os agentes etioldgicos associados ao
tombamento de plantulas, destaca-se Rhizoctonia solani Kiihn. Em areas

infestadas com o fungo, o plantio, mesmo utilizando sementes de qualidade,



torna-se inviavel, pois o patdgeno sobrevive por varios anos no solo, na forma
de esclerédios (Marcos Filho, 1994). Este fungo infecta as sementes e as
plantulas de algodoeiro, causando o tombamento de pré e pos-emergéncia
(Sinclair, 1965; Moustafa-Mahmoud et al., 1993). Recentemente, foi observada
a sintomatologia de “mela do algodoeiro”, em plantulas com até 45 dias, apds a
emergéncia, encontradas mortas e com os foliolos presos as hastes. (Medeiros &
Oliveira, 2007)'

Sabe-se que a espécie R. solani ¢ dividida em subgrupos baseados na
formagdo de anastomoses das hifas, sendo essa uma manifestacido de
compatibilidade ou incompatibilidade somatica entre os isolados. As diferengas
entre grupos e subgrupos de Rhizoctonia spp. sdo frequentemente associadas a
diferentes comportamentos ecologicos e epidemioldgicos e, consequentemente,
a variacdes na viruléncia dos isolados (Anderson, 1982; Ogoshi, 1987). Assim,
podera estar ocorrendo variabilidade nos isolados de R. solani que estdo
causando doenca nos plantios de algoddo nos campos brasileiros, tanto nos
sintomas de tombamento (sintoma tipico) como nos de mela (sintoma atipico).

A temperatura pode influenciar a severidade da doenga, tendo papel
fundamental para o desenvolvimento da planta, pois ela ndo somente tem efeito
marcante sobre a velocidade de germinagdo, como também sobre a atuagdo do
patégeno. Por ser um patégeno que ataca, principalmente, na fase inicial de
desenvolvimento da planta, o periodo durante o qual a cultura é suscetivel a
infeccdo ¢ relativamente curto (Tanaka, 1994; Goulart, 2001). Outra
preocupagdo esta na sobrevivéncia saprofitica e na viruléncia dos isolados, pois
ndo ha uma regra para seu comportamento com o aumento ou a reducdo da
temperatura. Entretanto, na literatura, a rhizoctoniose ¢ citada como sendo mais

severa entre temperaturas de 18° a 30°C e alta umidade no solo nos primeiros 20

! Comunicagdo pessoal. Medeiros, F. H. e Oliveira, A.C.C, 2007. Projeto de Tese
Lavras: UFLA/DFP, 2007.



dias apés a emergéncia da plantula (Cia & Salgado, 2005), condic¢des
edafoclimaticas observadas em regides de cultivo no centro-oeste, no periodo de
plantio e no sistema de plantio direto (Wanjura & Buxton, 1972; Cassetari Neto
& Machado, 2000).

Em vista dos aspectos levantados, objetivou-se, com a realizagdo deste
trabalho, caracterizar, quanto ao grupo de anastomose, isolados de Rhizoctonia
solani em diferentes regides de cultivo do algoddao e avaliar o efeito da

temperatura na morfologia e na viruléncia dos isolados.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos de variabilidade populacional de Rhizoctonia solani

Rhizoctonia solani Kiihn é a fase assexuada de Thanatephorus
cucumeris (Frank) Donk, um basidiomiceto da familia Ceratobasidiaceae (Sneh
et al., 1991), sendo a espécie mais estudada dentro do género. A descrigdo
original de R. solani foi formulada por Kuhn (1858), entretanto, atualmente, as
caracteristicas estudadas para classificagdo do patogeno seguem a descricdo
proposta por Parmeter & Whitney (1970). Sdo elas: algumas tonalidades de
marrom na pigmentacdo das hifas; compressdo das hifas no local de formagao
dos septos; septos bem definidos; células multinucleadas e ramificagdo
formando angulo de 90° proximo do septo das células vegetativas nas hifas
jovens, podendo, ainda, associarem-se caracteristicas como células
intumescidas, esclerodios, hifas superiores a 5 um de diametro, rapida taxa de
crescimento micelial e patogenicidade.

A espécie R. solani apresenta de 3 a 28 niicleos em cada célula da hifa
vegetativa, sendo também multinucleadas as espécies R. zeae e R. oryzae. O
género Rhizoctonia apresenta, ainda, outras espécies com células contendo
apenas dois nucleos (binucleadas) que sdo agrupados no grupo taxondémico
“Binucleated Rhizoctonia spp.” (BnR) (Sneh et al., 1991).

R. solani possui grupos de individuos relacionados, mas geneticamente
isolados, os quais sdo agrupados com base na anastomose de hifas, sendo essa
uma manifestacdo de compatibilidade somatica entre os individuos (Anderson,
1982). Pode-se observar a fusdao de hifas de isolados representando o mesmo
grupo de anastomose (anastomose group - AG), enquanto essa reagdo pode ser
inexistente com isolados representando diferentes AGs. Atualmente, sdo
reconhecidos 14 grupos de anastomose de hifas em R. solani e numerosos

subgrupos (Sneh et al., 1991; Carling et al., 2002).



A caracterizagdo de grupos de anastomose ¢ de grupos intraespecificos
(intraspecific group - ISG) baseada na morfologia, na fisiologia, na genética e na
patologia representa resultados mais consistentes na tentativa de se obter padrdes
da variagdo genética existente em espécies de Rhizoctonia. Varias outras
caracteristicas podem ser empregadas para agrupar isolados de R. solani em AGs
e ISGs. Dentre elas, o requerimento de vitaminas, taxa de crescimento micelial,
temperatura Otima para crescimento e tipo de esclerédio produzido, incluindo
estudos de similaridade de sequéncia de bases do DNA na determinacdo de AGs
(Ogoshi, 1987; Sneh et al., 1991).

Em trabalhos realizados anteriormente a década de 1970, ha registro de
correlagdio positiva entre diferentes AGs de R. solani e morfologia da coldnia,
assim como fisiologia e patogenicidade dos isolados; outros trabalhos
contrastam com estes resultados, ndo encontrando correlacdo entre
caracteristicas culturais e patogenicidade de alguns AGs (O’'Sullivan &
Kavenagh, 1991).

Apesar de nao terem hospedeiros especificos, os diferentes AGs
possuem tendéncia a infectar um ou um grupo de hospedeiros. Logo, na cultura
do algoddo (Gossypium hirsutum L.) ha relatos de quatro grupos de anastomose
causando doenga. Entre eles estd o grupo de anastomose AG-4, que ¢
identificado frequentemente associado aos sintomas de tombamento de pré e
pos-emergéncia (Moustafa-Mahmoud et al., 1993; Goulart, 2001; Santos et al.,
2005) e, recentemente, o subgrupo AG-4 HGI tem sido especulado como o
causador do sintoma denominado de “mela do algodoeiro” (Goulart, 2009)’.
Entretanto, o AG-4 apresenta distribui¢do mais ampla, em termos de plantas
hospedeiras ¢ de sintomas (Bolkan & Ribeiro, 1985; O'Sullivan & Kavanagh,
1991; Meinhardt et al., 2002; Kuramae et al., 2003). Isolados de AG-7 foram

* Comunicagio pessoal. Goulart, A. C. P., 2007, Embrapa Agropecuaria Oeste,
Dourados, MS



registrados na Gedrgia e no Mississippi (USA), também causando tombamento
em algodoeiro (Baird, 1997; Baird et al., 2000). Além disso, o AG-7 ja foi
relatado causando doenga em soja, arroz e rabanete, em Arkansas (USA)
(Rothrock et al., 1993). Os isolados de R. solani AG-4 e AG-7 tém gama similar
de hospedeiro, morfologia cultural e produzem sintomas similares,
consequentemente, isolados AG-7, no Estados Unidos, podem ter sido
equivocadamente identificados como AG-4 (Carling citado por Baird et al.,
2000).?

Doubledee et al. (2006), estudando a diversidade de R. solani em
algoddo e arroz, também encontraram os grupos de anastomose AG-4 ¢ AG-7,
além do AG-11, obtidos tanto de amostras de sementes como de solo. E a
caracterizagdo do ultimo grupo de anastomose, denominado como AG-13, foi
obtida de raizes doentes em plantas de algoddo em campos da Georgia (Carling
et al., 2002).

Na caracterizagdo de grupos de anastomose também sdo empregados
métodos moleculares. O operon, que codifica 0 RNA ribossomal (rDNA), foi
extensivamente utilizado para estudos de sistematica molecular e filogenética
(White et al., 1990), inclusive para inferir relagdes taxondmicas entre os
diferentes AGs de R. solani (Gonzales et al., 2001). Também ¢ utilizada a
sequéncia de nucleotideos das regides espacadoras internas do rDNA (ITS1 e
ITS2) que podem, inclusive, servir como subsidio para embasar a proposicao de
uma nova classificacdo (Ogoshi, 1987; Sneh et al., 1991). Liu & Sinclair (1993)
diferenciaram AG-1 em seis intraespecificos (AG-1-1A, 1-1B, 1-IC, 1-ID, 1-IE, e
1-SE), baseados em RFLP de rDNA e composi¢des de isoenzimas. Os dados de
sequéncias de DNA, devido a quantidade e a reprodutibilidade das informagdes
que encerram, sdo também utilizados para estudos de genética de populagdes de

fungos (Carbone & Kohn, 2004). Meinhardt et al. (2002), com base na analise

? Carling, observagio pessoal, de um dos autores no artigo; (Baird et al., 2000).



de restri¢do da regido ribossomal ITS1/5,8S/ITS2, produziram um padrdo de
bandas especifico para o grupo de anastomose 4 (AG-4) e seus subgrupos. Esse
padrao obtido permitiu identificar de cinco a onze genoétipos entre os dezoito
isolados de R. solani de feijdo no estado de Sdo Paulo. O AG-4 foi dividido em
diferentes subgrupos com base em uma analise filogenética das regides ITSI,
ITS2 e 5.8S rDNA, por técnicas de sequenciamento (Kuninaga et al., 1997). O
avango das técnicas moleculares busca a possibilidade de identificar isolados de
R. solani a partir de amostra de solo, ndo sendo necessario fazer o isolamento
prévio do patdgeno, diminuindo, assim, etapas fundamentais para estudos
epidemioldgicos (Lees et al., 2002).

Por meio de métodos filogenéticos, a andlise da variacdo na sequéncia
de DNA possibilitou examinar padrdes ancestrais da diversidade genética atual
encontrada (Carbone & Kohn, 2004). Conhecendo a historia filogenética dos
alelos € possivel separar, entre um grupo de populagdes, eventos demograficos
do passado dos eventos do presente (Templeton, 1998). Oliveira (2006),
avaliando isolados padrio e isolados de campo, por arvore filogenética obtida
com base na sequéncia de nucleotideos, observou a aproximagao entre os grupos
de anastomose AG-4 ¢ AG-7 que se agruparam com 93% de similaridade,
enquanto o isolado de campo IB, caracterizado pela anastomose de hifas como

AG-4, agrupou-se com 100% de similaridade com o proprio padrio AG-4.

2.2 Aspectos epidemioldgicos da doenca em algodoeiro
A espécie R. solani ¢ frequentemente isolada de plantas doentes ¢ do
solo. Os isolados diferem quanto as suas caracteristicas morfologicas, culturais e
de patogenicidade. Essas diferencas sdo frequentemente associadas a varia¢des
na viruléncia de isolados de um mesmo grupo de anastomose (Ogoshi, 1987).
Por ser um fungo habitante natural do solo, conhecido como um fungo

parasita necrotréfico, sobrevive como saprofita, colonizando matéria organica ou



na forma de esclerodios (Ogoshi, 1987). Estudos de ecologia e de epidemiologia
de R. solani requerem quantifica¢do do indculo. Isso também ¢ necessario para
estabelecer relagdes de incidéncia e de severidade da doenga com a flutuagdo
populacional do patdégeno no solo.

Sob determinadas condi¢des, R. solani pode produzir estruturas de
sobrevivéncia, formando tufos de células largas e curtas, denominados de
esclerodios. Depois de estabelecido na area, o fungo pode associar-se a varios
hospedeiros e sobreviver em restos culturais e ser disseminado pela agua da
chuva ou de irrigagdo, por implementos agricolas ou outros meios carregando
solo contaminado, inclusive material propagativo (Agrios, 2004). Em areas
infestadas com o fungo, o plantio, mesmo utilizando sementes de qualidade,
pode ser inviavel, devido a presenga do patégeno na forma de esclerodios
(Marcos Filho, 1994).

Baixas temperaturas geralmente condicionam o aumento da severidade
da doenga, tendo papel fundamental para o desenvolvimento da planta, pois a
temperatura ndo somente tem efeito marcante sobre a velocidade de germinacéo,
como também sobre a atuagdo do patdgeno. Sementes expostas a temperaturas
subotimas germinam mais lentamente, aumentando a possibilidade de infec¢do
(Tanaka, 1994). Além disso, nessas condi¢des, hd um aumento da concentragao
de agucares e aminoacidos exsudados pelas sementes e plantulas, que estimulam
a atividade de estruturas de resisténcia dos fungos, aumentando o potencial de
in6culo (Hayman, 1969; Cia & Salgado, 2005).

A temperatura pode também influenciar a viruléncia de R. solani. Baird
et al. (2000) relatam R. solani AG-7 causando lesdes marrom-escuras em raizes
de algodao e sua patogenicidade foi confirmada a 18° ¢ 24°C. Ja na comparacao
entre isolados de R. solani AG-7 oriundos de Arkansas USA), india e Japdo e
também com isolados AG-4, Baird et al. (1996) observaram que os isolados do

Japao apresentaram maior crescimento radial a 30° e 35°C e o0 AG-4 ndo diferiu



significativamente a 30°C, concluindo ainda que separar AGs baseados em
temperatura pode ndo ser possivel. No Brasil, trabalhos com o patossistema
Rhizoctonia vs. algoddo, utilizando o grupo AG-4, foram desenvolvidos, a
temperatura média de 22°C (Goulart, 2002) e 25°C (Santos et al., 2005). Na
cultura da soja, R. solani AG-4 apresentou crescimento micelial crescente a
partir de 5° até 30°C, entretanto, a produgdo de esclerddios foi maior a 20° e
25°C, decaindo na temperatura de 30°C (Harikrishnan & Yang, 2004).

Outro fator importante e que pode influenciar as condigdes climaticas
favoraveis ao patogeno ¢ a escolha da cultivar, pois plantas com maior vigor, em
baixas temperaturas, conseguem ter maior populagdo de plantas, permitindo que
as mesmas tenham resisténcia parcial a infeccdo do patégeno, como foi
observado por Rethwisch et al. (2006) quando compararam variedades de
algodio vs Rhizoctonia.

O micélio de R. solani nido resiste a periodos prolongados com baixa
umidade (Cook & Papandick, 1972). Michereff Filho et al. (1996) observaram
reducdo na populagdo do patdégeno em lavoura de feijao, nos periodos de baixa
precipitacdo pluvial. Observagdes semelhantes foram feitas em jardim clonal de
mudas de eucalipto (Sanfuentes, 2000). Bruggen et al. (1986) observaram
aumento na severidade da rhizoctoniose em plantulas de feijdo com o aumento
na umidade do solo. Esse aumento pode ainda estar relacionado a fatores
quimicos, fisicos e bioldgicos do solo como um todo (Fenille & Souza, 1999).

Na regido centro-oeste do Brasil, o plantio de algoddo ¢ feito,
principalmente, nos meses de novembro e dezembro, época de maior
precipitagdo pluvial, objetivando um bom desenvolvimento da cultura (Embrapa,
2009). Nesse periodo, as temperaturas sdo elevadas, podendo favorecer ndo
apenas a germinagdo das sementes de algoddo, mas também a infecgdo por R.
solani, dependendo do isolado e/ou do grupo de anastomose que possa estar

adaptado a essas condigdes. Segundo Botelho et al. (2005), em diferentes
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temperaturas (20°, 25° ¢ 30°C) e umidades (100%, 75% e 50%) da capacidade
de campo para isolado de algoddo, onde ndo foi caracterizado o AG, observou-se
que, na temperatura de 25°C, houve maior severidade. Por outro lado, ndo houve
diferenca significativa entre as diferentes laminas de adgua aplicadas, sabendo-se
que existem diferencas de viruléncia entre isolados e/ou grupos de anastomose.
Este tltimo ensaio poderia apresentar resultados diferentes, quando comparados

varios isolados.

2.3 Aspectos gerais do manejo da doenca

O tombamento, ou damping-off, estd entre as principais doengas do
algodoeiro (Menten & Paradela, 1996; Davis et al., 1997; Wang & Davis, 1997;
Goulart & Melo Filho, 2000; Goulart, 2001). Varios fungos podem ser agentes
etiologicos do tombamento de plantulas de algodoeiro, porém, Rhizoctonia
solani Kuhn. ¢ considerado o principal dessa doenga, seguido de Fusarium spp.
e Pythium sp., considerados secundarios, nas condigdes do Brasil (Tanaka et al.,
1989; Tanaka & Menten, 1991; Santos et al., 1992).

As sementes de algoddo, ao serem infectadas, podem apodrecer e morrer
mesmo antes de iniciar o processo de germinagado, caracterizando o tombamento
de pré-emergéncia (Sinclair, 1965). As plantulas que conseguem emergir podem
definhar em pouco tempo, em consequéncia da destrui¢ao das raizes ou, quando
o sistema radicular permanece sadio, as lesdes irregulares e deprimidas de
coloracdo pardo-avermelhadas no hipocétilo podem estrangula-lo, levando a
morte da plantula, o que se chama tombamento de pds-emergéncia (Moustafa-
Mahmoud et al., 1993). As plantulas sobreviventes geralmente originam plantas
mais fracas com desenvolvimento retardado (Minton & Garber, 1983; Hillocks,
1992).

No Brasil, principalmente nos plantios do cerrado, o principal agente

causal do tombamento de plantulas é R. solani grupo de anastomose AG-4,
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devido a frequéncia de ocorréncia (mais de 95% dos casos) ¢ aos danos que
causa na fase inicial de estabelecimento da lavoura (Goulart, 2001).

A recente sintomatologia de “mela do algodoeiro” vem sendo observada
em plantios de algoddo também no cerrado brasileiro, onde as plantulas
conseguem ultrapassar a fase de tombamento, mas as mudas com 45 dias, em
média, sdo encontradas em campo totalmente mortas e com os foliolos presos as
hastes. Desse material € facil se obter Rhizoctonia solani, mas, até o momento,
ndo foi confirmado seu grupo de anastomose (Medeiros & Oliveira, observagio
pessoal).

A principal dificuldade em controlar doengas causadas por patdogenos de
solo, como rhizoctoniose, deve-se ao fato de, geralmente, elas ndo serem
detectadas antes da ocorréncia de perdas. Dessa forma, as medidas a serem
adotadas no manejo da doenga devem reduzir o indculo inicial.

A resisténcia genética ¢ uma possibilidade de manejo, entretanto,
também tem algumas limitacdes, pois € preciso ter cultivares que apresentem
alto vigor de germinacgdo em baixas temperaturas, situagdo propicia ao patdégeno,
permitindo maior populagdo de plantas e assim uma resisténcia parcial a
infeccdo. Em algoddo, os programas atuais de melhoramento priorizam
cultivares desenvolvidas para o centro-oeste do Brasil, com resisténcia as
principais doengas do algodoeiro (Freire & Farias, 2001). No entanto, a
resisténcia a R. solani ¢ uma tarefa dificil.

No Brasil, o primeiro relato do comportamento de cultivares de algoddo
na presenga do patéogeno foi feito por Goulart (2007), que observou menor
incidéncia de tombamento e menor porcentagem de plantulas com sintoma da
doenga para as cultivares CNPA ITA 90 II ¢ BRS Aroeira, seguidas da BRS
Cedro. Rethwisch et al. (2006) verificaram que, em oito cultivares, mesmo
tratadas com fungicidas, apenas uma, DPL 454BR, apresentou mais de 20.000

plantas vivas/acre.
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Outra estratégia envolve a nutrigdo das plantas. A fertilizagdo com
sulfato de aménio proporcionou supressao da Rhizoctoniose em morango (Elmer
& Lamondia, 1999) e feijdo (Rodrigues et al., 2002), comparada com nitrato de
calcio e nitrato de sodio, respectivamente. Em beterraba, residuo de nitrato no
solo favoreceu a doenca (Rush & Winter, 1990).

A fumigacdo reduz os efeitos nocivos da Rhizoctoniose, mas seu uso
esta proibido por diversas razdes (Ghini et al., 2002). O tratamento térmico do
solo, como a solarizagdo, reduz o indculo inicial ou o potencial de indculo de
Rhizoctonia. O aquecimento das camadas de solo induz processos envolvidos no
controle de fitopatégenos, de forma a alterar a microbiota em favor de
antagonistas, tornando o solo supressivo (Pullman et al., 1981; Ghini et al.,
2002).

A incorporacdo de antagonistas a superficie das sementes de maneira
dirigida ¢, portanto, uma alternativa que se busca para introduzir esses
organismos em areas nas quais agentes patogénicos estdo estabelecidos, como
parte de microflora do solo (Machado, 2000). A acdo antagonista de
Trichoderma spp. Ocorre, principalmente, em fungdo da produgdo de
metabolicos volateis e ndo volateis, como também pelo hiperparasitismo e pela
competi¢do por espago, nutrientes e oxigénio (Martins Corder & Melo, 1998).
Trabalhos no controle de Rhizoctonia spp. em sementes de algoddo revelam que
sementes tratadas com T. harzianum apresentaram porcentagens de germinagio
e emergéncia estatisticamente iguais as das sementes tratadas com os fungicidas
carbendazin+thiram e carboxin+thiram e ainda proporcionaram a emergéncia de
plantulas com mais vigor (Faria et al., 2003).

O tratamento de sementes com fungicidas vem sendo desenvolvido
recentemente como manejo de socorro das infecgdes de semente e plantulas com
R. solani em culturas como a da soja ¢ a do algodao (Goulart, 2002; Dorrance,

2003; Goulart, 2007). Esses tratamentos tém mostrado resultados promissores,
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entretanto, os melhores tratamentos, com até 100% de controle do tombamento,
foram obtidos utilizando-SE mistura de fungicidas (triadimenol + pencycuron +
tolylfluanid) que ndo apresentam registro para algoddo no Ministério da
Agricultura. O efeito da especificidade dos fungicidas contra R. solani é baseado
na variabilidade e depende dos grupos de anastomose. Segundo estudos “in
Vvitro”, nos quais isolados de quatro diferentes grupos de anastomose foram
testados, observaram-se variaveis na sensibilidade a Carboxin, PCNB e
triadimenfon, a0 mesmo tempo em que muitos isolados sdo sensiveis a iprodione
(Martin et al., 1984). Kataria et al. (1991) confirmam esses resultados e dividem
esta sensibilidade de Rhizoctonia spp. em varios grupos de fungicidas.

Dentre o conjunto de praticas recomendadas no manejo de
Rhizoctoniose, a rotacdo de culturas tem papel importante. A recomendagdo
dessa pratica requer cautela e estudos, pois o patégeno possui vasta gama de
hospedeiros. E comum, ainda, o plantio de algumas espécies vegetais (aveia
preta, tremogo e leguminosas), visando também aumentar o teor de matéria
orgdnica por meio da incorporacdo das plantas ao solo, antes da floragdo
(Zambolim et al., 1999). Essa pratica também favorece o desenvolvimento de
saprofitas, alguns envolvidos no controle de R. solani. A eficacia dessa
estratégia depende, ainda, do periodo durante o qual a cultura alvo ndo sera
cultivada na area infestada. Isso acarreta custo indireto para o produtor. A
duracdo da rotacdo de culturas ¢ variavel, como se pode observar em

recomendagdes para controle de R. solani (Prestes et al., 1999).
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CAPITULO 2
ANALISE MORFOLOGICA, GENETICA E PATOGENICIDADE DE

ISOLADOS DE Rhizoctonia solani PROVENIENTES DE REGIOES
PRODUTORAS DE ALGODAO NO BRASIL
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RESUMO

O conhecimento dos grupos de anastomose e dos grupos intraespecificos
(ISG) de populagdes de Rhizoctonia solani pode elucidar importantes aspectos
ligados a sua etiologia e epidemiologia, fornecendo subsidios para o
estabelecimento de medidas de controle mais eficientes no campo. Neste
trabalho, 51 isolados desse fungo foram coletados em lavouras de algoddo dos
estados de Minas Gerais, Bahia, Goias, Mato Grosso ¢ Mato Grosso do Sul e
submetidos a estudos, com a finalidade de fazer a sua caracterizagdo
morfoldgica e molecular e determinar a sua patogenicidade. Na caracterizagdo
morfoldgica, avaliaram-se o nimero de nucleos, a morfologia da colonia e a
identificacdo do grupo de anastomose (AG) e, na genética, foram sequenciados e
analisados os fragmentos gendmicos contendo as regides do 5,8S, do ITS1 e do
ITS2. A andlise da patogenicidade foi feita avaliando-se a severidade da doenga,
com o auxilio de uma escala de infeccdo com notas variando de 1 a 4, sendo a
nota 1 conferida para a planta sadia e a nota 4 a planta exibindo o maximo de
severidade da doenca. Considerando-se o grupo de anastomose, 36 dos 51
isolados de R. solani estudados foram identificados como AG-4 ¢ dois isolados
como AG-7. Os 13 restantes ndo puderam ser classificados com base nesse
parametro. Na analise molecular, que comparou os 51 isolados de algoddo com
isolados de Rhizoctonia do GenBank, confirmaram-se, além dos 36 isolados
identificados, mais 10 como AG-4. Os dois isolados AG-7 também foram
confirmados, além de mais um, sendo os trés da mesma regido, no norte de
Minas Gerais (MG) e dois sido caracterizados como Rhizoctonia spp.
binucleada, sendo um isolado AG-P, oriundo do norte de Minas e um isolado
AG-A, da Bahia (BA). Quanto a patogenicidade, estatisticamente, verificou-se
que cinco isolados (3MG e 2MT) nao diferiram da testemunha. Seis isolados
(BMG, IMT e 2BA) demonstraram baixa agressividade, enquadrando-se entre as
médias 1,44 e 1,96. Agressividade intermediaria foi observada em 16 (10MG,
4MT, 1BA e 1IMS) e alta agressividade em 24 isolados (18MG; 3BA; 1MS;
2G0), que se enquadraram entre as médias 2,52 a 3,3 e 34 a 3,9,
respectivamente. Observou-se que 92% dos isolados foram patogénicos e 51%
destes apresentaram alta agressividade ao algodoeiro.

Palavras chave: Rhizoctonia solani. Tombamento. Algoddo. Patogenicidade.
Biologia molecular.
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ABSTRACT

The understanding of anastomosis (AG) and infra-specific groups (ISG)
of Rhizoctonia solani populations helps to elucidate important traits linked to its
etiology and epidemiology, fostering the establishment of more efficient field
disease management. In this work, 51 isolates were sampled from cotton
growers located in Minas Gerais (MG), Bahia (BA), Goias (GO), Mato Grosso
(MT) and Mato Grosso do Sul (MS) States. Isolates were characterized in terms
of morphology, gene sequence and pathogenicity. In the morphological
characterization, the number of nuclei, colony morphology and AG
identification were evaluated. The ITS1 and ITS2 from the 5.8S gene were
sequenced and used for grouping inferences. The pathogenicity analysis was
performed by evaluating the disease severity (ratings ranging from 1 to 4, where
1 were healthy seedlings and 4 for seedlings exhibiting maximum disease
severity. Considering AGs, 36 out of 51 R. solani studied strains were identified
as AG-4 and two of them as AG - 7. The 13 remaining strains could not be
grouped with any of those. In the gene sequencing, which compared all 51
cotton isolates to the Rhizoctonia GenBank, the 36 above-mentioned strains as
well as 10 of the AG unmatched ones were confirmed as AG-4, both isolates
previously confirmed as AG - 7 as well as one AG unmatched were confirmed
as AG - 7, and all those three AG — 7 isolates originated from the same
geographical region (Northern MG State). Two isolates were characterized as
binucleate Rhizoctonia spp., one of which was assigned to AG — P and was also
originated from Northern MG and the other one was assigned to AG - A and
originated from BA. In regard to the pathogenicity, five strains (3MG; 2MT)
were statistically similar to the control. Six of them (3MG; IMT; 2BA)
demonstrated low aggressiveness and averaged 1.44 and 1.96 disease severity.
An intermediate aggressiveness was observed for 16 isolates (10MG; 4MT;
1BA; 1MS) and a high severity for 24 isolates (18MG; 3BA; 1MS; 2GO) which
averaged 2.52 to 3.3 and 3.4 to 3.9, respectively. Noteworthy 92% of all studied
strains were pathogenic to cotton, 51% of which displayed high aggressiveness.

Keywords: Rhizoctonia solani. damping-off. Cotton. Pathogenicity. Biology.
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1 INTRODUCAO

Rhizoctonia solani Kiihn é a fase assexuada de Thanatephorus
cucumeris (Frank) Donk, um basidiomiceto da familia Ceratobasidiaceae (Sneh
et al., 1991). Este fungo infecta as sementes e as plantulas de algodoeiro,
causando o tombamento em pré e pos-emergéncia (Sinclair, 1965; Moustafa-
Mahmoud et al., 1993), além da recente sintomatologia de “mela do algodoeiro”,
em que plantulas com aproximadamente 45 dias sdo encontradas mortas e com
os foliolos presos as hastes (Medeiros & Oliveira, observacao pessoal).

O conhecimento de caracteristicas morfologicas, culturais, grupos de
anastomose (AG) e de patogenicidade de populacdes de R. solani pode elucidar
importantes aspectos ligados a sua etiologia e epidemiologia, fornecendo
subsidios para o estabelecimento de medidas de controle mais eficientes no
campo (Ogoshi, 1987).

A caracteriza¢do de grupos de anastomose (anastomose group - AG) e
de grupos intraespecificos (intraspecific group - ISG) pode ser baseada na
morfologia, na fisiologia, na genética e na patologia, representando resultados
mais consistentes na tentativa de se obter padrdes da variac@o genética existente
em espécies de Rhizoctonia. Varias outras caracteristicas podem ser empregadas
para agrupar isolados de R. solani em AGs e ISGs. Dentre elas, incluem-se
requerimento de vitaminas, taxa de crescimento micelial, temperatura 6tima para
crescimento e tipo de esclerddio produzido, incluindo estudos de similaridade de
sequéncia de bases do DNA na determinag¢do de AGs (Ogoshi, 1987; Sneh et al.,
1991).

A anastomose de hifas ¢ uma manifestagdo de compatibilidade somatica
entre os individuos que ocorre pela fusdo de hifas de dois isolados, logo,
pertencentes ao mesmo AG. Entretanto, essa reagdo pode ser inexistente, com

isolados representando diferentes AGs (Anderson, 1982). Atualmente, sdo
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reconhecidos quatorze grupos de anastomose de hifas em R. solani e numerosos
subgrupos (Sneh et al., 1991; Carling et al., 1999).

Apesar de ndo terem hospedeiros especificos, os diferentes AGs tenden
a infectar um ou um grupo de hospedeiros. Dentre eles, o AG-4 apresenta
distribuicdo mais ampla, em termos de plantas hospedeiras e de sintomas
(Bolkan & Ribeiro, 1985; O Sullivan & Kavanagh, 1991; Meinhardt et al., 2002;
Kuramae et al., 2003).

Em algodoeiro, o grupo de anastomose AG-4 ¢ identificado
frequentemente causando tombamento (Moustafa-Mahmoud et al.,, 1993;
Goulart, 2001; Santos et al., 2005) e, recentemente, o subgrupo AG-4 HGI tem
sido especulado como o causador do sintoma denominado de “mela do
algodoeiro” (Goulart, dados nao publicados). Isolados de AG-7 foram
registrados na Georgia e no Mississippi, EUA, também causando tombamento
em algodoeiro (Baird, 1997; Baird et al., 2000). Os isolados de R. solani AG-4 e
AG-7 tém gama similar de hospedeiro, morfologia cultural e produzem sintomas
similares; consequentemente, isolados AG-7 nos Estados Unidos podem ter sido
equivocadamente identificados como AG-4 (Baird et al., 2000).

Doubledee et al. (2006), estudando a diversidade de R. solani em
algoddo e arroz, também encontraram os grupos de anastomose AG-4 ¢ AG-7,
além do AG-11, obtidos tanto de amostras de sementes como de solo. E o ultimo
grupo de anastomose a ser identificado, foi o0 AG-13; os isolados foram obtidos
de raizes doentes de algodoeiro em campos da Gedrgia (Carling et al., 2002 a).

No Brasil, o principal agente causal do tombamento de plantulas ¢ R.
solani AG-4, devido a frequéncia com que ocorre (mais de 95% dos casos) ¢
pelos danos que causa na fase inicial de estabelecimento da lavoura (Goulart,
2007). Entretanto, ndo foram encontrados relatos de R. solani AG-7, AG-11 e

nem AG-13, associado ao algodoeiro no pais.
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Para inferir relagdes taxonOmicas entre os diferentes AGs de R. solani
por métodos moleculares, foi extensivamente utilizado o operon, que codifica o
RNA ribossomal (rRNA) (White et al., 1990; Gonzales et al., 2001), além da
sequéncia de nucleotideos das regides espacadoras internas do rDNA (ITS1 e
ITS2) que podem, inclusive, servir como subsidio para embasar a proposi¢ao de
uma nova classificacdo (Ogoshi, 1987; Sneh et al., 1991). Liu & Sinclair (1993)
diferenciaram AG-1 em seis intraespecificos (AG-1-IA, 1-IB, 1-IC, 1-ID, 1-IE e
1-SE) baseados na técnica RFLP de rDNA e composi¢des de isoenzimas. Os
dados de sequéncias de DNA, devido a quantidade e a reprodutibilidade das
informagdes que encerram, sdo também utilizados para estudos de genética de
populagdes de fungos (Carbone & Kohn, 2004). Meinhardt et al. (2002), com
base na analise de restri¢ao da regido ribossomal ITS1/5,8S/ITS2, produziram
um padrao de bandas especifico para o grupo de anastomose AG-4 e seus
subgrupos, que permitiu identificar de cinco a onze genotipos entre os dezoito
isolados de R. solani, obtidos de feijdo.

Por meio de métodos filogenéticos, a analise da variacdo na sequéncia
de DNA possibilitou examinar padrdes ancestrais da diversidade genética atual
encontrada (Carbone & Kohn, 2004). Oliveira (2006), avaliando isolados padrao
e de campo, por arvore filogenética obtida com base na sequéncia de
nucleotideos, observou a aproximagdo entre os grupos de anastomose AG-4 ¢
AG-7, com 93% de similaridade, enquanto entre IB e AG-4, agrupou-se com
100% de similaridade.

Objetivou-se, neste estudo, identificar os isolados de Rhizoctonia solani
obtidos em areas produtoras de algoddo, nos estados da Bahia, Goids, Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul e Minas Gerais e classifica-los quanto ao grupo de
anastomose, por analises morfologicas ¢ genéticas e também confirmar sua

patogenicidade.
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2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos nos Laboratdrios de Epidemiologia e
Fitovirologia Molecular do Departamento de Fitopatologia da Universidade

Federal de Lavras (DFP/UFLA).

2.1 Ensaio 1: caracterizacdo morfoldgica dos isolados de Rhizoctonia solani

obtidos de areas produtoras de algodéo no Brasil

2.1.1 Coleta e isolamento

Para a obtencdo dos isolados, foram selecionadas regides produtoras de
algoddo nos estados da Bahia, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Minas
Gerais, cujas lavouras tinham histérico de doengas causadas por R. solani. Em
cada lavoura foram coletadas plantas em reboleiras com sintoma de tombamento
e/ou mela. As plantas foram acondicionadas em sacos de papel e armazenadas
em ambiente fresco. Em seguida, realizou-se o isolamento direto, a partir de
fragmentos das plantas coletadas, utilizando-se placas de Petri preenchidas com
12 mL de meio de cultura agar-agua (AA). Apos 24 ¢ 48 horas, as coldénias com
hifas caracteristicas de Rhizoctonia sp. foram repicadas para placas de Petri com
12 mL de meio batata-dextrose-agar (BDA) e monitoradas por 15 dias,
observando-se hifas septadas, ndo formacdo de esporos e, superficialmente,
caracteristicas tipicas de col6nia de Rhizoctonia sp. Em ambas as etapas, as
placas foram incubadas em camara de germinag¢do (BOD), a temperatura de
20°C. Os isolados foram mantidos em tubos de ensaio com meio BDA, para

posterior estudo de caracterizagdo dos isolados.

2.1.2 Morfologia da colénia
Os isolados foram repicados para placas de Petri (9 cm) preenchidas com 12 mL

de meio BDA e incubadas, a temperatura de 20°C, no escuro (Sanfuentes, 2000).
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Apos 15 dias, foram observadas a aparéncia das colonias, a formacao de anéis
concéntricos no micélio, a pigmentacdo e a presenca de esclerodios. Pequenos
fragmentos contendo hifas caracteristicas foram depositados em laminas,
coradas com azul de tripan 0,05% em lactofenol e examinados ao microscdpio
de luz (x 400). Foram realizadas, no minimo, 25 medigdes, em cada isolado,

para sua caracterizagdo (Carling et al., 1987).

2.1.3 NUmero de nucleos

As hifas de culturas ativas dos isolados mantidos em BDA foram
transferidas para laminas coradas com Safranim-O (Bandoni, 1979, citado por
Carling et al., 1987) ou, ainda, micélios crescidos por 2 dias, em meio liquido de
batata-dextrose (BD), foram corados pelo método HCL-Giemsa (Herr, 1973),
sendo, em seguida, transferidos para laminas com tampao fosfato e observados
ao microscopio de luz (x 400). Foram feitas, pelo menos, 50 observagdes por

isolado (Carling et al., 1987).

2.1.4 Grupo de anastomose

A identificacdo dos grupos de anastomose foi feita de acordo com o
método de Parmeter modificado (Carling et al., 1987). Em ldminas flambadas
contendo meio agar-agua 2% foram pareados os discos de micélio do isolado-
teste (Tabela 1) e do isolado de campo, em extremidades opostas. As laminas
foram acondicionadas em camara imida e incubadas em BOD, a 20°C por 24-48
horas, monitoradas em microscépio de luz até a observacdo da sobreposi¢do. Em
seguida, as laminas foram coradas com azul de tripan 0,05% em lactofenol e
reexaminadas ao microscopio esterioscopio trinocular com camara digital,
quanto a anastomose da hifa. Para a certificacdo da anastomose, a fusdo da

parede celular e plasmalema, acompanhada da morte de células adjacentes

(reacdo K), foi visualizada em, pelo menos, dez sitios de fusdo para cada leitura
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de anastomose positiva. Os isolados-testes foram os mesmos utilizados por

Oliveira (2006).

TABELA 1 Origem dos isolados-testes de grupos de anastomose de Rhizoctonia

solani

Codigo da| Grupo de Hospedeiro ou Procedéncia Cedido por:

cultura | anastomose substrato de

de hifas origem

CSIW AGI-IA Oriza sativa China, Japio |'Z.L. LIU**
PS4 AG2-1 Pisum sativum L. China, Japio |’A. OGOSHI*
C96 AG2-11IB Juncus sp. Japao/1972 | A. OGOSHI**
65L.2 AG2-2 2B Glicines max M. | Estados Unidos | Z.L. LIU*
RI64 AG2-21V Beta vulgaris Japao/1960 | A. OGOSHI*
ST9 AG3 Solanum sp. Japdo Z.L.LIU*
140 AG4 Medicago sativa L. | Estados Unidos | Z.L. LIU*
CU8904 | AGS5 Cucurbita pepo L. China Z.L.LIU*
OHT-1-1 | AG6 Solo Japao/1977 | A. OGOSHI*
HO-1556 | AG7 Solo Japao/1979 | A. OGOSHI*
TS-2-4 AG-BI Solo Japao/1977 | A. OGOSHI**

'Dr. Akira Ogoshi, Plant Pathology, Faculty of Agriculture — Hokkaido
University, Kita 9, Nita-Ku, Sapporo 060, Japan.

’Dr. Zoglin L. Liu and Dr. J. B. Sinclair, Plant Patology, University of Illinos at
Urbana-Chapaign, College of Agriculture, 1102 South Goodwin Avenue,
Urbana, IL 61801, USA.

*Dr. Acelino Couto Alfenas

Universidade Federal de Vigosa, MG

**Dr. Silvaldo Felipe da Silveira

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, RJ

Fonte: Oliveira (2006)

2.2 Ensaio 2: caracterizacdo molecular dos isolados de Rhizoctonia solani

obtidos de areas produtoras de algodéo no Brasil

2.2.1 Extracdo de DNA (Moller et al., 1992)
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Os isolados de R. solani foram cultivados em 50 mL de meio liquido de
extrato de malte e incubados em agitador (80rpm) a temperatura ambiente por
trés dias. Para extrair o DNA gendmico total, o micélio foi inicialmente filtrado
em filtro de porcelana, com o auxilio da bomba de vacuo e, em seguida,
macerado em nitrogénio liquido na presenga de polivinil pirrolidona (PVP). Para
cada 150 mg de micélio, foram adicionados 750uL de tampao de extragdo
(CTAB 3%, 100mM Tris-HCI pH 8,0, 20mM EDTA, 1,4M NaCl; PVP 2%, 2-
mercaptaetanol 0,5%) e o material foi incubado, a 65°C, durante 60 minutos,
homogeneizando-se a cada 10 minutos. Depois, foram adicionados 600uL de
cloroférmio:alcool isoamilico, na propor¢do 24:1, agitou-se gentilmente ¢ as
amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm, durante 5 minutos, a 4°C. O
sobrenadante (cerca de 550pL) foi transferido para tubos eppendorf,
acrescentando-se, em seguida, 143uL de NaCl 5N e 65uL de CTAB 10%. As
amostras foram homogeneizadas e incubadas, a 65°C, por 10 minutos. Apos esse
periodo, adicionaram-se 600uL de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) e as
amostras foram novamente centrifugadas, a 14.000 rpm, durante 5 minutos, a
4°C. O sobrenadante (550uL) foi transferido para outros tubos, que ficaram
incubados em gelo durante 30 minutos, ap6s a adi¢ao de 225ul. de NH4Ac SM e
homogeneizagdo. Em seguida, a amostra foi centrifugada, a 14.000 rpm, durante
5 minutos, a 4°C; o sobrenadante foi transferido para novo tubo ¢ o DNA foi
precipitado por adigdo de 600uL de isopropanol absoluto gelado, com incubagao
a -20°C, durante 30 minutos e centrifuga¢do a 14.000 rpm, por 10 minutos. Os
pellets foram lavados com 600uL de etanol a 70%, gelado, secados a vacuo e
ressuspendidos em 60uL de tampao TE (10mM de Tris-HCI pH 8,0 ¢ 1mM de
EDTA). O DNA obtido foi analisado por eletroforese em gel de agarose (0,7%).
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2.2.2 Amplificacdo dos fragmentos ITS1,5.8Se ITS 2

Os fragmentos de DNA foram amplificados pela técnica PCR
(polymerase chain reaction), utilizando-se um par de primers para as regides do
rDNA, denominados ITS 4 (5> TCCTCCGCTTATTGATATGC 3°) e ITS 5 (5’
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG’). A reagdo foi composta por 2uL do
DNA, 5SuL do tampdo 10X (0,5M Tris-HCI, 0,7M KCl, 0,1M MgCl, pH 8,0),
1,5uL de MgCl, (50mM), 1uL de dNTP (2mM), 2uL de cada primer na
concentragdo de 10pmol/pL, 1pL de Tag DNA polimerase (Sun/uL), 35,5uL de
agua ultrapura. A amplificagdo foi realizada no termociclador PCT-100 (MJ
Research, Inc. USA), empregando-se 35 ciclos de 40 segundos, a 94°C, 1 hora a
55°C, 2 minutos a 72°C, seguido de um ciclo final de 5 minutos a 72°C. O

produto da PCR foi analisado por eletroforese em gel de agarose (0,7%).

2.2.3 Purificacdo e sequenciamento do DNA amplificado

A purificagdo do DNA foi feita direto do produto de PCR, utilizando-se
o kit Wizard®(Promega), seguindo-se as recomenda¢des do fabricante. A
qualidade e a concentracdo do DNA foram estimadas por eletroforese em gel de
agarose (0,7%). Os isolados que ndo apresentaram bom resultado ou que
apresentaram mais de uma banda foram repetidos, utilizando-se a purificagao a
partir do gel de agarose, também utilizando o kit Wizard®(Promega), seguindo-
se as recomendagoes do fabricante.

O sequenciamento foi realizado no Laboratério NBA, do Nucleo de
Biologia Aplicada, Embrapa, Sete Lagoas, MG. Utilizando-se o par de primers
ITS 4, ITS 5 e o kit Big Dye® (Applied Bioystems). A reagdo de sequenciamento
foi composta por 2ul. do Mix Big Dye Terminator, 1uL do primer ITS4 ou
ITS5, 2uL do tampdo 5X (buffer dilution), 3,5uL de agua ultrapura. O mix foi
preparado sem a adi¢do do DNA, distribuindo-se 8,5uL do mix em cada pogo da
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placa de sequenciamento de 96 pogos e, em seguida, foi adicionado 1,5uL de
DNA. A amplificagdo foi realizada no termociclador, utilizando-se o programa
ABI, empregando-se 30 ciclos de 20 segundos a 96°C, 10 segundos de 50°C, 4
minutos a 60°C. Em seguida, realizou-se a purificagdo da reagdo de
sequenciamento, adicionando-se 40uL de isopropanol a 75% (v/v), que foi
homogeneizada e mantida no escuro por 15 minutos, centrifugada a 4.000 rpm
por 45 minutos. Retirou-se o isopropanol, adicionaram-se 100uL de etanol a
70% e centrifugou-se, na velocidade maxima, por 10 minutos. Retirou-se o
etanol e a placa foi seca por 15 minutos no escuro ao ar livre ¢ mais 3 minutos
em estufa, a 65°C. As amostras foram ressuspendidas em 10uL de formamida
Hi-Di, o DNA desnaturado por 5 minutos, esfriado em gelo e injetado no

sequenciador ABI3100.

2.2.4 Andlise das sequéncias

Apos a corre¢do, com o auxilio dos cromatogramas, as sequéncias foram
analisadas, fazendo-se a comparacdo das mesmas entre si € com outros 15
isolados de R. solani disponiveis no Gene Bank (National Center For
Biotechnology Information, 2009) [ul] (Tabela 2). Para o alinhamento multiplo,
foi utilizado o programa Clustalw (European Molecular Biology Laboratory,
2009) e, para a andlise filogenética, foi utilizado o programa Mega 4.1
(Molecular Evolutionary Genetics Analysis, 2009). Foram construidas arvores
filogenéticas, com bootstrap de 2.000 repeticdes, considerando-se somente oS

valores superiores a 50%.
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TABELA 2 Origem dos isolados publicados no banco internacional de dado de
Rhizoctonia solani e Rhizoctonia binucleada.

Isolados Referéncia AG* Procedéncia
AB286941 Mycoscience 49, 93-114 (2008) AG-P Japdo
AY684924 Nao publicado AG-4 Taiwan
DQ102449 Nao Publicado AG-4 Israel
EF429313 Nao publicado AG-A China
AF354100 Mycologia 93 (6), 1138-1150 (2001)  AG-7 México
EF203246 Nao publicado AG-4 Vietnan
EF203248 Nao publicado AG-4 Vietnan
EF203251 Nao publicado AG-4 Vietnan
EU244842 Nao publicado AG-4 Suica
FJ440198  Nao publicado AG-4 China
FJ746914  Nao publicado AG-4  Estados Unidos
FJ746938  Nao publicado AG-4  Estados Unidos
FJ746974  Nao publicado AG-4  Estados Unidos
AY270002 Nao publicado AG-4 GO, Brasil
FJ746939  Nao publicado AG-4  Estados Unidos

* AG = grupo de anastomose

2.3 Ensaio 3: determinacéo da patogenicidade dos isolados de Rhizoctonia
solani obtidos das regides produtoras de algoddo no Brasil

A patogenicidade dos 51 isolados de algodao foi determinada utilizando-
se 0 método in vitro (Eken & Demirci, 2004, modificado por Oliveira et al.,
2008). Sementes de algoddo da cultivar Delta Opal foram desinfestadas com
NaOCl (1,0%), superficialmente, por cinco minutos e secas em cdmara de fluxo
laminar, Em placas de Petri de 15 cm de didmetro, preenchidas com 20 mL de
meio AA, foram distribuidas 10 sementes de algoddo de forma circular e,
subsequentemente, no centro de cada placa, foi semeado um disco de 9 mm,
provindo de colonias do patégeno com trés dias de idades, desenvolvidas no

escuro, a 20°C. A testemunha foi obtida sem a adi¢do do disco de indculo. As
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placas foram, entdo, incubadas em BOD, a temperatura de 20°C, mantidas por
quatro dias no escuro e por mais seis dias, em fotoperiodo de 12 horas.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado, com 5 repeti¢des, sendo a unidade experimental uma placa de Petri
com 10 sementes (Figura 1). A severidade da doenca foi medida adaptando-se
escala com notas de 1 a 4, em que: 1 — sem sintomas, plantula sadia; 2 — radicula
infectada e hipocoétilo sadio; 3 — radicula e hipocétilo infectados e 4 — necrose
completa da plantula ou completamente podre ou, ainda, semente nao
germinada. As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa
Sisvar” (Ferreira, 2000).

Todos os isolados obtidos neste estudo foram depositados na micoteca

do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras.

FIGURA 1 Modelo esquematico da unidade experimental. Placa de Petri de 15
cm (), preenchida com 20 mL de meio agar-dgua, com dez
sementes de algodao, distribuidas de forma circular e disco de meio
de cultura acrescido de estruturas de Rhizoctonia solani, no centro
da placa.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Ensaio 1: caracterizagdo morfolégica dos isolados de Rhizoctonia solani,
obtidos de areas produtoras de algodao no Brasil

Foram considerados, neste estudo, 51 isolados, dos quais 20 foram
obtidos na regido norte de Minas e, ainda, 14 do Tridngulo Mineiro, 6 da Bahia,
2 de Goias, 7 do Mato Grosso e 2 do Mato Grosso de Sul, nas cidades descritas
na Tabela 3. Os 51 isolados foram identificados como R. solani, pois
apresentaram hifas septadas, bem definidas e foram observados mais de dois
nucleos dentro de cada célula vegetativa da hifa, sendo entdo, classificada como
multinucleada. As colonias apresentaram coloragcdo de bege a marrom e todas
produziram esclerddios, obedecendo aos critérios de classificagdo baseados na
citomorfologia da hifa e morfologia da coldnia, sugeridos por Sneh et al. (1991)

Quanto ao grupo de anastomose, dos 51 isolados testados, 36 (70,59%)
se comportaram como AG-4, sendo 14 da regido norte de Minas, 11 do
Tridingulo Mineiro, 4 da Bahia, 1 de Goids, 5 do Mato Grosso ¢ 1 do Mato
Grosso do Sul. O grupo de anastomose AG-4 apresenta distribuicdo ampla, em
termo de plantas hospedeiras e de sintomas (Bolkan & Ribeiro, 1985; O Sullivan
& Kavanagh, 1991; Meinhardt et al., 2002; Kuramae et al., 2003). No
algodoeiro, é frequentemente encontrado causando tombamento de pré e pos-
emergéncia (Sinclair, 1965; Moustafa-Mahmoud et al., 1993; Goulart, 2007).
Mais recentemente, especula-se ser o subgrupo AG-4 HGI o agente etiologico da
“mela do algodoeiro” (Goulart, dados ndo publicados). Pertencentes a AG-7,
apenas 2 isolados (3,92%), ambos do norte de Minas. Entretanto, o grupo de

anastomose AG7 também ¢ relatado causando tombamento em plantulas de
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TABELA 3 Identifica¢do, grupos de anastomese e procedéncia dos isolados de
Rhizoctonia solani, obtidos de plantulas de algodao

Cddigo da cultura Grupo de anastomose Procedéncia
MG 1 -101 AG-4 Buriatizeiro - MG
MG 1 -102 AG-7* Buriatizeiro - MG
MG 1 -103 AG-4 Buriatizeiro - MG
MG 1 -104 AG-4 Buriatizeiro - MG
MG 1 -105 AG-4 Buriatizeiro - MG
MG 1 -107 AG-P* Buriatizeiro - MG
MG 1 -108 AG-4 Buriatizeiro - MG
MG 1 -109 AG-4 Buriatizeiro - MG
MG1-111 AG-7 Buriatizeiro - MG
MG1-114 AG-4* Buriatizeiro - MG
MG 1 -115 AG-4 Buriatizeiro - MG
MG 1-117 AG-4 Buriatizeiro - MG
MG1-119 AG-4 Buriatizeiro - MG
MG 1-120 AG-4 Buriatizeiro - MG
MG 1 -121 AG-4 Buriatizeiro - MG
MG 1-122 AG-7 Buriatizeiro - MG
MG1-124 AG-4* Buriatizeiro - MG
MG 1-125 AG-4 Buriatizeiro - MG
MG 1 -126 AG-4 Buriatizeiro - MG
MG 1 -128 AG-4 Buriatizeiro - MG
MG 2 -101 AG-4 Presidente Olegario - MG
MG 2 -103 AG-4 Presidente Olegario - MG
MG 2 - 105 AG-4 Presidente Olegario - MG
MG 2 -106 AG-4 Presidente Olegario - MG
MG 3 -101 AG-4* Varjdo de Minas - MG
MG 3 - 102 AG-4 Varjdo de Minas - MG
MG 3 -105 AG-4 Varjdo de Minas - MG
MG 4 -101 AG-4 Patos de Minas - MG
MG 4 -102 AG-4* Patos de Minas - MG
MG 4 -103 AG-4 Patos de Minas - MG
MG 4 - 104 AG-4 Patos de Minas - MG
MG 5-101 AG-4 Uberlandia - MG
MG 6 -101 AG-4* Patos de Minas - MG
MG 7 -101 AG-4 Uberlandia - MG
MT 1-101 AG-4 Nova Mutum - MT
MT 1-102 AG-4* Nova Mutum - MT
MT 1 -103 AG-4 Nova Mutum - MT
MT 1-104 AG-4 Nova Mutum - MT

...continua...
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“Tabela 3. Cont.”

MT 1 -105 AG-4* Nova Mutum - MT
MT 2 -101 AG-4 Nova Mutum - MT
MT 3 -102 AG-4 Rondonopolis - MT
BA 1-103 AG-4 Roda Velha - BA
BA 1-105 AG-4 Roda Velha - BA
BA 1-106 AG-4* Roda Velha - BA
BA 2 -101 AG-4 Luiz Eduardo - BA
BA 2 -102 AG-A* Luiz Eduardo - BA
BA 3 -101 AG-4 Luiz Eduardo - BA
GO 1-101 AG-4 Posse - GO

GO 1-102 AG-4* Posse - GO
MS1-101 AG-4 Dourados - MS
MS 2 -103 AG-4* Dourados - MS

* Isolados ndo caracterizados nos estudos morfoldgicos e sim pelos estudos moleculares.

algodao, por Baird (1997), Baird et al. (2000) e Doubledee et al. (2006). Neste
trabalho, faz-se o primeiro relato do AG-7 causando tombamento no Brasil.
Entretanto, os grupos de anastomose AG-4 ¢ AG-7 apresentam grande
semelhanca na gama de hospedeiros, na morfologia da colonia ¢ nos sintomas,
consequentemente, dificulta a classificacdo correta dos isolados (Baird et al.,
2000).

Permaneceram sem agrupamento 13 isolados (25,49%), o que pode ter
acontecido porque a técnica utilizada para agrupar isolados de R. solani baseia-
se numa manifestacdo de compatibilidade somatica entre os individuos, sendo
positiva quando hé fusdo de hifas, mas nem sempre ¢ possivel visualizar o ponto

de fusdo (Anderson, 1982; Sneh et al., 1991; Carling et al., 1999).

3.2 Ensaio 2: caracterizacdo molecular dos isolados de Rhizoctonia solani
obtidos de areas produtoras de algodao no Brasil

Os primers ITS 4 e ITS 5 permitiram a amplificacdo de fragmentos com
aproximadamente 700pb, obtendo-se as regides ITS 1, 5,8S rDNA e ITS 2

completas, para 98% dos isolados de R. solani do algodoeiro estudados. As
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sequéncias apresentaram entre 203 a 240pb na regido ITS1, 155 a 163pb no gene
5,8S e 261 a 282pb na regido ITS2.

Analisando-se a identidade de nucleotideos entre os isolados estudados,
nessas trés regides, observou-se que a maior variabilidade ocorreu nas regides
ITSs, enquanto a menor variabilidade foi observada na regido 5,8S. Na regido
ITS1, as identidades variaram de 29% a 100%, entretanto, a maioria delas foi
acima de 80% (Tabela 1, anexo). As menores identidades foram apresentadas
pelos isolados BA2-101 e BA2-102, da Bahia e 0 MG1-107, de Minas Gerais, que
estdo entre os isolados ndo caracterizados quanto ao seu grupo de anastomose. O
MG1-107 apresentou identidade de 29% com o BA2-102 e identidades entre 69%
e 71% com os demais isolados, e os dois isolados da Bahia apresentaram
identidades entre si de 77% e de 69% a 99% com os demais isolados. Diversos
isolados apresentaram 100% de identidade entre si, como os trés isolados da
Bahia, do municipio de Roda Velha (BA1-101, BA1-I 05, BA1-I 06) e alguns
isolados dos demais estados (GO1-102, MG4-103, MG4-04, MG1-01, MG1-114,
MG1-117, MG1-119, MG1-124, MG6-101, MS2-103, MT1-102, MT1-103, MT1-
104 ¢ MT1-105). Destes 17 isolados, 11 foram caracterizados como AG-4 ¢ 6
ndo apresentaram anastomose nos estudos morfologicos.

Comparando-se esses isolados com os 15 extraidos do banco
internacional de dados, a menor identidade foi de 29% entre os isolados BA2-
102, da Bahia e 0 AB286941, do Japdo, que ¢ um isolado AG-P, e MG1-107 de
Minas Gerais ¢ o EF429313, que ¢ um isolado do tipo AG-A da China (Tabela
2B). Por outro lado, a identidade maxima, de 100%, foi obtida entre esse isolado
da Bahia e o da China, e entre o de Minas Gerais ¢ o do Japao. Identidades de
100% foram apresentadas também para os 17 isolados ja citados, com os
isolados EF203246, EF203248 ¢ AY27002, estes classificados como AG-4
(Tabela 2). Outros isolados também apresentaram 100% de similaridade, como o

FJ746974 e FJ746939 vs MG5-101, MG1-109 e MG1-128, o isolado AY 684924
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vs MG1-108 e MG1-115, o isolado DQ102449 vs BA3-101 e EF203251 vs BA2-
101, todos classificados como AG-4. Observou-se, ainda, que o isolado
AF354100, que ¢ classificado como AG-7, apresentou sua identidade maxima,
de 98%, com os isolados MG1-102, MG1-I11 e MG1-122, dos quais 2 ja haviam
sido classificados com AG-7 nos estudos morfoldgicos. Segundo Kuninaga &
Yokosawa, (1984) e Carling et al. (2002b), com valores de similaridade
superiores a 85% na regido ITS 1, os isolados podem ser considerados
pertencentes a um AG e seus subgrupos. Logo, pode-se afirmar que os isolados
de algoddo desse estudo, pertencem aos grupos de anastomose citados.

Na regido ITS2, novamente, os dois isolados da Bahia e o de Minas
Gerais, com grupos de anastomose ndo identificados, apresentaram as maiores
variagoes. As identidades do MG7-101 variaram de 71% a 90% e as identidades
dos isolados baianos, BA2-101 ¢ BA2-102, com excegdo das apresentadas como
o MG7-101, que foram de 71% e 84%, respectivamente, ficaram numa faixa
85% e 86% a 88% e 90%. Os demais isolados apresentaram identidades acima
de 90% até 100% (Tabela 5B, 6B).

Na regido 5,8 S, a identidade entre a maioria dos isolados foi acima de
90%, sendo de 100% para um grande numero deles. Os isolados BA2-I01 e
BA2-102 apresentaram identidade minima de 89%, tendo as identidades do
segundo sido de 100% com diversos isolados. A variabilidade dessa regido foi
maior no MG1-107, que apresentou identidades entre 75% e 90% (Tabela 3B,
4A).

Analisando-se as arvores filogenéticas baseadas na sequéncia de
nucleotideos das regides ITS1 e ITS2, dos 51 isolados estudados e dos obtidos
no GenBank (Figura 2, 3, 4 ¢ 5), observa-se que os isolados AG-7 ficaram num
mesmo grupo, juntamente com o isolado AF3354100, do México, também
classificado dentro desse grupo. Quanto aos demais isolados, houve tendéncia de

aparecer um
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FIGURA 2 Arvore filogenética obtida com base nas sequéncias de nucleotideos
da regido ITS 1 do rDNA de 51 isolados de Rhizoctonia solani. Os
valores de bootstrap (UPGMA) foram obtidos por meio do programa
MEGA versao 4.1, com 1.000 repeti¢des, sendo mostrados os valores
acima de 50%
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FIGURA 3 Arvore filogenética obtida com base nas sequéncias de nucleotideos
daregido ITS 1 do rDNA de isolados de Rhizoctonia solani, sendo 51
sequenciados e estudados neste trabalho e os demais obtidos no Gene
Bank. Os valores de bootstrap (UPGMA) foram obtidos por meio do
programa MEGA versdo 4.1, com 1.000 repeti¢des, sendo mostrados
os valores acima de 50%
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FIGURA 4 Arvore filogenética obtida com base nas sequéncias de nucleotideos
da regido ITS 2 do rDNA de 51 isolados de Rhizoctonia solani. Os
valores de bootstrap (UPGMA) foram obtidos por meio do
programa MEGA versdo 4.1, com 1.000 repeti¢des, sendo
mostrados os valores acima de 50%
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FIGURA 5 Arvore filogenética obtida com base nas sequéncias de nucleotideos
da regido ITS 2 do rDNA de isolados de Rhizoctonia solani, sendo
51 sequenciados e estudados neste trabalho e os demais obtidos no
Gene Bank. Os valores de bootstrap (UPGMA) foram obtidos por
meio do programa MEGA versdo 4.1, com 1.000 repeti¢des, sendo
mostrados os valores acima de 50%
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grupo com um maior niimero de isolados dentre os classificados como AG-4,
sendo 27 do Brasil e 5 do GenBank, na arvore referente ao ITS1 (Figura 3) e 23
do Brasil e 4 do GenBank na referente ao ITS2 (Figura 5). A arvore construida
com base nos nucleotideos da regido 5,8S para os 51 isolados seqiienciados
apresentou poucos subgrupos e todos com alta similaridade, ficando sem
agrupamento apenas os isolados BA3-101 e MG1-107 (Figura 6). Para a arvore
em que se encontravam os isolados do Gene Bank, os isolados do tipo AG-7 se
agruparam com os AG-4 sem um padrio distinto entre eles (Figura 7).
Entretanto, os grupamentos observados ndo se deram por regido geografica nem
apresentaram um padrdo especifico de comportamento, confirmando a
proximidade entre isolados AG-4 ¢ AG-7, observada por Oliveira (2006),
quando estudou a arvore filogenética obtida com base na sequéncia de
nucleotideos, para isolados de cenoura obtidos em campo de grupos de
anastomose padrdo.

O isolado BA2-102 ndo se agrupou com nenhum outro isolado, nas trés
arvores filogenéticas, enquanto o BA2-101 se agrupou com os isolados AG-4,
que formaram o maior grupamento nas trés arvores, confirmando a teoria citada
por Carbone & Kohn (2004), de que a variagdo no rDNA ¢ sempre menor dentro
de uma tnica espécie fungica do que entre espécies distintas. O isolado MG1-
107 também ndo se agrupou a nenhum outro nas arvores referentes a ITS1 e
ITS2, mas ficou junto com o grande grupo dos AG-4 na arvore referente a regido
5,8S. Isso pode ter se dado por ser um gene de uma regido mais conservada
(Boysen et al., 1996).

Os resultados apresentados sugerem que a analise genética das regides
ITS 1 e ITS 2 pode constituir um dos critérios para a separagdo de diferentes
AGs, concordando com Rosa et al, (2005) que, utilizando a mesma regido para o
estudo de isolados de R. solani provenientes de batata, conseguiram separa-los

tanto em grupos como subgrupos de anastomose. Meinhardt et al. (2002) para
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FIGURA 6 Arvore filogenética obtida com base nas sequéncias de nucleotideos
do gene 5,8S do rDNA de 51 isolados de Rhizoctonia solani. Os
valores de bootstrap (UPGMA) foram obtidos por meio do programa
MEGA versao 4.1, com 1.000 repeti¢des, sendo mostrados os valores
acima de 50%
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FIGURA 7 Arvore filogenética obtida com base nas sequéncias de nucleotideos
do gene 5,8S do rDNA de isolados de Rhizoctonia solani, sendo 51
sequenciados e estudados neste trabalho e os demais, obtidos no
Gene Bank. Os valores de bootstrap (UPGMA) foram obtidos por
meio do programa MEGA versdo 4.1, com 1.000 repeti¢des, sendo
mostrados os valores acima de 50%
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isolados de feijdo, obtiveram padrdo de bandas capaz de separar o grupo AG-4 ¢
seus subgrupos, entretanto, a técnica incluia ndo s6 PCR com também RFLP.

Logo, pela analise molecular, que comparou os 51 isolados de algodao a
15 isolados de Rhizoctonia do GenBasnk, confirmaram-se os 36 isolados e mais
10 como AG-4; os 2 isolados AG-7 também foram confirmados, além de mais 1,
sendo os 3 isolados AG-7 da mesma regido, no norte de Minas Gerais (MG) e 2
foram caracterizados como Rhizoctonia binucleada (espécie de Rhizoctonia com
apenas dois nucleos) sendo um AG-P, oriundo do norte de Minas ¢ um AG-A,
da Bahia (BA). Nas arvores filogenéticas, os dois isolados binucleados
permaneceram proximos a isolados multinucleados de R. solani.

Outro fato que chama a atengdo ¢ que, nos estudos morfolégicos, nao foi
encontrado nenhum isolado binucleado, demonstrando que ha divergéncias entre
as técnicas morfoldgicas e moleculares, sendo necessarios estudos mais

aprofundados para a confirmagao da classificagdo desses isolados.

3.3 Ensaio 3: determinacéo da patogenicidade dos isolados de Rhizoctonia
solani obtidos das regies produtoras de algod&o no Brasil

Os isolados diferiram significativamente para a variavel severidade da
doenga (P = 0,00) (Tabela 7B). Verificou-se, estatisticamente, que cinco isolados
ndo diferiram da testemunha, sendo trés do norte de Minas Gerais, dos quais
pertenciam ao grupo de anastomose AG-7 ¢ um AG-4, assim como mais dois
isolados do Mato Grosso do grupo AG-4 (Tabela 4). Seis isolados demonstraram
baixa agressividade, enquadrando-se entre as médias 1,60 e 1,96. Destes, trés
sdo do norte de Minas, sendo um AG-7 e dois AG-4, mais dois isolados da
Bahia, sendo um AG-A e outro AG-4 e, ainda, um isolado do Mato Grosso,
também pertencente ao grupo AG-4. Com agressividade intermedidria de 2,52 a

3,30, enquadraram-se 16 isolados, sendo sete do norte de
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TABELA 4 Dados médios da severidade da doenga na patogenicidade de
isolados de Rhizoctonia solani, em plantulas de algodio

Isolados Médias
Testemunha 1,00 a
MG 1-111 (AG-7) 1,22 a
MG 1-120 (AG-4) 1,26 a
MT 2 - 101 (AG-4) 1,40 a
MG 1 -122 (AG-7) 1,42 a
MT 2 - 103 (AG-4) 1,45 a
MG 1-102 (AG-7) 1,60 b
MG 1 -104 (AG-4) 1,65b
BA 2 -102 (AG-A) 1,89 b
MG 1 -121 (AG-4) 1,94 b
BA 3-101 (AG-4) 1,94 b
MT 2 - 102 (AG-4) 1,96 b
MS 2 —103 (AG-4) 2,52 ¢
MG 1-117 (AG-4) 2,89 ¢
MG 1-107 (AG-P) 293¢
MG 1-109 (AG-4) 2,96 ¢
MG 1 -125 (AG-4) 297 c
MG 2 - 101 (AG-4) 3,03 ¢
MG 2 - 106 (AG-4) 3,03 ¢
MG 1-101 (AG-4) 3,03 ¢
MG 1 -126 (AG-4) 3,04 ¢
MT 2 - 105 (AG-4) 3,11 ¢
MG 3 - 105 (AG-4) 3,14 ¢
MG 1-119 (AG-4 3,17 ¢
MT 3 -102 (AG-4) 3,17 ¢
MT 1-101 (AG-4) 3,23 ¢
MT 2 - 104 (AG-4) 3,28 ¢
BA 1-105 (AG-4) 3,30 ¢
MG 3 - 101 (AG-4) 3,40d
MG 1 -105 (AG-4) 3,42 d
MG 1-115 (AG-4) 3,43d
MG 1-103 (AG-4) 3,45d
MG 1 -114 (AG-4) 3,49d
MG 4 - 104 (AG-4) 3,51d
BA 1-103 (AG-4) 3,56d
GO 1-102 (AG-4) 3,56d
MG 4 - 102 (AG-4) 3,59d
MG 1-128 (AG-4) 3,60d
...continua...
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“Tabela 4, Cont”

MS 1 -101 (AG-4) 3,60 d
MG 7 - 101 (AG-4) 3,65d
MG 5 - 101 (AG-4) 3,65d
MG 4 — 103 (AG-4) 3,67d
GO 1-101 (AG-4) 3,73d
BA 1106 (AG-4) 3,73d
MG 6 - 101 (AG-4) 3,74 d
MG 2 - 105 (AG-4) 3,76 d
BA 2 - 101 (AG-4) 3,76 d
MG 4 - 101 (AG-4) 3,79d
MG 1 - 108 (AG-4) 3,80 d
MG 3 - 102 (AG-4) 3,85d
MG 1 - 124 (AG-4) 3,86 d
MG 2 — 103 (AG-4) 3,91d

Minas e trés do Triangulo Mineiro, quatro do Mato Grosso e, ainda, um da
Bahia e outro do Mato Grosso do Sul. E, com alta agressividade, 24 isolados se
enquadraram com médias entre 3,4 a 3,9, sendo 7 isolados do norte de Minas, 11
do Tridngulo Mineiro, 3 da Bahia, 2 de Goias ¢ 1 do Mato Grosso do Sul,
observando-se que todos pertenciam ao grupo AG-4. Logo, 92% dos isolados
foram patogénicos e 51% deles apresentaram alta agressividade.

Observa-se que os isolados AG-7 apresentaram de nenhuma a baixa
agressividade, contradizendo os relatos de Baird & Botson (2000), que relataram
R. solani AG-7 causando lesdes marrom-escuras em raizes de algoddo e com
patogenicidade confirmada a 18° e 24°C. Entretanto, os isolados classificados
nesse esse estudo como AG-7 sdo oriundos do norte de Minas, uma regido de
temperaturas mais elevadas. Logo, como o teste de patogenicidade foi realizado
a 20°C, pode ndo ter favorecido a viruléncia do patoégeno.

O isolado de algodao BA2-102 pertence ao AG-A apresentou baixa
agressividade de 1,89, semelhante aos resultados encontrados por Eken &

Demice (2004) para isolados de feijao do grupo AG-A.
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Neste estudo, com exce¢do do isolado MG1-107 do grupo AG-P, todos
os isolados de média e alta agressividade foram classificados como AG-4,
podendo-se afirmar que, no Brasil, este ¢ o principal agente causal do
tombamento de plantulas de algoddo, e ¢ o mesmo grupo de anastomose
utilizado em estudos no Brasil por Goulart (2007) e Santos et al. (2005).

Dos 51 isolados estudados, apenas trés foram obtidos de plantulas com
sintoma de mela MT3-102, MS1-I01 e MG7-101. Todos foram patogénicos com
média e alta agressividade e classificados como AG-4, ndo tendo sido possivel,
neste trabalho, identificar o subgrupo com os testes aplicados. Seria necessaria
uma nova busca, no banco de dados, apenas de isolados AG-4, com subgrupos
definidos e, entdo, a construgdo de novas arvores, buscando a similaridades entre

os isolados MT3-102, MS1-101 e MG7-101 e os do banco de dados.
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4 CONCLUSOES

A metodologia aplicada nos estudos morfolégicos permitiu identificar
51 isolados como R. solani.

Os grupos de anastomose identificados na caracterizagdo morfologica
foram confirmados na caracterizagdo molecular.

Houve divergéncia entre a caracterizagdo morfolégica e molecular para
os isolados binucleados.

Os isolados AG-4 foram encontrados em maior numero e, na grande
maioria, mais agressivos.

O grupo de anastomose AG-7 foi identificado causando tombamento no

Brasil.
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CAPITULO 3

INFLUENCIA DA TEMPERATURA SOBRE ISOLADOS DE Rhizoctonia
solani OBTIDOS EM AREAS PRODUTORAS DE ALGODAO, NOS
ESTADOS DA BAHIA, GOIAS, MATO GROSSO, MATO GROSSO DO

SUL E MINAS GERAIS

59



RESUMO

A temperatura é importante para estudos com Rhizoctonia solani, devido
ao fato de o patogeno ser cosmopolita e polifago. Objetivou-se avaliar a
influéncia da temperatura no crescimento micelial, na produgao de esclerodios e
na patogenicidade de isolados de R. solani. Obtiveram-se 18 isolados de
plantulas de algoddo, oriundos dos estados de Minas Gerais (8), Bahia (3),
Goias(2), Mato Grosso (4) e Mato Grosso do Sul (1), que foram testados nas
temperaturas de 15°, 18°, 21°, 24°, 27° ¢ 30°C. Para o crescimento micelial, os
isolados foram semeados em placas de Petri (9 cm de didmetro), contendo meio
batata-dextrose-agar. As placas foram acondicionadas em camaras de
germinagdo (BODs) com fotoperiodo de 12 horas. Realizaram-se medi¢des
ortogonais do didmetro da colonia, diariamente, por 8 dias e quantificou-se o
indice de crescimento micelial (ICM). As placas foram mantidas por trés meses
nas respectivas BODs para andlise da produgdo de esclerddios, os quais foram
quantificados. Para a determinagdo de patogenicidade e a avaliagdo da
severidade da doenga, seguiu-se o método descrito por Oliveira et al. (2008). Os
dados obtidos foram submetidos a analise de variancia. Houve interacao
significativa entre isolados e temperaturas, nas trés variaveis estudadas. Dos oito
isolados de MG, um apresentou maior ICM a 24°C ¢ trés a 27°C, observando-se
relacdo ao modelo quadratico. Trés isolados apresentaram melhor ajuste ao
modelo linear e um ndo diferiu estatisticamente para as temperaturas avaliadas.
Os isolados de GO apresentaram maior ICM nas temperaturas de 24° ¢ 27°C.
Para os isolados do MT, dois tiveram ajuste ao modelo linear, enquanto os
outros dois tiveram ao modelo quadratico, nas temperaturas de 21° ¢ 24°C. Ja o
isolado do MS foi ajustado ao modelo quadratico, a 27°C, enquanto todos os trés
isolados da BA foram ajustados ao modelo linear. O maior numero de
esclerodios foi observado nas temperaturas de 15° e 18°C, para todos os
isolados, com exce¢do do isolado do MS, que foi a 27°C. Verificou-se que 14
isolados (6 de MG, 2 da BA, 2 de GO, 3 de MT e 1 de MS) apresentaram maior
severidade entre 24° e 27°C, ajustando-se ao modelo quadratico, enquanto trés
isolados (2 de MG e 1 de MT) ndo diferiram significativamente para as
temperaturas avaliadas e apenas um isolado (BA 2 — 101) ajustou-se melhor ao
modelo linear. Logo, maior severidade foi a 30°C.

Palavras chave: Rhizoctonia solani. Tombamento. Algoddo. Temperatura.
Epdemiologia.
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ABSTRACT

Temperature is important for Rhizoctonia solani studies, due to the
cosmopolite and polyphagic pathogen behavior. The objectives of this work
were to evaluate the influence of temperature on the mycellial growth,
sclerotium production and pathogenicity of R. solani isolates. For that, eighteen
isolates, obtained from cotton seedlings originated from Minas Gerais (MG),
Bahia (BA), Goias (GO), Mato Grosso (MT) and Mato Grosso do Sul (MS)
States, were tested under the temperatures of 15, 18, 21, 24, 27 and 30 °C. For
mycellial growth, isolates were sown in Petri plates (9 cm diameter), containing
potato-dextrose agar medium. Plates were incubated in germination chambers
(BODs) with photoperiod set for 12 hours. Transversal colony diameter
measurements were daily performed for eight days and the mycellial growth rate
was calculated (MGR). Plates were kept for three months in the respective
BODs to analyze to quantify the sclerotium production by counting the number
of that fungal structure. And to evaluate pathogenicity and disease severity,
following the previously Oliveira et al. (2008)’s describe method. The obtained
data was submitted to variance analysis. A significant interaction among strains
and temperatures was found, for the three studied variables. From the eight MG
strains, one of them presented higher MGR at 24 °C and three at 27 °C,
observing best fit to the squared model. More than three strains displayed higher
fit to the linear model, thus, maximum MGR was observed at 30 °C. And one
was statistically similar for the evaluated temperatures. The GO isolates showed
higher MGR at 24 and 27 °C. For the MT isolates, two of them better fitted the
linear model, while the other two fitted the squared one at 21 and 24 °C. In
regard to the MS isolate, it better fitted the squared model at 27 °C, while all
three BA isolates fitted the linear model. The higher sclerotium count was
observed at 15 and 18 °C, regardless of the considered isolate, except for the MS
isolate, where the Best temperature was 27 °C. The 14 isolates (6 from MG; 2
from BA; 2 from GO; 3 from MT and 1 from MS) showed higher severity
between 24 and 27 °C and fitted the squared model. While three strains (2 from
MG; 1 from MT) were significantly similar for the evaluated temperatures and
only one isolate (BA 2 — 101), better fitted the linear, thus the highest severity
was observed at 30 °C.

Keywords: Rhizoctonia solani. damping-off. Cotton. Temperature.
Epidemiologic.
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1 INTRODUCAO

O tombamento, ou damping-off, estd entre as principais doengas do
algodoeiro, sendo responsavel pela reducao da populagdo de plantas no campo e
pela elevacdo dos custos de produgdo (Pozza & Juliatti, 1994; Menten &
Paradela, 1996; Wang & Davis, 1997; Davis et al., 1997; Goulart & Melo Filho,
2000; Goulart, 2001). Varios fungos podem ser agentes etioldgicos do
tombamento de plantulas de algodoeiro, porém, Rhizoctonia solani Kuhn. ¢
considerado o principal agente dessa doenga, seguido de Fusarium spp. e
Pythium sp., considerados secundarios, nas condigdes do Brasil (Tanaka et al.,
1989; Tanaka & Menten, 1991; Santos et al., 1992).

As sementes de algoddo, ao serem infectadas podem apodrecer e morrer,
mesmo antes de iniciar o processo de germinacdao, denominando o tombamento
de pré-emergéncia, considerado por Sinclair (1965) como mais prejudicial, por
provocar maior intensidade no tombamento. As plantulas que conseguem
emergir podem definhar em pouco tempo, em consequéncia da destruicdo das
raizes. Ou quando o sistema radicular permanece sadio, as lesdes no hipocétilo
podem estrangula-lo, levando a plantula a morte, o que ¢ denominando
tombamento de pos-emergéncia (Moustafa-Mahmoud et al., 1993). As plantulas
sobreviventes, geralmente, originam plantas mais fracas, com desenvolvimento
retardado (Minton & Garber, 1983).

O fungo Rhizoctonia solani Kiihn tem sua fase assexuada conhecida
como Thanatephorus cucumeris (Frank) Donk, um basidiomiceto da familia
Ceratobasidiaceae (Sneh et al., 1991). Este patogeno ¢ frequentemente isolado
de plantas doentes ¢ do solo. Os isolados diferem quanto as suas caracteristicas
morfologicas, culturais e de patogenicidade. Essas diferencas sio
frequentemente associadas a variagdes na viruléncia de isolados e ao grupo de

anastomose (AG) (Ogoshi, 1987).
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Apesar de nao terem hospedeiros especificos, os diferentes AGs
possuem tendéncia para essa caracteristica. Dentre eles, o AG-4 apresenta
distribui¢do mais ampla, em termos de plantas hospedeiras, sintomas e ambiente
(Bolkan & Ribeiro, 1985; O Sullivan & Kavanagh, 1991; Meinhardt et al., 2002;
Kuramae et al., 2003). No Brasil, principalmente nos plantios do cerrado, o
principal agente causal do tombamento de plantulas é R. solani grupo de
anastomose AG-4, devido a frequéncia com que ocorre (mais de 95% dos casos)
e pelos danos que causa na fase inicial de estabelecimento da lavoura (Goulart,
2001).

Por ser um fungo habitante natural do solo, sob determinadas condigdes,
R. solani pode produzir estruturas de sobrevivéncia, formando tufos de células
largas e curtas, chamados esclerddios. Depois de estabelecido na area, o fungo
pode associar-se a varios hospedeiros e sobreviver em restos culturais,
colonizando matéria orgénica e como saprofito. Sua disseminagdo pode ser pela
agua da chuva ou de irrigacdo, por implementos agricolas ou outros meios
carregando solo contaminado, inclusive material propagativo (Ogoshi, 1987;
Agrios, 1997).

Baird et al. (2000) verificaram que a temperatura influencia a viruléncia
de R. solani AG-7, a 18° e 24°C, causando lesdes marrom escuras em raizes de
algoddo. Ja na comparagdo entre isolados de R. solani AG-7 oriundos de
Arkansas (EUA), India e Japdo e também com isolados AG-4, Baird et al.
(1996) observaram que os isolados do Japdo apresentaram maior crescimento
radial a 30° e 35°C e o0 AG-4 ndo diferiu significativamente, a 30°C, concluindo,
ainda, que separar AGs baseados em temperatura pode ndo ser possivel. No
Brasil, trabalhos com o patossistema Rhizoctonia vs. algoddo, utilizando o grupo
AG-4, foram desenvolvidos na temperatura média de 22°C (Goulart, 2002) e
25°C (Santos et al., 2005). Na cultura da soja, R. solani AG-4 apresentou

crescimento micelial maior na faixa de 5° a 30°C, entretanto, a producgdo de
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esclerddios foi maximizada na faixa entre 20° e 25°C, decaindo na temperatura
de 30°C (Harikrishnan & Yang, 2004).

Temperaturas subotimas geralmente condicionam o aumento da
severidade da doenca, tendo papel fundamental para o desenvolvimento da
planta, pois a temperatura ndo somente tem efeito marcante sobre a velocidade
de germinacao, como também sobre a atuacdo do patégeno. Sementes expostas a
temperaturas subdtimas germinam mais lentamente, aumentando a possibilidade
de infeccdo (Tanaka, 1994). Além disso, nessas condi¢des, ha um aumento da
concentragdo de agucares e aminoacidos exsudados pelas sementes e plantulas,
que estimulam a atividade de estruturas de resisténcia dos fungos, aumentando o
potencial de in6culo (Hayman, 1969).

Além do “tombamento”, a recente sintomatologia de “mela” vem sendo
observada em plantios de algoddo também no cerrado brasileiro, onde as
plantulas conseguem ultrapassar a fase de tombamento, mas as mudas com 45
dias, em média, sdo encontradas em campo totalmente mortas e com os foliolos
presos as hastes. Desse material ¢ facil se obter R. solani, mas, até o momento,
ndo foi confirmado seu grupo de anastomose (Medeiros & Oliveira, observagio
pessoal). Especula-se a probabilidade de ser o subgrupo AG4-HG I, que também
pode estar associado a sintomas foliares (Goulart, dados ndo publicados).

Objetivou-se, com a realizacdo deste estudo, avaliar o efeito da
temperatura na morfologia do patéogeno, observando sua influéncia no
crescimento micelial e na producdo de esclerddios e também na viruléncia dos
isolados de R. solani obtidos em 4reas produtoras de algoddo, nos estados da

Bahia, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul ¢ Minas Gerais.
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2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Epidemiologia do
Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras

(DFP/UFLA).

2.1 Ensaio 1: efeito da temperatura sobre crescimento micelial e producédo
de esclerddios de Rhizoctonia solani isolados de algodao

Foram selecionados 18 isolados, provenientes de plantulas de algodao,
caracterizados como R. solani AG-4 ¢ AG-7 (Tabela 1). A partir de col6nias do
patégeno com trés dias de idade, desenvolvidas no escuro, a 20°C, obtiveram-se
discos de 3 mm de didmetro (), que foram distribuidos em placas de Petri de
8,5 cm, preenchidas com 12 mL de meio batata-dextrose-agar (BDA). Estas
placas foram incubadas em camaras de germinacdo (BODs), nas temperaturas de
15°, 18°, 21°, 24°, 27° e 30°C. Realizaram-se medi¢des ortogonais do diametro
da colonia, diariamente, por oito dias (periodo suficiente para o crescimento
maximo de 8,5 cm) e o indice de crescimento micelial por dia foi calculado.

As placas foram mantidas nas respectivas BODs por mais um periodo de
trés meses, para observacdo da producdo de esclerodios, que foi avaliado pelo
numero de esclerodios produzidos. Realizou-se a distribuicdo de todas as
estruturas de resisténcia em placas de Petri, preenchidas com 12 mL de meio
agar-agua (AA). Estas placas foram, entdo, incubadas em BOD, a 20°C e, apds
24 e 48 horas, contou-se o numero de esclerddios que apresentaram a formagao
de hifas caracteristicas de R. solani, calculando-se a porcentagem de esclerddios
viaveis.

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado,
com esquema fatorial 18 x 6 (18 isolados por seis temperaturas), com cinco

repeti¢oes e sendo a unidade experimental uma placa de Petri. Para a produgéo

65



de esclerodios foi descartada uma placa por tratamento, objetivando-se maior
uniformidade entre as placas, devido a contaminagdes ou a ressecamento do
meio de cultura na mesma.

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa
Sisvar” (Ferreira, 2000). As variaveis significativas no teste F foram ajustadas a
modelos de regressdo. O experimento foi repetido por duas vezes para obter

maior precisao dos dados e utilizou-se a média dos dados.

TABELA 1 Origem dos isolados de Rhizoctonia solani obtidos de plantulas de

algodao
Cédigo da cultura  Grupo de anastomose  Procedéncia
MG 1-102 AG-7 Buriatizeiro - MG
MG1-111 AG-7 Buriatizeiro - MG
MG 1-122 AG-7 Buriatizeiro - MG
MG 1-124 AG-4 Buriatizeiro - MG
MG 2 -103 AG-4 Presidente Olegario - MG
MG 3 - 102 AG-4 Varjdo de Minas - MG
MG 4 -101 AG-4 Patos de Minas - MG
MG 5-101 AG-4 Uberlandia - MG
MT 1 -101 AG-4 Nova Mutum - MT
MT 1-104 AG-4 Nova Mutum - MT
MT 1 -105 AG-4 Nova Mutum - MT
MT 3 —102* AG-4 Rondonédpolis - MT
BA 1-103 AG-4 Roda Velha - BA
BA 1-106 AG-4 Roda Velha - BA
BA 2 -101 AG-4 Luiz Eduardo Magalhdes - BA
GO 1-101 AG-4 Posse - GO
GO 1-102 AG-4 Posse - GO
MS 2 - 103 AG-4 Dourados - MS

Os isolados foram obtidos de plantulas de algoddo com sintoma de tombamento.
* isolado obtido de plantula de algodao com sintoma de mela.
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2.2 Ensaio 2: efeito da temperatura sobre a patogenicidade de Rhizoctonia

solani isolado de algodéo

A patogenicidade dos 18 isolados de R. solani oriundos de algodoeiros
foi determinada utilizando-se o método in vitro (Eken & Demirci, 2004
modificado por Oliveira et al., 2008). Sementes de algoddo da cultivar Delta
Opal foram desinfestadas superficialmente com NaOCl (1,0%), por cinco
minutos e secas em camara de fluxo laminar, antes do uso. Em placas de Petri de
15 cm de diametro, preenchidas com 20 mL de meio AA, foram distribuidas 10
sementes de forma circular e, subsequentemente, no centro de cada placa, foi
semeado um disco de 9 mm de didmetro, proveniente de colonias do patégeno
com trés dias de idades, desenvolvidas no escuro, a 20°C. As placas preenchidas
foram, entdo, incubadas em BODs, nas temperaturas de 15°, 18°, 21°, 24°, 27° ¢
30°C, mantidas por quatro dias no escuro e por mais seis dias em fotoperiodo de
12 horas.

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado,
com esquema fatorial 18 x 6 (18 isolados por seis temperaturas), com cinco
repeticdes, sendo a unidade experimental uma placa com 10 sementes. A
severidade da doenca foi medida adaptando-se escala com notas de 1 a 4, sendo:
1 — sem sintomas, plantula sadia; 2 — radicula infectada e hipocétilo sadio; 3 —
radicula e hipocétilo infectados e 4 — necrose completa da plantula ou
completamente podre ou ainda, semente ndo germinada.

As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa
Sisvar” (Ferreira, 2000). As variaveis significativas no teste F foram ajustadas a

modelos de regressao.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Ensaio 1: efeito da temperatura sobre crescimento micelial e producao
de esclerddios de Rhizoctonia solani isolados de algodé&o

Houve interagdo significativa entre isolados e temperaturas para a
variavel indice de crescimento micelial — ICM (P = 0,000) (Tabela 8B, anexo).
Entre os quatro isolados do norte de Minas, dois (MG 1 — 122 e MG 1 — 124)
ajustaram-se ao modelo quadratico a 24° ¢ 27°C, um (MG 1 — I11) apresentou
melhor ajuste ao modelo linear e um (MG 1 — 102) néo diferiu estatisticamente
para as temperaturas avaliadas (Figura 1). Observou-se que os isolados MG 1 —
102, MG 1 — 111 e MG 1 — 122, pertencentes ao grupo de anastomose AG-7 € o
isolado MG 1 — 124, pertencente ao AG-4, apresentaram temperaturas distintas
para o maior ICM. Tal como observado por Baird et al. (1996), de que ndo ¢
possivel separar AGs baseados em temperaturas.

Dos quatro isolados do Triangulo Mineiro, dois (MG 2 — 103; MG 3 —
102) apresentaram maior ICM a 27°C, observando-se uma relagdo quadratica. Os
outros dois isolados (MG 4 — 101 ¢ MG 5 — 101) apresentaram relag@o linear.
Logo, o maior ICM foi a 30°C; os quatro isolados pertencem ao AG-4.
Harikrishnan & Yang (2004), em estudo semelhante utilizando isolado de R.
solani AG-4 obtido na cultura da soja, observam que o indice de crescimento
micelial aumentava com o aumento da temperatura até 25°C. Entretanto,
baseado no R?, os isolados apresentaram ajuste ao modelo linear, indo até 30°C.
As pequenas divergéncias entre os dois resultados apresentados podem ser
explicadas pela diferenca nos intervalos de observacdo das temperaturas, que
foram de 3° e 5°C, respectivamente.

Os isolados de Goids apresentaram maior ICM nas temperaturas de 24°

e 27°C e o isolado do Mato Grosso do Sul, maior ICM na temperatura de 27°C;
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FIGURA 1 Indice de crescimento micelial de Rhizoctonia solani isolado de
plantulas de algodao, relacionado por regido ou por estados, em seis
temperaturas
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todos ajustaram-se ao modelo quadratico. Esses resultados mostram o aumento
do crescimento micelial com o aumento da temperatura até 27°C e, passando
dessa temperatura, o ICM decai. A resposta de crescimento micelial, neste
estudo, ¢ semelhante ao que foi informado por Sneh et al. (1991).

Dos quatro isolados do Mato Grosso, dois (MT 1 — 105 e MT 3 — 102)
tiveram ajuste ao modelo linear e dois (MT 1 — 101 e MT1 — 104) tiveram ajuste
ao modelo quadratico, com maior ICM nas temperaturas de 21° e 24°C,
apresentando a menor temperatura observada neste estudo. Os trés isolados da
Bahia ajustaram-se ao modelo linear, portanto, o maior ICM foi a 30°C.

Pelos resultados, verifica-se que os isolados R. solani, provenientes de
algodao, apresentaram maior ICM em temperaturas mais elevadas, configurando
que os mesmos estdo bem adaptados as condigdes edafoclimaticas das regides
onde o algodoeiro estd sendo plantado no Brasil. Entretanto, este resultado, de
forma isolada, ndo ¢é o suficiente para justificar a ocorréncia da doenga.

Houve interacdo entre isolados e temperaturas, quanto ao numero de
esclerodios (P=0,000) (Tabela 9B). Entretanto, apenas sete isolados
apresentaram R” superior a 60% e, em todos, os melhores ajustes foi o do
modelo quadratico (Figura 2). O isolado MG 2 — 103 foi o unico com a produgio
de esclerddios crescente até 21°C e, a partir de 24°C, comegou a decair. Os
demais tiveram producdo maxima de esclerddios a 15° e a 18°C. Os resultados
encontrados discordam dos de Tyner & Sanford (1935) que afirmam ser entre
18° e 21°C, a faixa de temperatura 6tima para a producdo de esclerédios de R.
solani, em meio de cultura, assim como Harikrishnan & Yang (2004), que
afirmam ser crescente a produgdo de esclerddios com o aumento da temperatura
até 25°C. E importante salientar que a avaliagio do niimero de esclerédios foi
subjetiva, devido a variag@o no tipo de esclerddios, alguns isolados produziram
macroesclerodios, geralmente em pouca quantidade, enquanto outros isolados

produziram microesclerodios em quantidades diversas.
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FIGURA 2 Analise de regressao da producdo de esclerddios de sete isolados de
Rhizoctonia solani provenientes de algoddo, incubados em seis

temperaturas

Quando foram comparados o crescimento micelial e a produgdo de

esclerodios de cada isolado nas seis temperaturas (Figura 3), observou-se que a

maioria dos isolados produziu mais esclerddios nas temperaturas mais baixas, ou

seja, de 15° e 18°C, justamente nas quais foi observado um menor ICM. Isso

confirma que R. solani, em condigdes desfavoraveis ao seu desenvolvimento,

produz estruturas de sobrevivéncia (Ogoshi, 1987; Agrios, 1997). O isolado do

Mato Grosso do Sul (MS 2 —103) foi uma exce¢do, produzindo maior niumero de

esclerodios a 27°C, mesma temperatura que apresentou maior ICM.
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“Figura 3, Cont.”
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Nao houve diferenca significativa quanto a porcentagem de esclerddios
germinados, variando de 82,6% a 100% de germinagdo, ndo se observando
também variagdes entre as temperaturas estudadas, assim como também entre 0s

isolados AG-4 e AG-7.

3.2 Ensaio 2: efeito da temperatura sobre a patogenicidade de Rhizoctonia
solani isolado de algodéo

Houve interacdo significativa entre os 18 isolados e as temperaturas
estudadas para a patogenicidade (P=0,000) (Tabela 10B).

Ajustaram-se modelos de regressdo para as temperaturas de cada isolado
(Tabela 11B). Verificou-se que 14 isolados (BA 1 — 103, BA 1 — 106, MG 1 —
102, MG 1 -111, MG 1 - 122, MG 1 - 124, MG2 - 103, MG 5 - 101, GO 1 - 101,
GOl - 102, MS 1 — 103, MT 1 — 104, MT 1 — 105 e MT3 — 102) apresentaram
maior severidade entre 24° ¢ 27°C, logo, ajustaram-se ao modelo quadratico
(Figura 4), enquanto um isolado da Bahia (BA 2 — 101) ajustou-se melhor ao
modelo linear. Trés isolados ndo diferiram significativamente para as
temperaturas avaliadas, sendo dois de Minas Gerais (MG 3 — 102 e MG 4 — 101)
e um do Mato Grosso (MT 1 —101), discordando de Tanaka (1994) que verificou
maior incidéncia do patdégeno nas sementes e plantulas de algoddo, quando
foram utilizadas temperaturas mais baixas. Rejeita-se a teoria desse autor de que,
com temperaturas subotimas, ha o aumento da severidade da doenga, pois a
temperatura ndo somente teria influéncia sobre a velocidade de germinagdo da
semente como também sobre a atuacdo do patdgeno. Assim, sementes expostas a
baixas temperaturas germinam lentamente, aumentando a possibilidade de

infeccdo.
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FIGURA 4 Analise de regressao para a patogenicidade de quinze dos dezoito
isolados de Rhizoctonia solani incubados em seis temperaturas
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“Figura 4, Cont.”
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Analisando-se o desdobramento dos 18 isolados dentro de cada
temperatura, observa-se que houve interacdo (P=0,000) (Tabela 12B). Na
temperatura de 15°C, os isolados de maior agressividade que obtiveram notas
entre 3,6 ¢ 3,8 foram o da Bahia (BA 2 —101), que havia apresentado regressao
linear, seguido dos trés que ndo diferiram nas seis temperaturas (MG 3 — 102,
MG 4 - 101 e MT 1 — 101) (Tabela 2). Observa-se que os quatro isolados sdo
AG-4, grupo de anastomose mais adaptado a condi¢bes adversas e gama de
hospedeiros (Bolkan & Ribeiro, 1985; O’Sullivan & Kavanagh, 1991;
Meinhardt et al., 2002; Kuramae et al., 2003).
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TABELA 2 Dados médios da severidade da doenga na patogenicidade de
dezoito isolados de Rhizoctonia solani, em plantulas de algodio,
nas temperaturas de 15°, 18°, 21°, 24°, 27° ¢ 30°C

Isolados Médias
15°C 18 °C 21 °C 24 °C 27 °C 30 °C

MG 1-122 1,00f 1,00e 320b 3,80a 3,80a 1,20d
MG 1 -102 1,00f 1,00e 1,60d 3,00b 3,40b 220c
MG 1-111 1,20f 1,00e 2,40c 4,00a 260c 220c
MG 1-124 1,20f 3,60b 4,00a 4,00a 400a 3,80a
MS1-103 140f 2,00c 3,00b 3,80a 4,00a 340D
MT 1-104 1,80e 1,60d 4,00a 4,00a 4,00a 4,00a
MG 5-101 2,00e 4,00a 4,00a 4,00a 400a 3,60b
BA 1-103 2,00e 2,00c 4,00a 400a 400a 4,00a
MT 3 -102 240d 4,00a 4,00a 4,00a 4,00a 4,00a
GO 1-102 2,60d 3,60b 4,00a 4,00a 400a 4,00a
MT 1 -105 2,60d 3,20b 4,00a 4,00a 4,00a 4,00a
BA 1-106 3,00c  2,20c 4,00a 4,00a 4,00a 320b
GO 1-101 320b  4,00a 4,00a 4,00a 4,00a 380a
MG 2 -103 340b 4,00a 4,00a 400a 400a 3,80a
BA2-101 3,660a  3,600b 4,00a 4,00a 400a 4,00a
MG 3 -102 360a 4,00a 4,00a 400a 400a 4,00a
MT 1-101 3,80a 4,00a 4,00a 400a 4,00a 4,00a
MG 4 -101 3,80a  4,00a 400a 400a 400a 400a

Médias seguidas da mesma letra, minascula, nas colunas, ndo diferem entre si,
pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).

Os trés isolados do norte de Minas (MG 1 — 102, MG 1 - 111 e MG 1 —
122), que pertencem ao grupo de anastomose AG-7, a temperatura de 18°C,
apresentaram a nota menor de severidade, 1,0 e mantiveram-se com baixa
patogenicidade a 21° e 30°C. Os isolados MG 1 — I11 apresentou severidade
com a nota maxima de 4,00, & temperatura de 24°C e o isolado MG 1 — 122
apresentou severidade maxima com a nota 3,8 nas temperaturas de 24°C e 27°C.
Segundo Baird et al. (2000), R.solani AG-7 causa lesGes marrom-escuras em

raizes de algoddo e sua patogenicidade foi confirmada a 18° e a 24°C. Este
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resultado ¢é semelhante ao encontrado neste estudo, entretanto, a maior
agressividade foi encontrada ndo sé a 24°C, como também a 27°C.

Os demais isolados sdo pertencentes ao AG-4 e apresentaram alta
agressividade e patogenicidade com notas entre 3,00 e 4,00, nas temperaturas de
21°, 24°, 27° e 30°C. Observou-se que os isolados AG-4 apresentaram ampla
faixa de temperatura, em que sua alta agressividade foi mantida. Para os isolados
AG-7, essa faixa foi reduzida apenas nas temperaturas de 24° e 27°C.
Associagdo da viruléncia de R. solani com temperatura vem sendo estudada por
varios autores, tendo maior viruléncia para o AG-4 sido observada por Oliveira
(2006). Ao avaliar porcentagem de tombamento de pds-emergéncia de isolados
R. solani obtidos de areas produtoras de cenoura e também os grupos de
anastomose padrao do AG-1 ou AG-7, este autor verificou que, a temperatura de
20°C, os unicos isolados que diferenciaram da testemunha foram os pertencentes
ao AG-4. Para soja, o grupo AG4 também apresentou maior desenvolvimento da
colénia a 20°C (Hrikrishnam & Yang, 2004). Ja para feijdo, na Turquia, a
temperatura de 25°C causou lesdes tanto no hipocoétilo como nas raizes (Eken &
Demirci, 2004). Para beterraba, a maior agressividade do AG-4 foi entre as
temperaturas de 12°C e 30°C (O’Sullivan & Kavanagh, 1991). Portanto, o grupo
AG-4 estd bem adaptado a longas faixas de temperaturas, podendo ocasionar
doengas a diversas culturas.

O isolado (MT3-102) foi proveniente de plantula com sintoma de mela,
entretanto, 0 mesmo apresentou agressividade semelhante aos isolados de
tombamento, pertencentes a0 mesmo grupo de anastomose AG-4. Isso pode ter
ocorrido porque, neste estudo, avaliou-se a interacdo do patégeno com o
hospedeiro, apenas na fase de germinagdo, aos 10 dias, quando o sintoma de

mela é observado em plantulas de algoddo aos 45 dias.
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4 CONCLUSOES

Os isolados de R. solani foram influenciados pela temperatura, tanto
para o crescimento micelial quanto para a produgao de esclerddios.
Maiores agressividades dos isolados ocorreram nas temperaturas de 24°
e 27°C.

Os isolados pertencentes ao grupo de anastomose AG-7 foram menos

agressivos que o isolado AG-4.
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CONSIDERAGCOES FINAIS

Conhecer os grupos de anastomose que causam doengas em algodoeiro
no Brasil é de fundamental importancia, pois a cultura é utilizada como
alternativa em substituicdo a soja na rotagdo de culturas. Sendo assim, o plantio
de algoddo em areas com historico de rhizoctoniose pode ndo ser uma boa
alternativa, verificando-se que os grupos de anastomose que causam doenca em
algodao sdo os mesmos que também podem infectar a cultura da soja.

O tombamento do algodoeiro, sob condi¢des favorecidas, diminui o
stand de plantas, sendo necessario fazer o replantio, onerando assim o custo de
producdo. A cultura do algoddo ja apresenta alto custo, devido a necessidade de
maquinario especifico e ao alto prego dos insumos. Aliando-se a queda do ddlar
em relagdo ao real, que torna o produto pouco competitivo no mercado
internacional, a conicultura brasileira passa por constantes crises, levando a
diminuicao na area de produgao.

Neste estudo, atingiu-se o objetivo de caracterizar os isolados de R.
solani obtidos de plantulas de algoddo, confirmando-se a prevaléncia do AG-4,
como agente etiolégico do tombamento do algodoeiro, assim como foi possivel
verificar a presenca do AG-7 também causando tombamento nas dareas
produtoras de algoddo no Brasil, sendo uma ferramenta importante para estudos
no patossistema Rhizoctonia x algodao.

Foi possivel observar diferencas no comportamento dos isolados obtidos
de algoddo em relagdo as temperaturas estudadas, verificando-se que os
mesmoa, na grande maioria, estdo adaptados a uma ampla faixa de temperatura,
o que pode levar ao agravamento do problema, principalmente na rotacao de

culturas, com a utiliza¢ao de plantas hospedeiras do patéogeno.
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Durante a obtencdo dos isolados, foi possivel observar que a melhor
forma de isolar R. solani de plantulas com sintoma de tombamento ¢ pelo

isolamento direto, sem a desinfestagcdo dos fragmentos em alcool e hipoclorito.
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BA2-101 = e AATGTAGAGTTTGGTTGTAGCTGGTCCCTA-ATTAACTTGGGG- 42

EF203251 ~ = - AATGTAGAGTTTGGTTGTAGCTGGTCCCTA-ATTAACTTGGGG- 42
GO1-101 = e AATGTAGAGTTTGGTTGTAGCTGGCCCCTA-ATTAACTTGGGG- 42
MG1-104 = e AATGTAGAGTTTGGTTGTAGCTGGCCCCTA-ATTAACTTGGGG- 42
MT1-101 e AATGTAGAGTTTGGTTGTAGCTGGCCCCTA-ATTAACTTGGGG- 42
MT2-101 = e AATGTAGAGTTTGGTTGTAGCTGGCCCCTA-ATTAACTTGGGG- 42
FJ440198  —-————mmm———— o AATGTAGAGTTTGGTTGTAGCTGGCCCCTA-ATTAACTTGGGG- 42
MS1-101 e AATTAATGTAGAGTTTGGTTGTAGCTGGTCCCTA-ATTAACTTGGGG- 46
EU244842 = o——————m————— AATTAATGTAGAGTTTGGTTGTAGCTGGTCCCTA-ATTAACTTGGGG- 46
MG5-101 GGATCATTATTGAATTAATGTAGAGTTTGGTTGTAGCTGGTCCCTA-ATTAACTTGGGG- 58
MG3-105 GGATCATTATTGAATTAATGTAGAGTTTGGTTGTAGCTGGTCCCTA-ATTAACTTGGGG- 58
MG1-109 GGATCATTATTGAATTAATGTAGAGTTTGGTTGTAGCTGGTCCCTA-ATTAACTTGGGG- 58
MG1-128 GGATCATTATTGAATTAATGTAGAGTTTGGTTGTAGCTGGTCCCTA-ATTAACTTGGGG- 58
FJ746974 GGATCATTATTGAATTAATGTAGAGTTTGGTTGTAGCTGGTCCCTA-ATTAACTTGGGG- 58
FJ746939 GGATCATTATTGAATTAATGTAGAGTTTGGTTGTAGCTGGTCCCTA-ATTAACTTGGGG- 58
MG3-102 GGATCATTATTGAATTAATGTAGAGTTTGGTTGTAGCTGGTCCCTA-ATTAACTTGGGG- 58
MG2-101 -GATCATTATTGAATTAATGTAGAGTTTGGTTGTAGCTGGTCCCTA-ATTAACTTGGGG- 57
MG2-103 GGATCATTATTGAATTAATGTAGAGTTTGGTTGTAGCTGGTCCCTA-ATTAACTTGGGG- 58
MG2-105 GGATCATTATTGAATTAATGTAGAGTTTGGTTGTAGCTGGTCCCTA-ATTAACTTGGGG- 58
MG1-103 -GATCATTATTGAATTAATGTAGAGTTTGGTTGTAGCTGGTCCCTA-ATTAACTTGGGG- 57
FJ746938 GGATCATTATTGAATTAATGTAGAGTTTGGTTGTAGCTGGTCCCTA-ATTAACTTGGGG- 58
MG1-105 -GATCATTATTGATTTAATGTAGAGTTTGGTTGTAGCTGGTCCCTA-ATTAACTTGGGG- 57
MT3-102 -—-ATCATTATTGAATTAATGTAGAGTTTGGTTGTAGCTGGTCCCTA-ATTAACTTGGGG- 56
FJ746914 -—-ATCATTATTGAATTAATGTAGAGTTTGGTTGTAGCTGGTCCCTA-ATTAACTTGGGG- 56
MG7-101 -GATCATTATTGAATTAATGTAGAGTTTGGTTGTAGCTGGCCCCTA-ATTAACTTGGGG- 57
MG1-121  eemmmmmmmmmmeeeo AATGTAGAGTTTGGTTGTAGCTGGCCCCTA-ATTAACTTGGGG- 42
MG1-114 = e AATGTAGAGTTTGGTTGTAGCTGGCCCCTA-ATTAACTTGGGG- 42
MG1-117 = —mmmmmmmm e AATGTAGAGTTTGGTTGTAGCTGGCCCCTA-ATTAACTTGGGG- 42
MG3-101 = e AATGTAGAGTTTGGTTGTAGCTGGCCCCTA-ATTAACTTGGGG- 42
EF203248 = - AATGTAGAGTTTGGTTGTAGCTGGCCCCTA-ATTAACTTGGGG- 42
EF203246 ~ =  —-————mm———————— AATGTAGAGTTTGGTTGTAGCTGGCCCCTA-ATTAACTTGGGG- 42
MT1-105 = AATGTAGAGTTTGGTTGTAGCTGGCCCCTA-ATTAACTTGGGG- 42
MT1-104 = e AATGTAGAGTTTGGTTGTAGCTGGCCCCTA-ATTAACTTGGGG- 42
MT1-103 = e AATGTAGAGTTTGGTTGTAGCTGGCCCCTA-ATTAACTTGGGG- 42
MT1-102 = e AATGTAGAGTTTGGTTGTAGCTGGCCCCTA-ATTAACTTGGGG- 42
MS2-103 e AATGTAGAGTTTGGTTGTAGCTGGCCCCTA-ATTAACTTGGGG- 42
MG6-101 e AATGTAGAGTTTGGTTGTAGCTGGCCCCTA-ATTAACTTGGGG- 42
MG1-124 = e AATGTAGAGTTTGGTTGTAGCTGGCCCCTA-ATTAACTTGGGG- 42
MG1-101 e AATGTAGAGTTTGGTTGTAGCTGGCCCCTA-ATTAACTTGGGG- 42
MG4-104 e AATGTAGAGTTTGGTTGTAGCTGGCCCCTA-ATTAACTTGGGG- 42
MG4-103 = e AATGTAGAGTTTGGTTGTAGCTGGCCCCTA-ATTAACTTGGGG- 42
G01-102 = —mmmmmmmmmm e AATGTAGAGTTTGGTTGTAGCTGGCCCCTA-ATTAACTTGGGG- 42
BA1-106 = —mmmmmmmmm——m AATGTAGAGTTTGGTTGTAGCTGGCCCCTA-ATTAACTTGGGG- 42
BA1-105 = —-—mmmmmmmmm AATGTAGAGTTTGGTTGTAGCTGGCCCCTA-ATTAACTTGGGG- 42
BA1-103 = e AATGTAGAGTTTGGTTGTAGCTGGCCCCTA-ATTAACTTGGGG- 42
MG4-102 e AATGTAGAGTTTGGTTGTAGCTGGCCCCTA-ATTAACTTGGGG- 42
MG1-125 = e AATGTAGAGTTTGGTTGTAGCTGGCCCCTA-ATTAACTTGGGG- 42
MG1-126 ~ —mmmmmmm— AATGTAGAGTTTGGTTGTAGCTGGCCCCTA-ATTAACTTGGGG- 42
AY270002 = —mmmmmmmmm e AATGTAGAGTTTGGTTGTAGCTGGCCCCTA-ATTAACTTGGGG- 42
MG1-119 e AATGTAGAGTTTGGTTGTAGCTGGCCCCTA-ATTAACTTGGGG- 42
MG2-106 = —mmmmm e TTTGGTTGTAGCTGGCCCCTA-ATTAACTTGGGG- 33
MG4-101 -——-TTTGGTTGTAGCTGGCCCCTA-ATTAACTTGGGG- 33
MG1-108 ———=TTTGGTTGTAGCTGGCCCCTA-ATTAACTTGGGG- 33
MG1-115 = e TTTGGTTGTAGCTGGCCCCTA-ATTAACTTGGGG- 33
AY684924 = o——mmmmmmmm e TTTGGTTGTAGCTGGCCCCTA-ATTAACTTGGGG- 33
MG1-120 = = s TTTGGTTGTAGCTGGCCCCTA-ATTAACTTGGGG- 33
mMéi-107 === AGTTGGTTGTAGCTGTTGCCTTGGGATTTTTTTAAT---TA-ATTATTCCGGAC- 50
AB286941 = ----—- AGTTGGTTGTAGCTGTTGCCTTGGGATTTTTTTAAT---TA-ATTATTCCGGAC- 50
MG1-102 = e AATGTGGA--TTGGTTGTGGCTGGCCTTGA-TTCATTTTCTAT- 40
AF354100 = ——-——m——m———— o ANTGTGGN--TNGGTTGTGGCTGGCCTTGA-TTCATTTTCTAN- 40

FIGURA 1A Alinhamento das sequéncias de nucleotideos do gene ITS1 do
rDNA de isolados estudados e de isolados disponiveis no banco de
dados
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“FIGURA 1A, Cont.”

MG1-1011 e AATGTGGA--TTGGTTGTGGCTGGCCTTGA-TTCATTTTCTAT-
MG1-122 = e AATGTGGA--TTGGTTGTGGCTGGCCTTGA-TTCATTTTCTAT-
BA3-101 = ——mmmmmm— AATTAATGTAGAGTT-GGTTGTAGCTGGCATTTCCTTTAATTTGGGGA
DQ102449  —-————mm— - AATTAATGTAGAGTT-GGTTGTAGCTGGCATTTCCTTTAATTTGGGGA
BA2-102  —-——- ATTATTGAATGAACTTAGAG-TCGGTTGTCGCTGGCTG--—--- TCTTTTGCAG-
EF429313 = ----—- ATTATTGAATGAACTTAGAG-TCGGTTGTCGCTGGCTG-~~--~ TCTTTTGCAG-
EE *
BA2-101 --GCATGTG-CACACCTTTCTCTTTCATCC-CATACACACCTGTGCACCTGTGAGACAGA
EF203251 --GCATGTG-CACACCTTTCTCTTTCATCC-CATACACACCTGTGCACCTGTGAGACAGA
GO1-101 —-GCATGTG-CACACCTTTCTCTTTCATCC-CATACACACCTGTGCACCTGTGAGACAGA
MG1-104 —-GCATGTG-CACACCTTTCTCTTTCATCC-CATACACACCTGTGCACCTGTGAGACAGA
MT1-101 --GCATGTG-CACACCTTTCTCTTTCATCC-CATACACACCTGTGCACCTGTGAGACAGA
MT2-101 --GCATGTG-CACACCTTTCTCTTTCATCC-CATACACACCTGTGCACCTGTGAGACAGA
FJ440198 --GCATGTG-CACACCTTTCTCTTTCATCC-CATACACACCTGTGCACCTGTGAGACAGA
MS1-101 --GCATGTG-CACACCTTTCTCTTTCATCC-CATACACACCTGTGCACCTGTGAGACAGA
EU244842 --GCATGTG-CACACCTTTCTCTTTCATCC-CATACACACCTGTGCACCTGTGAGACAGA
MG5-101 --GCATGTG-CACACCTTTCTCTTTCATCC-CATACACACCTGTGCACCTGTGAGACAGA
MG3-105 —-GCATGTG-CACACCTTTCTCTTTCATCC-CATACACACCTGTGCACCTGTGAGACAGA
MG1-109 --GCATGTG-CACACCTTTCTCTTTCATCC-CATACACACCTGTGCACCTGTGAGACAGA
MG1-128 --GCATGTG-CACACCTTTCTCTTTCATCC-CATACACACCTGTGCACCTGTGAGACAGA
FJ746974 --GCATGTG-CACACCTTTCTCTTTCATCC-CATACACACCTGTGCACCTGTGAGACAGA
FJ746939 --GCATGTG-CACACCTTTCTCTTTCATCC-CATACACACCTGTGCACCTGTGAGACAGA
MG3-102 --GCATGTG-CACACCTTTCTCTTTCATCC-CATACACACCTGTGCACCTGTGAGACAGA
MG2-101 --GCATGTG-CACACCTTTCTCTTTCATCC-CATATACACCTGTGCACCTGTGAGACAGA
MG2-103 —-GCATGTG-CACACCTTTCTCTTTCATCC-CATACACACCTGTGCACCTGTGAGACAGA
MG2-105 —-GCATGTG-CACACCTTTCTCTTTCATCC-CATACACACCTGTGCACCTGTGAGACAGA
MG1-103 --GCATGTG-CACACCTTTCTCTTTCATCC-CATACACACCTGTGCACCTGTGAGACAGA
FJ746938 --GCATGTG-CACACCTTTCTCTTTCATCC-CATACACACCTGTGCACCTGTGAGACAGA
MG1-105 --GCATGTG-CACACCTTTCTCTTTCATCC-CATACACACCTGTGCACCTGTGAGACAGA
MT3-102 --GCATGTG-CACACCTTTCTCTTTCATCC-CATACACACCTGTGCACCTGTGAGACAGA
FJ746914 --GCATGTG-CACACCTTTCTCTTTCATCC-CATACACACCTGTGCACCTGTGAGACAGA
MG7-101 —-GCATGTG-CACACCTTTCTCTTTCATCC-CATACACACCTGTGCACCTGTGAGACAGA
MG1-121 --GCATGTG-CACACCTTTCTCTTTCATCC-CATATACACCTGTGCACCTGTGAGACAGA
MG1-114 --GCATGTG-CACACCTTTCTCTTTCATCC-CATACACACCTGTGCACCTGTGAGACAGA
MG1-117 --GCATGTG-CACACCTTTCTCTTTCATCC-CATACACACCTGTGCACCTGTGAGACAGA
MG3-101 --GCATGTG-CACACCTTTCTCTTTCATCC-CATACACACCTGTGCACCTGTGAGACAGA
EF203248 --GCATGTG-CACACCTTTCTCTTTCATCC-CATACACACCTGTGCACCTGTGAGACAGA
EF203246 --GCATGTG-CACACCTTTCTCTTTCATCC-CATACACACCTGTGCACCTGTGAGACAGA
MT1-105 --GCATGTG-CACACCTTTCTCTTTCATCC-CATACACACCTGTGCACCTGTGAGACAGA
MT1-104 —-GCATGTG-CACACCTTTCTCTTTCATCC-CATACACACCTGTGCACCTGTGAGACAGA
MT1-103 --GCATGTG-CACACCTTTCTCTTTCATCC-CATACACACCTGTGCACCTGTGAGACAGA
MT1-102 —-GCATGTG-CACACCTTTCTCTTTCATCC-CATACACACCTGTGCACCTGTGAGACAGA
MS2-103 --GCATGTG-CACACCTTTCTCTTTCATCC-CATACACACCTGTGCACCTGTGAGACAGA
MG6-101 --GCATGTG-CACACCTTTCTCTTTCATCC-CATACACACCTGTGCACCTGTGAGACAGA
MG1-124 --GCATGTG-CACACCTTTCTCTTTCATCC-CATACACACCTGTGCACCTGTGAGACAGA
MG1-101 --GCATGTG-CACACCTTTCTCTTTCATCC-CATACACACCTGTGCACCTGTGAGACAGA
MG4-104 --GCATGTG-CACACCTTTCTCTTTCATCC-CATACACACCTGTGCACCTGTGAGACAGA
MG4-103 --GCATGTG-CACACCTTTCTCTTTCATCC-CATACACACCTGTGCACCTGTGAGACAGA
GO1-102 --GCATGTG-CACACCTTTCTCTTTCATCC-CATACACACCTGTGCACCTGTGAGACAGA
BA1-106 --GCATGTG-CACACCTTTCTCTTTCATCC-CATACACACCTGTGCACCTGTGAGACAGA
BA1-105 --GCATGTG-CACACCTTTCTCTTTCATCC-CATACACACCTGTGCACCTGTGAGACAGA
BA1-103 --GCATGTG-CACACCTTTCTCTTTCATCC-CATACACACCTGTGCACCTGTGAGACAGA
MG4-102 --GCATGTG-CACACCTTTCTCTTTCATCC-CATACACACCTGTGCACCTGTGAGACAGA
MG1-125 --GCATGTG-CACACCTTTCTCTTTCATCC-CATACACACCTGTGCACCTGTGAGACAGA
MG1-126 --GCATGTG-CACACCTTTCTCTTTCATCC-CATACACACCTGTGCACCTGTGAGACAGA
AY270002 --GCATGTG-CACACCTTTCTCTTTCATCC-CATACACACCTGTGCACCTGTGAGACAGA
MG1-119 --GCATGTG-CACACCTTTCTCTTTCATCC-CATACACACCTGTGCACCTGTGAGACAGA
MG2-106 --GCATGTG-CACACCTTTCTCTTTCATCC-CATACACACCTGTGCACCTGTGAGACAGA
MG4-101 --GCATGTG-CACACCTTTCTCTTTCATCC-CATACACACCTGTGCACCTGTGAGACAGA
MG1-108 --GCATGTG-CACACCTTTCTCTTTCATCC-CATACACACCTGTGCACCTGTGAGACAGA
MG1-115 --GCATGTG-CACACCTTTCTCTTTCATCC-CATACACACCTGTGCACCTGTGAGACAGA
AY684924 --GCATGTG-CACACCTTTCTCTTTCATCC-CATACACACCTGTGCACCTGTGAGACAGA
MG1-120 --GCATGTG-CACACCTTTCTCTTTCATCC-CATACACACCTGTGCACCTGTGAGACAGA
MG1-107 --AAATGTGGCACGCCTTCTCCTTTCATCC--ACACACACCTGTGCACTTGTGAGGCAGA
AB286941 --AAATGTGGCACGCCTTCTCCTTTCATCC--ACACACACCTGTGCACTTGTGAGGCAGA
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MG1-102
AF354100
MG1-1011
MG1-122
BA3-101
DQ102449
BA2-102
EF429313

BA2-101
EF203251
GO1-101
MG1-104
MT1-101
MT2-101
FJ440198
MS1-101
EU244842
MG5-101
MG3-105
MG1-109
MG1-128
FJ746974
FJ746939
MG3-102
MG2-101
MG2-103
MG2-105
MG1-103
FJ746938
MG1-105
MT3-102
FJ746914
MG7-101
MG1-121
MG1-114
MG1-117
MG3-101
EF203248
EF203246
MT1-105
MT1-104
MT1-103
MT1-102
MS2-103
MG6-101
MG1-124
MG1-101
MG4-104
MG4-103
G01-102
BA1-106
BA1-105
BA1-103
MG4-102
MG1-125
MG1-126
AY270002
MG1-119
MG2-106
MG4-101
MG1-108
MG1-115
AY684924
MG1-120

--GCATGTG-CACACCTTCT-CTTTCATCC--ACACACACCTGTGCACCTGTGAGACAG-
--GCATGTG-CACACCTTCT-CTTTCATCC--ACACACACCTGTGCACCTGTGAGACAG-
--GCATGTG-CACACCTTCT-CTTTCATCC--ACACACACCTGTGCACCTGTGAGACAG-
--GCATGTG-CACACCTTCT-CTTTCATCC--ACACACACCTGTGCACCTGTGAGACAG-
TTGCATGTG-CACACCTTCT-CTTTCATCC--ACACACCCCTGTGCACTTGTGAGACAGA
TTGCATGTG-CACACCTTCT-CTTTCATCC--ACACACCCCTGTGCACTTGTGAGACAGA
—---CATGTG-CACGCCTTCTCTTTTCATCCACACACACCCCAGTGCACTTGTGAGACTGG
---CATGTG-CACGCCTTCTCTTTTCATCCACACACACCCCAGTGCACTTGTGAGACTGG

Kkkkk kkk Kkkk Kkkkkhkkhk Kk Kk kk kk kkhkkk kkkkkk Kk Kk

TGTTTTCTAGAGGGG-AAGGAACTTTATTGGACCTACTCTTCTTGGACT--CTGTCTACT
TGTTTTCTAGAGGGG-AAGGAACTTTATTGGACCTACTCTTCTTGGACT--CTGTCTACT
TGTTTTCTAGGGGGG-AAGGAACTTTATTGGACCTACTCTCTTTGGACTT-CTGTCTACT
TGTTTTCTAGGGGGG-AAGGAACTTTATTGGACCTACTCTCTTTGGACTT-CTGTCTACT
TGTTTTCTAGGGGGG-AAGGAACTTTATTGGACCTACTCTCTTTGGACTT-CTGTCTACT
TGTTTTCTAGGGGGG-AAGGAACTTTATTGGACCTACTCTCTTTGGACTT-CTGTCTACT
TGTTTTCTAGGGGGG-AAGGAACTTTATTGGACCTACTCTCTTTGGACTT-CTGTCTACT
TGTTTTCTAGGGGGGGAAGGAACTTTATTGGACCTACTCTCTTTGGACTT-CTGTCTACT
TGTTTTCTAGGGGGGGAAGGAACTTTATTGGACCTACTCTCTTTGGACTT-CTGTCTACT
TGTTTTCTAGAGGGG-AAGGAACTTTATTGGACCTACTCTTCTTGGACT--CTGTCTACT
CGTTTTCTAGAGGGG-AAGGAACTTTATTGGACCTACTCTTCTTGGACT--CTGTCTACT
TGTTTTCTAGAGGGG-AAGGAACTTTATTGGACCTACTCTTCTTGGACT--CTGTCTACT
TGTTTTCTAGAGGGG-AAGGAACTTTATTGGACCTACTCTTCTTGGACT--CTGTCTACT
TGTTTTCTAGAGGGG-AAGGAACTTTATTGGACCTACTCTTCTTGGACT--CTGTCTACT
TGTTTTCTAGAGGGG-AAGGAACTTTATTGGACCTACTCTTCTTGGACT--CTGTCTACT
TGTTTTCTAGAGGGG-AAGGAACTTTATTGGACCTACTCTTCTTGGACT--CTGTCTACT
TGTTTTCTAGAGGGG-AAGGAACTTTATTGGACCTACTCTTCTTGGACT--CTGTCTACT
TGTTTTCTAGAGGGG-AAGGAACTTTATTGGACCTACTCTCCTTGGACT--CTGTCTACT
TGTTTTCTAGAGGGG-AAGGAACTTTATTGGACCTACTCTCCTTGGACT--CTGTCTACT
TGTTTTCTAGGGGGGGAAGGAACTTTATTGGACCTACTCTCTTTGGACTT-CTGTCTACT
TGTTTTCTAGGGGGGGAAGGAACTTTATTGGACCTACTCTCTTTGGACTT-CTGTCTACT
TGTTTTCTAGGGGGGGAAGGAACTTTATTGGACCTACTCTCTTTGGACTT-CTGTCTACT
TGTTTTCTAGGGGGGGAAGGAACTTTGTTGGACCTACTCTCTTTGGACTT-CTGTCTACT
TGTTTTCTAGGGGGGGAAGGAACTTTGTTGGACCTACTCTCTTTGGACTT-CTGTCTACT
TGTTTTCTAGGGGGGGAAGGAACTTTATTGGACCTACTCTCGTTGGACTT-CTGTCTACT
TGTTTTCTAGGGGGG-AAGGAACTTTATTGGACCTACTCTCCTTGGACTCTCTGTCTACT
TGTTTTCTAGGGGGG-AAGGAACTTTATTGGACCTACTCTCCTTGGACTCTCTGTCTACT
TGTTTTCTAGGGGGG-AAGGAACTTTATTGGACCTACTCTCCTTGGACTCTCTGTCTACT
TGTTTTCTAGGGGGG-AAGGAACTTTATTGGACCTACTCTCCTTGGACTCTCTGTCTACT
TGTTTTCTAGGGGGG-AAGGAACTTTATTGGACCTACTCTCCTTGGACTCTCTGTCTACT
TGTTTTCTAGGGGGG-AAGGAACTTTATTGGACCTACTCTCCTTGGACTCTCTGTCTACT
TGTTTTCTAGGGGGG-AAGGAACTTTATTGGACCTACTCTCCTTGGACTCTCTGTCTACT
TGTTTTCTAGGGGGG-AAGGAACTTTATTGGACCTACTCTCCTTGGACTCTCTGTCTACT
TGTTTTCTAGGGGGG-AAGGAACTTTATTGGACCTACTCTCCTTGGACTCTCTGTCTACT
TGTTTTCTAGGGGGG-AAGGAACTTTATTGGACCTACTCTCCTTGGACTCTCTGTCTACT
TGTTTTCTAGGGGGG-AAGGAACTTTATTGGACCTACTCTCCTTGGACTCTCTGTCTACT
TGTTTTCTAGGGGGG-AAGGAACTTTATTGGACCTACTCTCCTTGGACTCTCTGTCTACT
TGTTTTCTAGGGGGG-AAGGAACTTTATTGGACCTACTCTCCTTGGACTCTCTGTCTACT
TGTTTTCTAGGGGGG-AAGGAACTTTATTGGACCTACTCTCCTTGGACTCTCTGTCTACT
TGTTTTCTAGGGGGG-AAGGAACTTTATTGGACCTACTCTCCTTGGACTCTCTGTCTACT
TGTTTTCTAGGGGGG-AAGGAACTTTATTGGACCTACTCTCCTTGGACTCTCTGTCTACT
TGTTTTCTAGGGGGG-AAGGAACTTTATTGGACCTACTCTCCTTGGACTCTCTGTCTACT
TGTTTTCTAGGGGGG-AAGGAACTTTATTGGACCTACTCTCCTTGGACTCTCTGTCTACT
TGTTTTCTAGGGGGG-AAGGAACTTTATTGGACCTACTCTCCTTGGACTCTCTGTCTACT
TGTTTTCTAGGGGGG-AAGGAACTTTATTGGACCTACTCTCCTTGGACTCTCTGTCTACT
TGTTTTCTAGGGGGG-AAGGAACTTTATTGAACCTACTCTCCTTGGACTCTCTGTCTACT
TGTTTTCTAGGGGGG-AAGGAACTTTATTGGACCTACTCTCCTTGGACTCTCTGTCTACT
TGTTTTCTAGGGGGG-AAGGAACTTTATTGGACCTACTCTCCTTGGACTCTCTGTCTACT
TGTTTTCTAGGGGGG-AAGGAACTTTATTGGACCTACTCTCCTTGGACT--CTGTCTACT
TGTTTTCTAGGGGGG-AAGGAACTTTATTGGACCTACTCTCCTTGGACT--CTGTCTACT
TGTTTTCTAGGGGGG-AAGGAACTTTATTGGACCTACTCTCCTTGGACT--CTGTCTACT
TGTTTTCTAGGGGGG-AAGGAACTTTATTGGACCTTCTCTCCTAGGACT--CTGTCTACT
TGTTTTCTATGGGGG-AAGGAACTTTATTGGACCTACTCTCCTTGGACT--CTGTCTACT
TGTTTTCTATGGGGG-AAGGAACTTTATTGGACCTACTCTCCTTGGACT--CTGTCTACT
TGTTTTCTATGGGGG-AAGGAACTTTATTGGACCTACTCTCCTTGGACT--CTGTCTACT
TGTTTTCTATGGGGG-AAGGAACTTTATTGGACCTACTCTTCTTGGACT--CTGTCTACT
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MG1-107
AB286941
MG1-102
AF354100
MG1-1011
MG1-122
BA3-101
DQ102449
BA2-102
EF429313

BA2-101
EF203251
GO1-101
MG1-104
MT1-101
MT2-101
FJ440198
MS1-101
EU244842
MG5-101
MG3-105
MG1-109
MG1-128
FJ746974
FJ746939
MG3-102
MG2-101
MG2-103
MG2-105
MG1-103
FJ746938
MG1-105
MT3-102
FJ746914
MG7-101
MG1-121
MG1-114
MG1-117
MG3-101
EF203248
EF203246
MT1-105
MT1-104
MT1-103
MT1-102
MS2-103
MG6-101
MG1-124
MG1-101
MG4-104
MG4-103
G01-102
BA1-106
BA1-105
BA1-103
MG4-102
MG1-125
MG1-126
AY270002
MG1-119
MG2-106
MG4-101
MG1-108
MG1-115

TG---GCTGGAGTCCTTTATTAATTTATTGAAC- --TCCT--AACT--CTGTCTACT

TG---GCTGGAGTCCTTTATTAATTTATTGAAC-----~ TCCT--AACT--CTGTCTACT
—————— TTGGGGTGG--GAGGACTTTATTGGACTCTCTCTCC-----CTCTCTGTCTACT
—————— TTGGGGTGG--GAGGACTTTATTGGACTCTCTCTCC-----CTCTCTGTCTACT
—————— TTGGGGTGG--GAGGACTTTATTGGACTCTCTCTCC-----CTCTCTGTCTACT
—————— TTGGGGTGG--GAGGACTTTATTGGACTCTCTCTCC-----CTCTCTGTCTACT

TTGCTTTTTGGAGGG---GGAACTTTATTGGACCCTTTCTTTTT-GGCTCTCTGTCTACT
TTGCTTTTTGGAGGG---GGAACTTTATTGGACCCTTTCTTTTT-GGCTCTCTGTCTACT

AGGCCGTAAAAAAGC--CTTCAGTCTGCTAAAT -————~ TCATATACAAAGTCATTTAAT
AGGCCGTAAAAAAGC--CTTCAGTCTGCTAAAT - ————~ TCATATACAAAGTCATTTAAT
* ok Kk kK * * kA ok

TAATCT--ATATAAACTCAATTTATTTTAAAATGAATGTAATGGATGTAACACATCTAAT
TAATCT--ATATAAACTCAATTTATTTTAAAATGAATGTAATGGATGTAACACATCTAAT
TAATCT--ATATAAACTCAGTTTATTTTAAAATGAATGTAATGGATGTAACACATCTAAT
TAATCT--ATATAAACTCAGTTTATTTTAAAATGAATGTAATGGATGTAACACATCTAAT
TAATCT--ATATAAACTCAGTTTATTTTAAAATGAATGTAATGGATGTAACACATCTAAT
TAATCT--ATATAAACTCAGTTTATTTTAAAATGAATGTAATGGATGTAACACATCTAAT
TAATCT--ATATAAACTCAATTTATTTTAAAATGAATGTAATGGATGTAACACATCTAAT
TAATCT--ATATAAACTCAATTTATTTTAAAATGAATGTAAAGGATGTAACACATCTAAT
TAATCT--ATATAAACTCAATTTATTTTAAAATGAATGTAATGGATGTAACACATCTAAT
TAATCT--ATATAAACTCAATTTATTTTAAAATGAATGTAATGGATGTA-—————————~
TAATCT--ATATAAACTCAATTTATTTTAAAATGAATGTAATGGATGTA-————=————~
TAATCT--ATATAAACTCAATTTATTTTAAAATGAATGTAATGGATGTA-————=————~
TAATCT--ATATAAACTCAATTTATTTTAAAATGAATGTAATGGATGTA-————==———~
TAATCT--ATATAAACTCAATTTATTTTAAAATGAATGTAATGGATGTA--—————————
TAATCT--ATATAAACTCAATTTATTTTAAAATGAATGTAATGGATGTA- - —————————
TAATCT--ATATAAACTCAATTTATTTTAAAATGAATGTGATGGATGTA-——————————
TAATCT--ATATAAACTCAATTTATTTTAAAATGAATGTAATGGATGTAA-—————————
TAATCT--ATATAAACTCAATTTATTTTAAAATGAATGTAATGGATGTA-—————————~
TAATCT--ATATAAACTCAATTTATTTTAAAATGAATGTAATGGATGTA-—————————~
TAATCT--ATATAAACTCAATTTATTTTAAAATGAATGTAATGGATGT ——————===——-
TAATCT--ATATAAACTCAATTTATTTTAAAATGAATGTAATGGATG-———————————-
TAATCT--ATATAAACTCAATTTATTTTAAAATGAATGTAATGGATGT———————————-
TAATCT--ATATAAACTCAATTTATTTTAAAATGAATGTAATGGATGTA-—————————-
TAATCT--ATATAAACTCAATTTATTTTAAAATGAATGTAATGGATGTA-——————————
TAATCT--ATATAAACTCAATTTATTTTAAAATGAATGTAATTGAGGT ——————=————-
TAATCT--ATATAAACTCAATT--
TAATCT--ATATAAACTCAATT--
TAATCT--ATATAAACTCAATT--
TAATCT--ATATAAACTCAATTTATTTTAAAATGAATGTAATGGATGTAACATATCTAAT
TAATCT--ATATAAACTCAATTTATTTTAAAATGAATGTAATGGATGTAACACATCTAAT
TAATCT--ATATAAACTCAATTTATTTTAAAATGAATGTAATGGATGTAACACATCTAAT
TAATCT--ATATAAACTCAATTTATTTTAAAATGAATGTAATGGATGTAACACATCTAAT
TAATCT--ATATAAACTCAATTTATTTTAAAATGAATGTAATGGATGTAACACATCTAAT
TAATCT--ATATAAACTCAATTTATTTTAAAATGAATGTAATGGATGTAACACATCTAAT
TAATCT--ATATAAACTCAATTTATTTTAAAATGAATGTAATGGATGTAACACATCTAAT
TAATCT--ATATAAACTCAATTTATTTTAAAATGAATGTAATGGATGTAACACATCTAAT
TAATCT--ATATAAACTCAATTTATTTTAAAATGAATGTAATGGATGTAACACATCTAAT
TAATCT--ATATAAACTCAATTTATTTTAAAATGAATGTAATGGATGTAACACATCTAAT
TAATCT--ATATAAACTCAATTTATTTTAAAATGAATGTAATGGATGTAACACATCTAAT
TAATCT--ATATAAACTCAATTTATTTTAAAATGAATGTAATGGATGTAACACATCTAAT
TAATCT--ATATAAACTCAATTTATTTTAAAATGAATGTAATGGATGTAACACATCTAAT
TAATCT--ATATAAACTCAATTTATTTTAAAATGAATGTAATGGATGTAACACATCTAAT
TAATCT--ATATAAACTCAATTTATTTTAAAATGAATGTAATGGATGTAACACATCTAAT
TAATCT--ATATAAACTCAATTTATTTTAAAATGAATGTAATGGATGTAACACATCTAAT
TAATCT--ATATAAACTCAATTTATTTTAAAATGAATGTAATGGATGTAACACATCTAAT
TAATCT--ATATAAACTCAATTTATTTTAAAATGAATGTAATGGATGTAACACATCTAAT
TAATCT--ATATAAACTCTTTTTATTTTAAAATGAATGTAATGGATGTAACACATCTAAT
TAATCT--ATATAAACTCTTTTTATTTTAAAATGAATGTAATGGATGTAACACATCTAAT
TAATCT--ATATAAACTCAATTTATTTTAAAATGAATGTAATGGATGTAACACATCTAAT
TAATCT--ATATAAACTCAATTTATTTTAAAATGAATGTAATGGATGTAACACATCTAAT
TAATCT--ATATAAACTCAATTTATTTTAAAATGAATGTAATGGATGTAACACATCTAAT
TAATCT--ATATAAACTCAATTTATTTTAAAATGAATGTAATGGATGTAACACATCTAAT
TAATCT--ATATAAACTCAATTTATTTTAAAATGAATGTAATGGATGTAACACATCTAAT
TAATCT--ATATAAACTCAATTTATTTTAAAATGAATGTAATGGATGTAACACATCTAAT
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AY684924
MG1-120
MG1-107
AB286941
MG1-102
AF354100
MG1-1011
MG1-122
BA3-101
DQ102449
BA2-102
EF429313

BA2-101
EF203251
GO1-101
MG1-104
MT1-101
MT2-101
FJ440198
MS1-101
EU244842
MG5-101
MG3-105
MG1-109
MG1-128
FJ746974
FJ746939
MG3-102
MG2-101
MG2-103
MG2-105
MG1-103
FJ746938
MG1-105
MT3-102
FJ746914
MG7-101
MG1-121
MG1-114
MG1-117
MG3-101
EF203248
EF203246
MT1-105
MT1-104
MT1-103
MT1-102
MS2-103
MG6-101
MG1-124
MG1-101
MG4-104
MG4-103
G01-102
BA1-106
BA1-105
BA1-103
MG4-102
MG1-125
MG1-126
AY270002
MG1-119
MG2-106
MG4-101

TAATCT--ATATAAACTCAATTTATTTTAAAATGAATGTAATGGATGTAACACATCTAAT
TAATCT--ATATAAACTCAATTTATTTTAAAATGAATGTAATGGATGTAACACATCTAAT
TAATTT--ACACACACTCTATTTAATTT
TAATTT--ACACACACTCTATTTAATTT
CAATTTTTACACAAACTCAATTTATTTTAAAATGAATGTCATTGATGTAACGCATCTAAT
CAATTTTTACACAAACTCAATTTATTTTAAAATGAATGTCATTGATGTAACGCATCTAAT
CAATTTTTACACAAACTCAATTTATTTTAAAATGAATGTCATTGATGTAACGCATCTAAT
CAATTTTTACACAAACTCAATTTATTTTAAAATGAATGTCATTGATGTAACGCATCTAAT
TAATTA--ATATAAACTCAATTTATTTTAAAATGAATGTAATGGATGTAACACATCTAAT
TAATTA--ATATAAACTCAATTTATTTTAAAATGAATGTAATGGATGTAACACATCTAAT
TGAACT--GAATGTACTTGATGTAAC
TGAACT--GAATGTACTTGATGTAAC
* *

Fkk *

ACT-——mmmmemem 216
ACT-——mmmmemem 216
ACTA-————————— 218
ACTA-—————om— 218
ACTA-————————— 218
ACTA-———mmme - 218
ACTA-———mmm - 218
ACTA-————mom—— 223
ACTA-————mom—— 223
ACT=——mmmmome 218
ACT———mmm e 218
ACT———mmmmemem 218
ACT-——mmmmem o 218
ACT=——mmmmeme 218
ACT———mmmmeme 218
ACT=——mmmmome 218
ACT=——mmmmome 218
ACT——mmmm e 218
ACT-——mmmmemem 218
ACT-——mmmmemem 218
ACT-——mmmmemem 218
ACT———mmmmome 218
ACT———mmmmeme 218
ACT-——mmmmome 218
ACT———mmmmme e 218
ACT———mmmmme e 218
ACT-——m—mmeme o 218
ACT-——m—mmeme o 218
ACT-——mmmme e 218
ACT=——mmmmeme 216
ACT=——mmmmome 216

ACTAAGTTTCAACA 218
ACTAAGTTTCAACA 218

95

204
204
179
179
200
200
200
200
217
217
179
179



“FIGURA 1A, Cont.”

MG1-108
MG1-115
AY684924
MG1-120
MG1-107
AB286941
MG1-102
AF354100
MG1-1011
MG1-122
BA3-101
DQ102449
BA2-102
EF429313

ACTAAGTTTCAACA 218
ACTAAGTTTCAACA 218
ACTAAGTTTCAACA 218
ACTAAGTTTCAACA 218

Yo 203
Yo p—— 203
Yo p— 203
Yo P — 203
Y —— 219
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BA2-102 = = = e GCATCATTGAACTAAGTTTCAACAACGGATCTCTTGGC 38
EF429313 -GCATCATTGAACTAAGTTTCAACAACGGATCTCTTGGC 38
MG2-106 -— ACGGATCTCTTGGC 14
MG4-101 -— ACGGATCTCTTGGC 14
MG1-108 -— ACGGATCTCTTGGC 14
MG1-115 -—= ACGGATCTCTTGGC 14
MG1-120 - ACGGATCTCTTGGC 14
AY684924 - ACGGATCTCTTGGC 14
BA3-101 = = e TAAGTTTCAACAACGGATCTCTTGGC 26
DQ102449  —mm e ACTAAGTTTCAACAACGGATCTCTTGGC 28
GO1-101 = —emmmmemmme e AGTTTCAACAACGGATCTCTTGGC 24
MG1-104 AGTTTCAACAACGGATCTCTTGGC 24
MT1-101 AGTTTCAACAACGGATCTCTTGGC 24
MT2-101 AGTTTCAACAACGGATCTCTTGGC 24
FJ440198 AGTTTCAACAACGGATCTCTTGGC 24
EU244842 AGTTTCAACAACGGATCTCTTGGC 24
MS1-101 AGTTTCAACAACGGATCTCTTGGC 24
MG1-111 AAGTTTCAACAACGGATCTCTTGGC 25
MG1-114 AAGTTTCAACAACGGATCTCTTGGC 25
MG1-119 AAGTTTCAACAACGGATCTCTTGGC 25
MG1-121 AAGTTTCAACAACGGATCTCTTGGC 25
MG1a€122 AAGTTTCAACAACGGATCTCTTGGC 25
MG1-124 AAGTTTCAACAACGGATCTCTTGGC 25
MG1-125 AAGTTTCAACAACGGATCTCTTGGC 25
MG1-126 AAGTTTCAACAACGGATCTCTTGGC 25
AY270002 AAGTTTCAACAACGGATCTCTTGGC 25
EF203251 AAGTTTCAACAACGGATCTCTTGGC 25
EF203248 AAGTTTCAACAACGGATCTCTTGGC 25
EF203246 AAGTTTCAACAACGGATCTCTTGGC 25
AF354100 AAGTTTCAACAACGGATCTCTTGGC 25
MT1-105 AAGTTTCAACAACGGATCTCTTGGC 25
MT1-104 AAGTTTCAACAACGGATCTCTTGGC 25
MT1-103 AAGTTTCAACAACGGATCTCTTGGC 25
MT1-102 AAGTTTCAACAACGGATCTCTTGGC 25
MS2-103 AAGTTTCAACAACGGATCTCTTGGC 25
MG6-101 AAGTTTCAACAACGGATCTCTTGGC 25
MG1-117 AAGTTTCAACAACGGATCTCTTGGC 25
MG1-102 AAGTTTCAACAACGGATCTCTTGGC 25
MG1-101 AAGTTTCAACAACGGATCTCTTGGC 25
MG4-104 AAGTTTCAACAACGGATCTCTTGGC 25
MG4-103 AAGTTTCAACAACGGATCTCTTGGC 25
MG4-102 AAGTTTCAACAACGGATCTCTTGGC 25
G01-102 AAGTTTCAACAACGGATCTCTTGGC 25
BA2-101 AAGTTTCAACAACGGATCTCTTGGC 25
BA1-106 AAGTTTCAACAACGGATCTCTTGGC 25
BA1-105 AAGTTTCAACAACGGATCTCTTGGC 25
BA1-103 AAGTTTCAACAACGGATCTCTTGGC 25
MG3-101 = e AAGTTTCAACAACGGATCTCTTGGC 25
MG2-103 e —-—--ACACATCTAATACTAAGTTTCAACAACGGATCTCTTGGC 39
MT3-102 = e ACACATCTAATACTAAGTTTCAACAACGGATCTCTTGGC 39
MG2-105 = —mmmmmmmmmmmee e ACACATCTAATACTAAGTTTCAACAACGGATCTCTTGGC 39
MG5-101 —-—ACACATCTAATACTAAGTTTCAACAACGGATCTCTTGGC 39
MG1-109 ---ACACATCTAATACTAAGTTTCAACAACGGATCTCTTGGC 39
MG1-128 = e ACACATCTAATACTAAGTTTCAACAACGGATCTCTTGGC 39
MG3-102 = = e ACACATCTAATACTAAGTTTCAACAACGGATCTCTTGGC 39
MG3-105 = e —---ACACATCTAATACTAAGTTTCAACAACGGATCTCTTGGC 39
FJ746914 =  ———mmmm—————e —---ACACATCTAATACTAAGTTTCAACAACGGATCTCTTGGC 39
FJ746974 = ———mmmm—————— ---ACACATCTAATACTAAGTTTCAACAACGGATCTCTTGGC 39
FJ746939 - ---ACACATCTAATACTAAGTTTCAACAACGGATCTCTTGGC 39
MG1-105 = o --AACACATCTAATACTAAGTTTCAACAACGGATCTCTTGGC 40
MG7-101 e AACACATCTAATACTAAGTTTCAACAACGGATCTCTGGGC 40
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MG1-103
MG1-107
AB286941
FJ746938
MG2-101

BA2-102
EF429313
MG2-106
MG4-101
MG1-108
MG1-115
MG1-120
AY684924
BA3-101
DQ102449
GO1-101
MG1-104
MT1-101
MT2-101
FJ440198
EU244842
MS1-101
MG1-111
MG1-114
MG1-119
MG1-121
MG1a€“122
MG1-124
MG1-125
MG1-126
AY270002
EF203251
EF203248
EF203246
AF354100
MT1-105
MT1-104
MT1-103
MT1-102
MS2-103
MG6-101
MG1-117
MG1-102
MG1-101
MG4-104
MG4-103
MG4-102
G01-102
BA2-101
BA1-106
BA1-105
BA1-103
MG3-101
MG2-103
MT3-102
MG2-105
MG5-101
MG1-109
MG1-128
MG3-102
MG3-105
FJ746914
FJ746974

———————————————————— AACACATCTAATACTAAGTTTCAACAACGGATCTCTTGGC
AAACTGAATGTAATTGATGTAACGCATCTAATACTAAGTTTCAACAACGGATCTCTTGGC
AAACTGAATGTAATTGATGTAACGCATCTAATACTAAGTTTCAACAACGGATCTCTTGGC
————————————— ----TAACACATCTAATACTAAGTTTCAACAACGGATCTCTTGGC
—————————————————————— CACATCTAATACTAAGTTTCAACAACGGATCTCTTGGC

s

TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAGTGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAGTTCAAT
TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAAAATTCAGT
TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
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FJ746939
MG1-105
MG7-101
MG1-103
MG1-107
AB286941
FJ746938
MG2-101

BA2-102
EF429313
MG2-106
MG4-101
MG1-108
MG1-115
MG1-120
AY684924
BA3-101
DQ102449
GO1-101
MG1-104
MT1-101
MT2-101
FJ440198
EU244842
MS1-101
MG1-111
MG1-114
MG1-119
MG1-121
MG1a€“122
MG1-124
MG1-125
MG1-126
AY270002
EF203251
EF203248
EF203246
AF354100
MT1-105
MT1-104
MT1-103
MT1-102
MS2-103
MG6-101
MG1-117
MG1-102
MG1-101
MG4-104
MG4-103
MG4-102
G01-102
BA2-101
BA1-106
BA1-105
BA1-103
MG3-101
MG2-103
MT3-102
MG2-105
MG5-101
MG1-109
MG1-128
MG3-102
MG3-105

TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
TCTCGCATCGATGAAAAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
TCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCACT

* hkkk Kk

GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCTTGGAGCATGCCTGTT
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCTTGGAGCATGCCTGTT
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCTTGGAGCATGCCTGTT
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCTTGGAGCATGCCTGTT
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCTTGGAGCATGCCTGTT
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCTTGGAGCATGCCTGTT
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCTTGGAGCATGCCTGTT
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCTTGGAGCATGCCTGTT
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCTTGGAGCATGCCTGTT
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCTTGGAGCATGCCTGTT
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCTTGGAGCATGCCTGTT
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCTTGGAGCATGCCTGTT
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCTTGGAGCATGCCTGTT
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCTTGGAGCATGCCTGTT
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCTTGGAGCATGCCTGTT
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCTTGGAGCATGCCTGTT
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCTTGGAGCATGCCTGTT
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCTTGGAGCATGCCTGTT
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCTTGGAGCATGCCTGTT
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCTTGGAGCATGCCTGTT
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCTTGGAGCATGCCTGTT
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCTTGGAGCATGCCTGTT
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCTTGGAGCATGCCTGTT
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCTTGGAGCATGCCTGTT
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCTTGGAGCATGCCTGTT
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCTTGGAGCATGCCTGTT
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCTTGGAGCATGCCTGTT
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCTTGGAGCATGCCTGTT
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCTTGGAGCATGCCTGTT
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCTTGGAGCATGCCTGTT
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCTTGGAGCATGCCTGTT
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCTTGGAGCATGCCTGTT
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCTTGGAGCATGCCTGTT
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCTTGGAGCATGCCTGTT
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCTTGGAGCATGCCTGTT
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCTTGGAGCATGCCTGTT
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCTTGGAGCATGCCTGTT
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCTTGGAGCATGCCTGTT
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCTTGGAGCATGCCTGTT
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCTTGGAGCATGCCTGTT
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCTTGGAGCATGCCTGTT
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCTTGGAGCATGCCTGTT
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCTTGGAGCATGCCTGTT
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCTTGGAGCATGCCTGTT
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCTTGGAGCATGCCTGTT
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCTTGGAGCATGCCTGTT
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCTTGGAGCATGCCTGTT
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCTCTCCTTGGTATTCCTTGGAGCATGCCTGTT
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCTTGGAGCATGCC--~-~
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCTTGGAGCATGCC--~-~
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCTTGGAGCATGCC--~-~
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCTTGGAGCATGCC--~-~
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCTTGGAGCATGCC--~-~
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCTTGGAGCATGCC---~—
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCTTGGAGCATGCC---~—
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCTTGGAGCATGCC--~-~
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FJ746914
FJ746974
FJ746939
MG1-105
MG7-101
MG1-103
MG1-107
AB286941
FJ746938
MG2-101

BA2-102
EF429313
MG2-106
MG4-101
MG1-108
MG1-115
MG1-120
AY684924
BA3-101
DQ102449
GO1-101
MG1-104
MT1-101
MT2-101
FJ440198
EU244842
MS1-101
MG1-111
MG1-114
MG1-119
MG1-121
MG1a€122
MG1-124
MG1-125
MG1-126
AY270002
EF203251
EF203248
EF203246
AF354100
MT1-105
MT1-104
MT1-103
MT1-102
MS2-103
MG6-101
MG1-117
MG1-102
MG1-101
MG4-104
MG4-103
MG4-102
G01-102
BA2-101
BA1-106
BA1-105
BA1-103
MG3-101
MG2-103
MT3-102
MG2-105
MG5-101
MG1-109
MG1-128

GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCTTGGAGCATGCC---- 155
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCTTGGAGCATGCC---- 155
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCTTGGAGCATGCC---- 155
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCTTGGAGCATGC----~ 155
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCTTGGAGCATGC----~— 155
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCTTGGAGCATGC-~~~-~ 155

GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTC————————————m————
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTC-~

TGAGT—========—m 163
TGAGTATCATGAAATCTTCAA 155
TGAGTATCATGAAATCTTCAA 155
TGAGTATCATGAAATCTTCAA 155
TGAGTATCATGAAATCTTCAA 155
TGAGTATCATGAAATCTTCAA 155
TGAGTATCATGAAATCTTCAA 155

TGAGTATCATGAAATCT---- 163
TGAGTATCATGAAAT —————-— 163
TGAGTATCATG----- 155
TGAGTATCATG-- 155
TGAGTATCATG-- 155
TGAGTATCATG-- 155
TGAGTATCATG-- 155
TGAGTATCAT--- 154
TGAGTATCAT-—————————— 154
TGAGTATCAT-—=======—= 155
TGAGTATCAT--- 155
TGAGTATCAT--- 155
TGAGTATCAT-—-———————- 155
TGAGTATCAT-—-———————- 155
TGAGTATCAT--- 155
TGAGTATCAT--- 155
TGAGTATCAT--- 155
TGAGTATCAT--- 155
TGAGTATCAT--- 155
TGAGTATCAT--- 155
TGAGTATCAT--- 155
TGAGTATCAT--- 155
TGAGTATCAT--- 155
TGAGTATCAT--- 155
TGAGTATCAT--- 155
TGAGTATCAT-—=======—= 155
TGAGTATCAT-—=======—= 155
TGAGTATCAT--- 155
TGAGTATCAT--- 155
TGAGTATCAT-—————————- 155
TGAGTATCAT-—————————— 155
TGAGTATCAT--- 155
TGAGTATCAT--- 155
TGAGTATCAT--- 155
TGAGTATCAT--- 155
TGAGTATCAT--- 155
TGAGTATCAT--- 155
TGAGTATCAT--- 155
TGAGTATCAT--- 155
TGAGTATCAT--- 155
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BA1-103 GAAATCTTCAAAGTCAAACCTTTTGTTAACTCA 33

BA1-105 GAAATCTTCAAAGTCAAACCTTTTGTTAACTCA 33
BA1-106 GAAATCTTCAAAGTCAAACCTTTTGTTAACTCA 33
MG4-102 GAAATCTTCAAAGTCAAACCTTTTGTTAACTCA 33
EF203248 GAAATCTTCAAAGTCAAACCTTTTGTTAACTCA 33
MG1-121 GAAATCTTCAAAGTCAAACCTTTTGTTAACTCA 33
MG3-101 GAAATCTTCAAAGTCAAACCTTTTGTTAACTCA 33
G01-102 GAAATCTTCAAAGTCAAACCTTTTGTTAACTCA 33
MG4-103 GAAATCTTCAAAGTCAAACCTTTTGTTAACTCA 33
MG4-104 GAAATCTTCAAAGTCAAACCTTTTGTTAACTCA 33
MG1-124 GAAATCTTCAAAGTCAAACCTTTTGTTAACTCA 33
MG1-125 GAAATCTTCAAAGTCAAACCTTTTGTTAACTCA 33
MG1-126 GAAATCTTCAAAGTCAAACCTTTTGTTAACTCA 33
MG6-101 GAAATCTTCAAAGTCAAACCTTTTGTTAACTCA 33
MS2-103 GAAATCTTCAAAGTCAAACCTTTTGTTAACTCA 33
MT1-102 GAAATCTTCAAAGTCAAACCTTTTGTTAACTCA 33
MT1-103 GAAATCTTCAAAGTCAAACCTTTTGTTAACTCA 33
MT1-104 GAAATCTTCAAAGTCAAACCTTTTGTTAACTCA 33
MT1-105 GAAATCTTCAAAGTCAAACCTTTTGTTAACTCA 33
EF203246 = ——mmmmmmmmmmmmm GAAATCTTCAAAGTCAAACCTTTTGTTAACTCA 33
MG2-106 mmmmmmmmmmmmme AGTCAAACCTTTTGTTAACTCA 22
T AGTCAAACCTTTTGTTAACTCA 22
MGL-108 e AGTCAAACCTTTTGTTAACTCA 22
MGL-115 o AGTCAAACCTTTTGTTAACTCA 22
MGL1-120 e AGTCAAACCTTTTGTTAACTCA 22
AYB84924  mmmmmmme AGTCAAACCTTTTGTTAACTCA 22
BA2-102 —ATCATGAAATTCTCAAAGTAA-ACCTTTTGTTAATTCA 37
EF429313 —ATCATGAAATTCTCAAAGTAA-ACCTTTTGTTAATTCA 37
BA3-101 mmmmmmmmmmmm TCAAAGTAATATCTTTTGTTAATTCA 26
DQ102449  —mmmmmmm CTTCAAAGTAATATCTTTTGTTAATTCA 28
MG1-102 GAAATCTTCAAAGTGA-ATCTTTTGTTAATTCA 32
MG1-111 GAAATCTTCAAAGTGA-ATCTTTTGTTAATTCA 32
MG1-122 GAAATCTTCAAAGTGA-ATCTTTTGTTAATTCA 32
AF354100 GAAATCTTCAAAGTGA-ATCTTTTGTTAATTCA 32
MG1-119 GAAATCTTCAAAGTCAAACCTTTTGTTAACTCA 33
MG1-101 GAAATCTTCAAAGTCAAACCTTTTGTTAACTCA 33
MG1-114 GAAATCTTCAAAGTCAAACCTTTTGTTAACTCA 33
MG1-117 GAAATCTTCAAAGTCAAACCTTTTGTTAACTCA 33
AY270002 GAAATCTTCAAAGTCAAACCTTTTGTTAACTCA 33
MS1-101 GAAATCTTCAAAGTCAAACCTTTAGTTTACTCA 33
EU244842 GAAATCTTCAAAGTCAAACCTTTTGTTAACTCA 33
GO1-101  mmmmmmmme AAATCTTCAAAGTCAAACCTTTTGTTAACTCA 32
MT1-101  —mmmmmmmmmmmm AAATCTTCAAAGTCAAACCTTTTGTTAACTCA 32
MT2-101 —mmmmmmmmmme AAATCTTCAAAGTCAAACCTTTTGTTAACTCA 32
FJ440198  —mmmmmmmmmm e AAATCTTCAAAGTCAAACCTTTTGTTAACTCA 32
MG1-104 e AAATCTTCAAAGTCAAACCTTTTGTTAACTCA 32
EF203251  —mmmmmmmmmmmmmmmmme GAAATCTTCAAAGTCAAACCTTTTGTTAACTCA 33
BA2-101 mmmmmmmmmmmmm GAAATCTTCAAAGTCAAACCTTTTGTTAACTCA 33
MG2-103 ~ —mmmmmmmmmeo TGTTTGAGTATCATGAAATCTTCAAAGTCAAACCTTTTGTTAACTCA 47
T 1o P —— TGTTTGAGTATCATGAAATCTTCAAAGTCAAACCTTTTGTTAACTCA 47
T Y P — TGTTTGAGTATCATGAAATCTTCAAAGTCAAACCTTTTGTTAACTCA 47
Y 1) T —— TGTTTGAGTATCATGAAATCTTCAAAGTCAAACCTTTTGTTAACTCA 47
MG2-105 ~ —mmmmmmmmmoe TGTTTGAGTATCATGAAATCTTCAAAGTCAAACCTTTTGTTAACTCA 47
MG5-101  —mmmmmmmmmm TGTTTGAGTATCATGAAATCTTCAAAGTCAAACCTTTTGTTAACTCA 47
FJ746914  ——mmmmmmm o TGTTTGAGTATCATGAAATCTTCAAAGTCAAACCTTTTGTTAACTCA 47
FJ746939  ——m—mmmmmo o TGTTTGAGTATCATGAAATCTTCAAAGTCAAACCTTTTGTTAACTCA 47
FJ746974 = —mmmmmmmm o TGTTTGAGTATCATGAAATCTTCAAAGTCAAACCTTTTGTTAACTCA 47
MG1-107 CTTGGAGCATGCCTGTTTGAGTATCATGAAATCTTCAAAGTAGAACCTTTTGT-AATTCA 59
AB286941 CTTGGAGCATGCCTGTTTGAGTATCATGAAATCTTCAAAGTAGAACCTTTTGT-AATTCA 59
MG7-101  —mmmmmmmme e CTGTTTGAGTATCATGAAATCTTCAAAGTCAAACCTTTTGTTAACTCA 48
FJ746938 ——m—m—mmme CCTGTTTGAGTATCATGAAATCTTCAAAGTCAAACCTTTTGTTAACTCA 49
MG1-103 ~ —mmmmmmmmo CTGTTTGAGTATCATGAAATCTTCAAAGTCAAACCTTTTGTTAACTCA 48

FIGURA 3A Alinhamento das sequéncias de nucleotideos do gene ITS2 do
rDNA de isolados estudados e de isolados disponiveis no banco
de dados
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MG1-105
MT3-102
MG2-101
MG3-102

BA1-103
BA1-105
BA1-106
MG4-102
EF203248
MG1-121
MG3-101
G01-102
MG4-103
MG4-104
MG1-124
MG1-125
MG1-126
MG6-101
MS2-103
MT1-102
MT1-103
MT1-104
MT1-105
EF203246
MG2-106
MG4-101
MG1-108
MG1-115
MG1-120
AY684924
BA2-102
EF429313
BA3-101
DQ102449
MG1-102
MG1-111
MG1-122
AF354100
MG1-119
MG1-101
MG1-114
MG1-117
AY270002
MS1-101
EU244842
GO1-101
MT1-101
MT2-101
FJ440198
MG1-104
EF203251
BA2-101
MG2-103
MG1-109
MG1-128
MG3-105
MG2-105
MG5-101
FJ746914
FJ746939
FJ746974
MG1-107
AB286941

____________ CTGTTTGAGTATCATGAAATCTTCAAAGTCAAACCTTTTGTTAACTCA
_____________ TGTTTGAGTATCATGAAATCTTCAAAGTCAAACCTTTTGTTAACTCA
______________ GTTTGAGTATCATGAAATCTTCAAAGTCAAACCTTTTGTTAACTCA
_____________ TGTTTGAGTATCATGAAATCTTCAAAGTCAAACCTTTTGTTAACTCA

Kkk K okAkk Ak ok kAK

ATTGGTTC--TGCTTTGGTATT-GGAGGTCTATTGCAGCT-TCACA-CCTGCTCCTCTTT
ATTGGTTC--TGCTTTGGTATT-GGAGGTCTATTGCAGCT-TCACA-CCTGCTCCTCTTT
ATTGGTTC--TGCTTTGGTATT-GGAGGTCTATTGCAGCT-TCACA-CCTGCTCCTCTTT
ATTGGTTC--TGCTTTGGTATT-GGAGGTCTATTGCAGCT-TCACA-CCTGCTCCTCTTT
ATTGGTTC--TGCTTTGGTATT-GGAGGTCTATTGCAGCT-TCACA-CCTGCTCCTCTTT
ATTGGTTC--TGCTTTGGTATT-GGAGGTCTATTGCAGCT-TCACA-CCTGCTCCTCTTT
AGTGGTTC--TGCTTTGGTATT-GGAGGTCTATTGCAGCT-TCACA-CCTGCTCCTCTTT
ATTGGTTC--TGCTTTGGTATT-GGAGGTCTATTGCAGCT-TCACA-CCTGCTCCTCTTT
ATTGGTTC--TGCTTTGGTATT-GGAGGTCTATTGCAGCT-TCACA-CCTGCTCCTCTTT
ATTGGTTC--TGCTTTGGTATT-GGAGGTCTATTGCAGCT-TCACA-CCTGCTCCTCTTT
ATTGGTTC--TGCTTTGGTATT-GGAGGTCTATTGCAGCT-TCACA-CCTGCTCCTCTTT
ATTGGTTC--TGCTTTGGTATT-GGAGGTCTATTGCAGCT-TCACA-CCTGCTCCTCTTT
ATTGGTTC--TGCTTTGGTATT-GGAGGTCTATTGCAGCT-TCACA-CCTGCTCCTCTTT
ATTGGTTC--TGCTTTGGTATT-GGAGGTCTATTGCAGCT-TCACA-CCTGCTCCTCTTT
ATTGGTTC--TGCTTTGGTATT-GGAGGTCTATTGCAGCT-TCACA-CCTGCTCCTCTTT
ATTGGTTC--TGCTTTGGTATT-GGAGGTCTATTGCAGCT-TCACA-CCTGCTCCTCTTT
ATTGGTTC--TGCTTTGGTATT-GGAGGTCTATTGCAGCT-TCACA-CCTGCTCCTCTTT
ATTGGTTC--TGCTTTGGTATT-GGAGGTCTATTGCAGCT-TCACA-CCTGCTCCTCTTT
ATTGGTTC--TGCTTTGGTATT-GGAGGTCTATTGCAGCT-TCACA-CCTGCTCCTCTTT
ATTGGTTC--TGCTTTGGTATT-GGAGGTCTATTGCAGCT-TCACA-CCTGCTCCTCTTT
ATTGGTTC--TGCTTTGGTATT-GGAGGTCTATTGCAGCT-TCACA-CCTGCTCCTCTTT
ATTGGTTC--TGCTTTGGTATT-GGAGGTCTATTGCAGCT-TCACA-CCTGCTCCTCTTT
ATTGGTTC--TGCTTTGGTATT-GGAGGTCTATTGCAGCT-TCACA-CCTGCTCCTCTTT
ATTGGTTC--TGCTTTGGTATT-GGAGGTCTATTGCAGCT-TCACA-CCTGCTCCTCTTT
ATTGGTTC--TGCTTTGGTATT-GGAGGTCTATTGCAGCT-TCACA-CCTGCTCCTCTTT
ATTGGTTC--TGCTTTGGTATT-GGAGGTCTATTGCAGCT-TCACA-CCTGCTCCTCTTT
ACTGGTCT--TGCTTTGGACTT-GGAGGTCT-TTGCAGATGTCACAGTCTGCTCCTCTTA
ACTGGTCT--TGCTTTGGACTT-GGAGGTCT-TTGCAGATGTCACAGTCTGCTCCTCTTA
ATTGGTTT--TGCTTTGGTATT-GGAGGTCTATTGCAGCT-TCACA-CCTGCTCCTCTTT
ATTGGTTT--TGCTTTGGTATT-GGAGGTCTATTGCAGCT-TCACA-CCTGCTCCTCTTT
ATCGGTTC--TACTTTGGTATTTGGAGGTCTTTTGCAGCT-TCACA-CCTGCTCCTCTTT
ATCGGTTC--TACTTTGGTATTTGGAGGTCTTTTGCAGCT-TCACA-CCTGCTCCTCTTT
ATCGGTTC--TACTTTGGTATTTGGAGGTCTTTTGCAGCT-TCACA-CCTGCTCCTCTTT
ATCGGTTC--TACTTTGGTATTTGGAGGTCTTTTGCAGCT-TCACA-CCTGCTCCTCTTT
ATTGGTTC--TGCTTTGGTATT-GGAGGTCTATTGCAGCT-TCACA-CCTGCTCCTCTTT
ATTGGTTC--TGCTTTGGTATT-GGAGGTCTATTGCAGCT-TCACA-CCTGCTCCTCTTT
ATTGGTTC--TGCTTTGGTATT-GGAGGTCTATTGCAGCT-TCACA-CCTGCTCCTCTTT
ATTGGTTC--TGCTTTGGTATT-GGAGGTCTATTGCAGCT-TCACA-CCTGCTCCTCTTT
ATTGGTTC--TGCTTTGGTATT-GGAGGTCTATTGCAGCT-TCACA-CCTGCTCCTCTTT
ATTGGTTC--TGCTTTGGTATT-GGAGGTCTATTGCAGCT-TCACA-CCTGCTCCTCTTT
ATTGGTTC--TGCTTTGGTATT-GGAGGTCTATTGCAGCT-TCACA-CCTGCTCCTCTTT
GTTGGTTC--TGCTTTGGTATT-GGAGGTCTATTGCAGCT-TCACA-CCTGCTCCTCTTT
GTTGGTTC--TGCTTTGGTATT-GGAGGTCTATTGCAGCT-TCACA-CCTGCTCCTCTTT
GTTGGTTC--TGCTTTGGTATT-GGAGGTCTATTGCAGCT-TCACA-CCTGCTCCTCTTT
GTTGGTTC--TGCTTTGGTATT-GGAGGTCTATTGCAGCT-TCACA-CCTGCTCCTCTTT
ATTGGTTC--TGCTTTGGTATT-GGAGGTCTATTGCAGCT-TCACA-CCTGCTCCTCTTT
ATTGGTTC--TGCTTTGGTATT-GGAGGTCTATTGCAGCT-TCACA-CCTGCTCCTCTTT
ATTGGTTC--TGCTTTGGTATT-GGAGGTCTATTGCAGCT-TCACA-CCTGCTCCTCTTT
ATTGGTTC--TGCTTTGGTATT-GGAGGTCTATTGCAGC-TTCACA-CCTGCTCCTCTTT
ATTGGTTC--TGCTTTGGTATT-GGAGGTCTATTGCAGC-TTCACA-CCTGCTCCTCTTT
ATTGGTTC--TGCTTTGGTATT-GGAGGTCTATTGCAGC-TTCACA-CCTGCTCCTCTTT
ATTGGTTC--TGCTTTGGTATT-GGAGGTCTATTGCAGC-TTCACA-CCTGCTCCTCTTT
ATTGGTTC--TGCTTTGGTATT-GGAGGTCTATTGCAGC-TTCACA-CCTGCTCCTCTTT
ATTGGTTC--TGCTTTGGTATT-GGAGGTCTATTGCAGC-TTCACA-CCTGCTCCTCTTT
ATTGGTTC--TGCTTTGGTATT-GGAGGTCTATTGCAGC-TTCACA-CCTGCTCCTCTTT
ATTGGTTC--TGCTTTGGTATT-GGAGGTCTATTGCAGC-TTCACA-CCTGCTCCTCTTT
ATTGGTTC--TGCTTTGGTATT-GGAGGTCTATTGCAGC-TTCACA-CCTGCTCCTCTTT
ATTGGTTCCTTACTTTGGTATT-GGAGGTCT-TTGCAGC-TTCACA-CCTGCTCCTCTTT
ATTGGTTCCTTACTTTGGTATT-GGAGGTCT-TTGCAGC-TTCACA-CCTGCTCCTCTTT

103

48
a7
46
47

88
88
88
88
88
88
88
88
88
88
88
88
88
88
88
88
88
88
88
88
77
77
77
77
77
77
93
93
81
83
88
88
88
88
88
88
88
88
88
88
88
87
87
87
87
87
88
88
102
102
102
102
102
102
102
102
102
115
115



“FIGURA 3A, Cont.”

MG7-101
FJ746938
MG1-103
MG1-105
MT3-102
MG2-101
MG3-102

BA1-103
BA1-105
BA1-106
MG4-102
EF203248
MG1-121
MG3-101
G01-102
MG4-103
MG4-104
MG1-124
MG1-125
MG1-126
MG6-101
MS2-103
MT1-102
MT1-103
MT1-104
MT1-105
EF203246
MG2-106
MG4-101
MG1-108
MG1-115
MG1-120
AY684924
BA2-102
EF429313
BA3-101
DQ102449
MG1-102
MG1-111
MG1-122
AF354100
MG1-119
MG1-101
MG1-114
MG1-117
AY270002
MS1-101
EU244842
GO1-101
MT1-101
MT2-101
FJ440198
MG1-104
EF203251
BA2-101
MG2-103
MG1-109
MG1-128
MG3-105
MG2-105
MG5-101
FJ746914
FJ746939
FJ746974

ATTGGTTC--TGCTTTGGTATG-GGAGGTCTATTGCAGC-TTCACA-CCTGCTCCTCTTT
ATTGGTTC--TGCTTTGGTATT-GGAGGTCTATTGCAGC-TTCACA-CCTGCTCCTCTTT
ATTGGTTC--TGCTTTGGTATT-GGAGGTCTATTGCAGC-TTCACA-CCTGCTCCTCTTT
ATTGGTTC--TGCTTTGGTATT-GGAGGTCTATTGCAGC-TTCACA-CCTGCTCCTCTTT
ATTGGTTC--TGCTTTGGTATT-GGAGGTCTATTGCAGC-TTCACA-CCTGCTCCTCTTT
ATTGGTTC--TGCTTTGGTATT-GGAGGTCTATTGCAGC-TTCACA-CCTGCTCCTCTTT
ATTGGTTC--TGCTTTGGTATT-GGAGGTCTATTGCAGCATTCACA-CCTGCTCCTCTTT

Kk * *

GTACA-TTAGCTGGATCTCAGTGTTATGCTTGGTTCCACTCAGCGTGATAAGTTATCTAT
GTACA-TTAGCTGGATCTCAGTGTTATGCTTGGTTCCACTCAGCGTGATAAGTTATCTAT
GTACA-TTAGCTGGATCTCAGTGTTATGCTTGGTTCCACTCAGCGTGATAAGTTATCTAT
GTACA-TTAGCTGGATCTCAGTGTTATGCTTGGTTCCACTCAGCGTGATAAGTTATCTAT
GTACA-TTAGCTGGATCTCAGTGTTATGCTTGGTTCCACTCAGCGTGATAAGTTATCTAT
GTGCA-TTAGCTGGATCTCAGTGTTATGCTTGGTTCCACTCAGCGTGATAAGTTATCTAT
GTACA-TTAGCTGGATCTCAGTGTTATGCTTGGTTCCACTCAGCGTGATAAGTTATCTAT
GTGCA-TTAGCTGGATCTCAGTGTTATGCTTGGTTCCACTCAGCGTGATAAGTTATCTAT
GTGCA-TTAGCTGGATCTCAGTGTTATGCTTGGTTCCACTCAGCGTGATAAGTTATCTAT
GTGCA-TTAGCTGGATCTCAGTGTTATGCTTGGTTCCACTCAGCGTGATAAGTTATCTAT
GTGCA-TTAGCTGGATCTCAGTGTTATGCTTGGTTCCACTCAGCGTGATAAGTTATCTAT
GTGCA-TTAGCTGGATCTCAGTGTTATGCTTGGTTCCACTCAGCGTGATAAGTTATCTAT
GTGCA-TTAGCTGGATCTCAGTGTTATGCTTGGTTCCACTCAGCGTGATAAGTTATCTAT
GTGCA-TTAGCTGGATCTCAGTGTTATGCTTGGTTCCACTCAGCGTGATAAGTTATCTAT
GTGCA-TTAGCTGGATCTCAGTGTTATGCTTGGTTCCACTCAGCGTGATAAGTTATCTAT
GTGCA-TTAGCTGGATCTCAGTGTTATGCTTGGTTCCACTCAGCGTGATAAGTTATCTAT
GTGCA-TTAGCTGGATCTCAGTGTTATGCTTGGTTCCACTCAGCGTGATAAGTTATCTAT
GTGCA-TTAGCTGGATCTCAGTGTTATGCTTGGTTCCACTCAGCGTGATAAGTTATCTAT
GTGCA-TTAGCTGGATCTCAGTGTTATGCTTGGTTCCACTCAGCGTGATAAGTTATCTAT
GTGCA-TTAGCTGGATCTCAGTGTTATGCTTGGTTCCACTCAGCGTGATAAGTTATCTAT
GTGCA-TTAGCTGGATCTCAGTGTTATGCTTGGTTCCACTCAGCGTGATAAGTTATCTAT
GTGCA-TTAGCTGGATCTCAGTGTTATGCTTGGTTCCACTCAGCGTGATAAGTTATCTAT
GTGCA-TTAGCTGGATCTCAGTGTTATGCTTGGTTCCACTCAGCGTGATAAGTTATCTAT
GTGCA-TTAGCTGGATCTCAGTGTTATGCTTGGTTCCACTCAGCGTGATAAGTTATCTAT
GTGCA-TTAGCTGGATCTCAGTGTTATGCTTGGTTCCACTCAGCGTGATAAGTTATCTAT
GTGCA-TTAGCTGGATCTCAGTGTTATGCTTGGTTCCACTCAGCGTGATAAGTTATCTAT
AATAAATTAGCTGGATCTCAGTAT-ACACTTGGTTCCACTCGGCGTGATAAGT-ATCACT
AATAAATTAGCTGGATCTCAGTAT-ACACTTGGTTCCACTCGGCGTGATAAGT-ATCACT
GTTCA-TTAGCTGGATCTCAGTGTTATGCTTGGTTCCACTCAGCGTGATAAGTTATCTAT
GTTCA-TTAGCTGGATCTCAGTGTTATGCTTGGTTCCACTCAGCGTGATAAGTTATCTAT
GTGCA-TTAGCTGGATCTCAGTGTTATGCTTGGTTCCACTCAGCGTGATAAGTTATCTAT
GTGCA-TTAGCTGGATCTCAGTGTTATGCTTGGTTCCACTCAGCGTGATAAGTTATCTAT
GTGCA-TTAGCTGGATCTCAGTGTTATGCTTGGTTCCACTCAGCGTGATAAGTTATCTAT
GTGCA-TTAGCTGGATCTCAGTGTTATGCTTGGTTCCACTCAGCGTGATAAGTTATCTAT
GTGCA-TTAGCTGGATCTCAGTGTTATGCTTGGTTCCACTCAGCGTGATAAGTTATCTAT
GTGCA-TTAGCTGGATCTCAGTGTTATGCTTGGTTCCACTCAGCGTGATAAGTTATCTAT
GTGCA-TTAGCTGGATCTCAGTGTTATGCTTGGTTCCACTCAGCGTGATAAGTTATCTAT
GTGCA-TTAGCTGGATCTCAGTGTTATGCTTGGTTCCACTCAGCGTGATAAGTTATCTAT
GTGCA-TTAGCTGGATCTCAGTGTTATGCTTGGTTCCACTCAGCGTGATAAGTTATCTAT
GTTCA-TTAGCTGGATCTCAGTGTTATGCTTGGTTCCACTCAGCGTGATAAGTTATCTAT
GTGCA-TTAGCTGGATCTCAGTGTTATGCTTGGTTCCACTCAGCGTGATAAGTTATCTAT
GTGCA-TTAGCTGGATCTCAGTGTTATGCTTGGTTCCACTCAGCGTGATAAGTTATCTAT
GTGCA-TTAGCTGGATCTCAGTGTTATGCTTGGTTCCACTCAGCGTGATAAGTTATCTAT
GTGCA-TTAGCTGGATCTCAGTGTTATGCTTGGTTCCACTCAGCGTGATAAGTTATCTAT
GTGCA-TTAGCTGGATCTCAGTGTTATGCTTGGTTCCACTCAGCGTGATAAGTTATCTAT
GTGCA-TTAGCTGGATCTCAGTGTTATGCTTGGTTCCACTCAGCGTGATAAGTTATCTAT
GTGCA-TTAGCTGGATCTCAGTGTTATGCTTGGTTCCACTCAGCGTGATAAGTTATCTAT
GTGCA-TTAGCTGGATCTCAGTGTTATGCTTGGTTCCACTCAGCGTGATAAGTTATCTAT
GTGCA-TTAGCTGGATCTCAGTGTTATGCTTGGTTCCACTCAGCGTGATAAGTTATCTAT
GTGCA-TTAGCTGGATCTCAGTGTTATGCTTGGTTCCACTCAGCGTGATAAGTTATCTAT
GTGCA-TTAGCTGGATCTCAGTGTTATGCTTGGTTCCACTCAGCGTGATAAGTTATCTAT
GTGCA-TTAGCTGGATCTCAGTGTTATGCTTGGTTCCACTCAGCGTGATAAGTTATCTAT
GTGCA-TTAGCTGGATCTCAGTGTTATGCTTGGTTCCACTCAGCGTGATAAGTTATCTAT
GTGCA-TTAGCTGGATCTCAGTGTTATGCTTGGTTCCACTCAGCGTGATAAGTTATCTAT
GTGCA-TTAGCTGGATCTCAGTGTTATGCTTGGTTCCACTCAGCGTGATAAGTTATCTAT
GTGCA-TTAGCTGGATCTCAGTGTTATGCTTGGTTCCACTCAGCGTGATAAGTTATCTAT
GTGCA-TTAGCTGGATCTCAGTGTTATGCTTGGTTCCACTCAGCGTGATAAGTTATCTAT
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MG1-107
AB286941
MG7-101
FJ746938
MG1-103
MG1-105
MT3-102
MG2-101
MG3-102

BA1-103
BA1-105
BA1-106
MG4-102
EF203248
MG1-121
MG3-101
G01-102
MG4-103
MG4-104
MG1-124
MG1-125
MG1-126
MG6-101
MS2-103
MT1-102
MT1-103
MT1-104
MT1-105
EF203246
MG2-106
MG4-101
MG1-108
MG1-115
MG1-120
AY684924
BA2-102
EF429313
BA3-101
DQ102449
MG1-102
MG1-111
MG1-122
AF354100
MG1-119
MG1-101
MG1-114
MG1-117
AY270002
MS1-101
EU244842
G01-101
MT1-101
MT2-101
FJ440198
MG1-104
EF203251
BA2-101
MG2-103
MG1-109
MG1-128
MG3-105
MG2-105
MG5-101
FJ746914

GTTCA-TTAGCTGGATCTCAGTGTTATGCTTGGTTCCACTCAGCGTGATAAGT-ATCTAT
GTTCA-TTAGCTGGATCTCAGTGTTATGCTTGGTTCCACTCAGCGTGATAAGT-ATCTAT
GTGCA-TTAGCTGGATCTCAGTGTTATGCTGGGTTCCACTCAGCGTGATAAGTTATCTAT
GTGCA-TTAGCTGGATCTCAGTGTTATGCTTGGTTCCACTCAGCGTGATAAGTTATCTAT
GTGCA-TTAGCTGGATCTCAGTGTTATGCTTGGTTCCACTCAGCGTGATAAGTTATCTAT
GTGCA-TTAGCTGGATCTCAGTGTTATGCTTGGTTCCACTCAGCGTGATAAGTTATCTAT
GTGCA-TTAGCTGGATCTCAGTGTTATGCTTGGTTCCACTCAGCGTGATAAGTTATCTAT
GTGCA-TTAGCTGGATCTCAGTGTTATGCTTGGTTCCACTCATCGTGATAAGTTATCTAT

GTGCA-TTAGCTGGATATCAGTGTTATGCTTGGTTCCACTCAGCGTGATAAGTTATCTAT

K kkkkkkkhkkhk kkkhkkhkk Kk X *xk Fkk *
CGCTGAGGACACCCTGT-=-------TAAAAAG-—--—————- GGGTGGCCAAGGTAAATG
CGCTGAGGACACCCTGT--------TAAAAAG-—--—————- GGGTGGCCAAGGTAAATG
CGCTGAGGACACCCTGT-==-----TAAAAAG----———---- GGGTGGCCAAGGTAAATG
CGCTGAGGACACCCTGT-=------TAAAAAG----———---— GGGTGGCCAAGGTAAATG
CGCTGAGGACACCCTGT-==-----TAAAAAG----———-—-- GGGTGGCCAAGGTAAATG
CGCTGAGGACACCCTGT-=------TAAAAAG----——---- GGGTGGCCAAGGTAAATG
CGCTGAGGACACCCTGT-=------TAAAAAG----———---~ GGGTGGCCAAGGTAAATG
CGCTGAGGACACCCTGT-=-------TAAAAAG-—--—————- GGGTGGCCAAGGTAAATG
CGCTGAGGACACCCTGT-==-----TAAAAAG---—————-— GGGTGGCCAAGGTAAATG
CGCTGAGGACACCCTGT-==------TAAAAAG-—-—————-— GGGTGGCCAAGGTAAATG
CGCTGAGGACACCCTGT-=------TAAAAAG----———---- GGGTGGCCAAGGTAAATG
CGCTGAGGACACCCTGT-=------TAAAAAG----———---- GGGTGGCCAAGGTAAATG
CGCTGAGGACACCCTGT-=------TAAAAAG----———---- GGGTGGCCAAGGTAAATG
CGCTGAGGACACCCTGT-=------TAAAAAG----——---- GGGTGGCCAAGGTAAATG
CGCTGAGGACACCCTGT-=-------TAAAAAG-—--—————- GGGTGGCCAAGGTAAATG
CGCTGAGGACACCCTGT-=-------TAAAAAG-—--—————- GGGTGGCCAAGGTAAATG
CGCTGAGGACACCCTGT—==-----TAAAAAG---—————-— GGGTGGCCAAGGTAAATG
CGCTGAGGACACCCTGT-=------TAAAAAG---—————-- GGGTGGCCAAGGTAAATG
CGCTGAGGACACCCTGT-=------TAAAAAG----———---- GGGTGGCCAAGGTAAATG
CGCTGAGGACACCCTGT-==-----TAAAAAG----———-—-- GGGTGGCCAAGGTAAATG
CGCTGAGGACACCCTGT-==-----TAAAAAG----———---- GGGTGGCCAAGGTAAATG
CGCTGAGGACACCCTGT-=-------TAAAAAG-—--—————- GGGTGGCCAAGGTAAATG
CGCTGAGGACACCCTGT-=-------TAAAAAG-——-—————- GGGTGGCCAAGGTAAATG
CGCTGAGGACACCCTGT-=-------TAAAAAG-—--—————- GGGTGGCCAAGGTAAATG
CGCTGAGGACACCCTGT-==------TAAAAAG---—————-— GGGTGGCCAAGGTAAATG
CGCTGAGGACACCCTGT-- -GGGTGGCCAAGGTAAATG
CGCTGAGGACACT--- ---GTGGCCAGGC--AATA
CGCTGAGGACACT ---====-===-GTAAAAAG----———————= GTGGCCAGGC--AATA

TGCTGAGGACACTTTTTCTACTCTGTAAAAAGAGTTTGGGAGGGGTGGCCAAGGTAAATG
TGCTGAGGACACTTTTTCTACTCTGTAAAAAGAGTTTGGGAGGGGTGGCCAAGGTAAATG

CGCTGAGGACACT —=—--=--—--GTAAAAAG-——-———————— GTGGCCAAGGTAAATA
CGCTGAGGACACT--- -—--GTGGCCAAGGTAAATA
CGCTGAGGACACT--- ---GTGGCCAAGGTAAATA
CGCTGAGGACACT--- ---GTGGCCAAGGTAAATA
CGCTGAGGACACCCT---=----GTTAAAAAG----———---- GGGTGGCCAAGGTAAATG
CGCTGAGGACACCCT---=----GTTAAAAAG----——---- GGGTGGCCAAGGTAAATG
CGCTGAGGACACCCT--------GTTAAAAAG----———---- GGGTGGCCAAGGTAAATG
CGCTGAGGACACCCT--------GTTAAAAAG----—————- GGGTGGCCAAGGTAAATG
CGCTGAGGACACCCT--------GTTAAAAAG-—--—————- GGGTGGCCAAGGTAAATG
CGCTGAGGACACCCTGT—=-------TAAAAGG---———————~ GGTGGCCAAGGTAAATG
CGCTGAGGACACCCTGT-- --GGTGGCCAAGGTAAATG
CGCTGAGGACACCCTGT-- -GGGTGGCCAAGGTAAATG
CGCTGAGGACACCCTGT-=------TAAAAAG---————---- GGGTGGCCAAGGTAAATG
CGCTGAGGACACCCTGT-=------TAAAAAG----———--~ GGGTGGCCAAGGTAAATG
CGCTGAGGACACCCTGT-=------TAAAAAG----——---- GGGTGGCCAAGGTAAATG
CGCTGAGGACACCCTGT--------TAAAAAG-—--—-———- GGGTGGCCAAGGTAAATG
CGCTGAGGACACCCTGT-==-----TAAAAAG---—————-— GGGTGGCCAAGGTAAATG
CGCTGAGGACACCCTGT-==-----TAAAAAG---—————-— GGGTGGCCAAGGTAAATG
CGCTGAGGACACCCTGT-=------TAAAAAG----———---- GGGTGGCCAAGGTAAATG
CGCTGAGGACACCCTGT-=------TAAAAAG----———-—-- GGGTGGCCAAGGTAAATG
CGCTGAGGACACCCTGT-=------TAAAAAG----———---- GGGTGGCCAAGGTAAATG
CGCTGAGGACACCCTGT-=------TAAAAAG----——---- GGGTGGCCAAGGTAAATG
CGCTGAGGACACCCTGT-=-------TAAAAAG-—--—————- GGGTGGCCAAGGTAAATG
CGCTGAGGACACCCTGT-=-------TAAAAAG-—--—————- GGGTGGCCAAGGTAAATG
CGCTGAGGACACCCTGT-==-----TAAAAAG---—————-— GGGTGGCCAAGGTAAATG

173
173
162
163
162
162
161
160
162

189
189
189
189
189
189
189
189
189
189
189
189
189
189
189
189
189
189
189
189
178
178
178
178
178
178
186
186
200
202
184
184
184
184
189
189
189
189
189
188
188
188
188
188
188
188
189
189
203
203
203
203
203
203
203



“FIGURA 3A, Cont.”

FJ746939
FJ746974
MG1-107
AB286941
MG7-101
FJ746938
MG1-103
MG1-105
MT3-102
MG2-101
MG3-102

BA1-103
BA1-105
BA1-106
MG4-102
EF203248
MG1-121
MG3-101
G01-102
MG4-103
MG4-104
MG1-124
MG1-125
MG1-126
MG6-101
MS2-103
MT1-102
MT1-103
MT1-104
MT1-105
EF203246
MG2-106
MG4-101
MG1-108
MG1-115
MG1-120
AY684924
BA2-102
EF429313
BA3-101
DQ102449
MG1-102
MG1-111
MG1-122
AF354100
MG1-119
MG1-101
MG1-114
MG1-117
AY270002
MS1-101
EU244842
GO1-101
MT1-101
MT2-101
FJ440198
MG1-104
EF203251
BA2-101
MG2-103
MG1-109
MG1-128
MG3-105
MG2-105

CGCTGAGGACACCCTGT——=====~ GGGTGGCCAAGGTAAATG
CGCTGAGGACACCCTGT-- GGGTGGCCAAGGTAAATG
CGCTGAGGACACTGT---- AGGTGGCCAAGGTAAATG
CGCTGAGGACACTGT---- AGGTGGCCAAGGTAAATG
CGCTGAGGACACCCTGT-- GGGTGGCCAAGGTAAATG
CGCTGAGGACACCCTGT-~- GGGTGGCCAAGGTAAATG
CGCTGAGGACACCCTGT-~- GGGTGGCCAAGGTAAATG
CGCTGAGGACACCCTGT-- GGGTGGCCAAGGTAAATG
CGCTGAGGACACCCTGT-- GGGTGGCCAAGGTAAATG
CGCTGAGGACACCCTGT-- GGGTGGCCAAGGTAAATG
CGCTGAGGACACCCTGT—=—====-= GGGTGGCCAAGGTAAATG
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CAGATGAACCGCTTCTAACAGTCCATTCACTTGGACAAATATTAATTTTATGATCTGATC
CAGATGAACCGCTTCTAACAGTCCATTCACTTGGACAAATATTAATTTTATGATCTGATC
CAGATGAACCGCTTCTAACAGTCCATTCACTTGGACAAATATTAATTTTATGATCTGATC
CAGATGAACCGCTTCTAACAGTCCATTCACTTGGACAAATATTAATTTTATGATCTGATC
CAGATGAACCGCTTCTAACAGTCCATTCACTTGGACAAATATTAATTTTATGATCTGATC
CAGATGAACCGCTTCTAACAGTCCATTCACTTGGACAAATATTAATTTTATGATCTGATC
CAGATGAACCGCTTCTAACAGTCCATTCACTTGGACAAATATTAATTTTATGATCTGATC
CAGATGAACCGCTTCTAACAGTCCATTCACTTGGACAAATATTAATTTTATGATCTGATC
CAGATGAACCGCTTCTAACAGTCCATTCACTTGGACAAATATTAATTTTATGATCTGATC
CAGATGAACCGCTTCTAACAGTCCATTCACTTGGACAAATATTAATTTTATGATCTGATC
CAGATGAACCGCTTCTAACAGTCCATTCACTTGGACAAATATTAATTTTATGATCTGATC
CAGATGAACCGCTTCTAACAGTCCATTCACTTGGACAAATATTAATTTTATGATCTGATC
CAGATGAACCGCTTCTAACAGTCCATTCACTTGGACAAATATTAATTTTATGATCTGATC
CAGATGAACCGCTTCTAACAGTCCATTCACTTGGACAAATATTAATTTTATGATCTGATC
CAGATGAACCGCTTCTAACAGTCCATTCACTTGGACAAATATTAATTTTATGATCTGATC
CAGATGAACCGCTTCTAACAGTCCATTCACTTGGACAAATATTAATTTTATGATCTGATC
CAGATGAACCGCTTCTAACAGTCCATTCACTTGGACAAATATTAATTTTATGATCTGATC
CAGATGAACCGCTTCTAACAGTCCATTCACTTGGACAAATATTAATTTTATGATCTGATC
CAGATGAACCGCTTCTAACAGTCCATTCACTTGGACAAATATTAATTTTATGATCTGATC
CAGATGAACCGCTTCTAACAGTCCATTCACTTGGACAAATATTAATTTTATGATCTGATC
CAGATGAACCGCTTCTAACAGTCCATTGACTTGGACAAATATTAATTTTATGATCTGATC
CAGATGAACCGCTTCTAACAGTCCATTGACTTGGACAAATATTAATTTTATGATAGGATC
CAGATGAACCGCTTCTAACAGTCCATTCACTTGGACAAATATTAATTTTATGATCTGATC
CAGATGAACCGCTTCTAACAGTCCATTCACTTGGACAAATATTAATTTTATGATCTGATC
CAGATGAACCGCTTCTAACAGTCCATTCACTTGGACAAATATTAATTTTATGATCTGATC
CAGATGAACCGCTTCTAACAGTCCATTCACTTGGACAAATATTAATTTTATGATCTGATC
CAGATGAACCGCTTCTAATAGTCCATTGACTTGGACAATTA--CATTT-ATGATCTGATC
CAGATGAACCGCTTCTAATAGTCCATTGACTTGGACAATTA--CATTT-ATGATCTGATC
CTGATGAACCGCTTCTAATAGTCCATTGACTTGGACAATCAA-TATTT-ATGATCTGATC
CTGATGAACCGCTTCTAATAGTCCATTGACTTGGACAATCAA-TATTT-ATGATCTGATC
CAGATGAACCGCTTCTAATAGTCCATTGACTTGGACAAATC--CATTT-ATGATCTGATC
CAGATGAACCGCTTCTAATAGTCCATTGACTTGGACAAATC--CATTT-ATGATCTGATC
CAGATGAACCGCTTCTAATAGTCCATTGACTTGGACAAATC--CATTT-ATGATCTGATC
CAGATGAACCGCTTCTAATAGTCCATTGACTTGGACAAATC--CATTT-ATGATCTGATC
CAGATGAACCGCTTCTAACAGTCCATTGACTTGGACAAATATTCATTTTATGATCTGATC
CAGATGAACCGCTTCTAACAGTCCATTGACTTGGACAAATATTAATTTTATGATCTGATC
CAGATGAACCGCTTCTAACAGTCCATTGACTTGGACAAATATTAATTTTATGATCTGATC
CAGATGAACCGCTTCTAACAGTCCATTGACTTGGACAAATATTAATTTTATGATCTGATC
CAGATGAACCGCTTCTAACAGTCCATTGACTTGGACAAATATTAATTTTATGATCTGATC
CAGATGAACTGCTTCTAACAGTCCATTGACTTGGACAAA-ATTAATTTTATGATCTGATC
CAGATGAACTGCTTCTAACAGTCCATTGACTTGGACAAA-ATTAATTTTATGATCTGATC
CAGATGAACTGCTTCTAACAGTCCATTGACTTGGACAAATATTAATTTTATGATCTGATC
CAGATGAACTGCTTCTAACAGTCCATTGACTTGGACAAATATTAATTTTATGATCTGATC
CAGATGAACTGCTTCTAACAGTCCATTGACTTGGACAAATATTAATTTTATGATCTGATC
CAGATGAACTGCTTCTAACAGTCCATTGACTTGGACAAATATTAATTTTATGATCTGATC
CAGATGAACTGCTTCTAACAGTCCATTGACTTGGACAAATATTAATTTTATGATCTGATC
CAGATGAACTGCTTCTAACAGTCCATTGACTTGGACAAATATTAATTTTATGATCTGATC
CAGATGAACTGCTTCTAACAGTCCATTGACTTGGACAAATATTAATTTTATGATCTGATC
CAGATGAACCGCTTCTAACAGTCCATTGACTTGGACAAATATTAATTTTATGATCTGATC
CAGATGAACCGCTTCTAACAGTCCATTGACTTGGACAAATATTAATTTTATGATCTGATC
CAGATGAACCGCTTCTAACAGTCCATTGACTTGGACAAATATTAATTTTATGATCTGATC
CAGATGAACCGCTTCTAACAGTCCATTGACTTGGACAAATATTAATTTTATGATCTGATC
CAGATGAACTGCTTCTAACAGTCCATTGACTTGGACAAATATTAATTTTATGATCTGATC
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MG5-101
FJ746914
FJ746939
FJ746974
MG1-107
AB286941
MG7-101
FJ746938
MG1-103
MG1-105
MT3-102
MG2-101
MG3-102

BA1-103
BA1-105
BA1-106
MG4-102
EF203248
MG1-121
MG3-101
G01-102
MG4-103
MG4-104
MG1-124
MG1-125
MG1-126
MG6-101
MS2-103
MT1-102
MT1-103
MT1-104
MT1-105
EF203246
MG2-106
MG4-101
MG1-108
MG1-115
MG1-120
AY684924
BA2-102
EF429313
BA3-101
DQ102449
MG1-102
MG1-111
MG1-122
AF354100
MG1-119
MG1-101
MG1-114
MG1-117
AY270002
MS1-101
EU244842
GO1-101
MT1-101
MT2-101
FJ440198
MG1-104
EF203251
BA2-101
MG2-103
MG1-109
MG1-128

CAGATGAACTGCTTCTAACAGTCCATTGACTTGGACAAATATTAATTTTATGATCTGATC
CAGATGAACTGCTTCTAACAGTCCATTGACTTGGACAAATATTAATTTTATGATCTGATC
CAGATGAACTGCTTCTAACAGTCCATTGACTTGGACAAATATTAATTTTATGATCTGATC
CGGATGAACTGCTTCTAACAGTCCATTGACTTGGACAAATATTAATTTTATGATCTGATC
CAGATGAACCGCTTCCAACAGTCCATTGACTTGGACAAATTAA

CAGATGAACCGCTTCCAACAGTCCATTGACTTGGACAAATTAA
CAGAAGAACTGCTTCTAACAGTC--TCAAATCAGGTAGGAATACCC————————=—————
CAGATGAACTGCTTCTAACAGTCCATTGACTTGGACAAATATTAATTTTATGATCTGATC
CAGATGAACTGCTTCTAACAGTCCATTGACTTGGACAAATATTAATTTTATGATCTGATC
CAGATGAACTGCTTCTAACAGTCCATTGACTTGGACAAATATTAATTTTATGATCTGATC
CATATGAACTGCTTCTAACAGTCCATTGACTTGGACAAATATTCATTTTATGATCTGATC
CAGATGAACCGCTTCTAACAGTCCATTGACTTGGACAAATATTAATTTTATGATCTGATC
CAGATGAACCGCTTCTAACAGTCCATTCACTTGGACAAATATTAATTTTATGATATGATC
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TCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAA-——————————
TCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAA-—————————~
TCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAA-——————
TCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAA-—————-
TCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAA-——————
TCATATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAA-——————
TCATATCAGGTAGGACTACCCTCTGAAC--=—==——=—=
TCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAA-——————
TCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAA-——————
TCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAA-——————
TCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAA-—————-—
TCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAA-—————-
TCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAA-——————
TCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAA-——————————
TCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAA-——————————
TCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAA-——————
TCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAA-——————
TCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAA-—————————-

TCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAA-—————————-

TCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAA-—————————-

TCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATA 281
TCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATA 281
TCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATA 281
TCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATA 281
TCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATA 281
TCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATA 281
TCAAATCAGG
TCAAATCAGG
TCAAATCAGGTAGGACTACCCGCT
TCAAATCAGGTAGGACTACCCG--
TCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTA
TCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTA
TCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTA
TCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTA.

TCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAA-—————————— 281
TCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAA-—————————— 281
TCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAA-—————— -- 281
TCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAA-—————— -- 281
TCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAA-—————— -- 281
CTCAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAA-——=======—= -- 274
CTCAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAA-——=======—= -- 274
TCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAG -- 281
TCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAG -- 281
TCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAG -- 281
TCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAG -- 281
TCAAATCAGGTAGGACTACAAGCGAGCTTAG-———=====——= 279
TCAAATCAGGTAGG---===—--- 263
TCAAATCAGGTAGG----====-- 263
TCAAATCAGGTAGGACTA-—---- 281
TCAAATCAGGTAGGACTA-—---- 281
TCAAATCAGGTAGGACTA-——--- 281
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MG3-105
MG2-105
MG5-101
FJ746914
FJ746939
FJ746974
MG1-107
AB286941
MG7-101
FJ746938
MG1-103
MG1-105
MT3-102
MG2-101
MG3-102

TCAAATCAGGTAGGACTA--—---
TCAAATCAGGTAGGACTA--—----
TCAAATCAGGTAGGACTA-—----
TCAAATCAGGTAGGACTA-—----
TCAAATCAGGTAGGACTA-—----
TCAAATCAGGTAGGACTA- --

TCAAATCAGGTAGGAC--- --
TCAAATCAGGTAGGACT-- --
TCAAATCAGGTAGGACT ———----
TCAAATCAGGTAGGACTA-—----
TCAAATCAGGTAGGACTAT-----
TCAAATCAGGTAGGACTACACC--
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TABELA 1B Porcentagem de similaridade da sequéncia de nucleotideos da regido ITS 1 do rDNA entre os isolados estudados
9

601

Isolados 1 2 3 4 5 6 7 8 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 2 23 24 25 26
1. BA1-101 -

2. BA1-105 100 -

3. BA1-106 100 100 -

4. BA2-101 98 98 98 -

5. BA2-102 38 38 38 39 -

6. BA3-101 86 36 36 38 77 -

7.GO1-101 98 98 98 97 69 85 -

8. GO1-102 100 | 100 | 100 | 98 38 36 98 =

9. MG2-101 91 91 91 93 44 33 90 91 =

10. MG2-103 | 91 91 91 93 44 83 90 91 98 -

11. MG2-105 | 91 91 91 93 44 33 90 91 98 100 | -

12. MG2-106 | 94 94 94 94 65 81 94 94 37 87 87 -

13. MG4-101 | 94 94 94 93 65 81 93 94 86 86 86 99 -

14. MG4-102 | 99 99 99 98 38 36 98 99 90 91 91 94 93 -

15. MG4-103 | 100 | 100 | 100 | 98 38 36 98 100 | 91 o1 o1 94 94 99 .

16. MG4-104 | 100 | 100 | 100 | 98 38 36 98 100 | 91 91 91 94 94 99 100 | -

17. MG5-101 | 91 91 91 93 44 33 90 91 99 99 99 37 36 90 91 91 -

18. MG1-101 | 100 | 100 | 100 | 98 38 86 98 100 | 91 91 91 94 94 99 100 | 100 | o1 -

19. MG1-102 | 85 85 85 33 70 34 83 85 77 77 77 31 31 85 85 85 77 35 -
20. MG1-103 | o1 91 91 o1 44 82 91 91 97 98 98 87 36 91 91 91 97 o1 76 -

N
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MG1-104 | 98 98 98 97 69 85 100 | 98 90 90 90 94 93 98 98 98 90 98 83 91 -

22. MG1-105 91 91 91 91 44 81 91 91 96 97 97 87 86 91 91 91 97 91 76 99 91 -

23. MG1-107 69 69 69 70 29 71 68 69 69 70 70 70 70 70 69 69 70 69 71 69 68 69 -

24. MG1-108 94 94 94 93 65 81 94 94 86 87 87 99 98 94 94 94 86 94 81 86 94 86 71 -

25. MG1-109 91 91 91 93 44 83 90 91 99 99 99 87 86 90 91 91 100 91 77 97 90 97 70 86 -

26. MG1-111 85 85 85 83 70 84 83 85 77 77 77 81 81 85 85 85 77 85 100 76 83 76 71 81 77 --
27. MG1-114 100 100 100 97 38 84 98 100 96 97 97 93 92 99 100 100 97 100 76 98 98 98 67 93 97 76

28. MG1-115 94 94 94 93 65 81 94 94 86 87 87 99 98 94 94 94 86 94 81 86 94 86 71 100 86 81

29. MG1-117 100 100 100 97 38 84 98 100 96 97 97 93 92 99 100 100 97 100 76 98 98 98 67 93 97 76

30. MG1-119 100 100 100 98 69 86 99 100 92 92 92 95 94 99 100 100 92 100 85 92 99 92 70 95 92 85

31. MG1-120 94 94 94 94 65 81 93 94 87 86 86 99 98 93 94 94 87 94 80 86 93 86 69 99 87 80

32. MG1-121 99 99 99 96 38 83 97 99 97 97 97 93 92 98 99 99 96 99 76 97 97 97 67 92 96 76

33. MG1-122 85 85 85 83 70 84 83 85 77 77 77 81 81 85 85 85 77 85 100 76 83 76 71 81 77 100

34. MG1-124 100 100 100 98 38 86 98 100 91 91 91 94 94 99 100 100 91 100 85 91 98 91 69 94 91 85

35. MG1-125 99 99 99 97 38 85 98 99 90 90 90 94 93 98 99 99 90 99 84 90 98 90 69 93 90 84

36. MG1-126 99 99 99 97 38 85 98 99 90 90 90 94 93 98 99 99 90 99 84 90 98 90 69 93 90 84

37. MG1-128 91 91 91 93 44 83 90 91 99 99 99 87 86 90 91 91 100 91 77 97 90 97 70 86 100 77

38. MG3-101 99 99 99 98 38 86 98 99 91 91 91 94 93 99 99 99 91 99 85 91 98 91 69 94 91 85

39. MG3-102 90 90 90 93 44 83 89 90 98 99 99 86 85 90 90 90 99 90 77 97 89 96 70 86 99 77

...continua...
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“Tabela 1B, Cont.”

40. MG3-105 | 90 90 90 93 44 33 89 90 98 99 99 36 85 90 90 90 99 90 76 97 89 9% 69 36 99 76
41. MG6-101 | 100 | 100 | 100 | 98 38 36 98 100 | 91 91 o1 94 94 99 100 | 100 | o1 100 | 85 91 98 91 69 94 o1 35
42. MG7-101 | 91 91 91 90 44 79 90 91 95 96 96 86 85 90 91 91 96 91 77 98 90 97 68 86 96 77
43. MS1-101 | 98 98 93 98 40 37 98 98 92 93 93 94 93 97 98 93 92 98 33 94 98 94 69 93 92 33
44. MS2-103 | 100 | 100 | 100 | 98 38 36 98 100 | 91 o1 o1 94 94 99 100 | 100 | o1 100 | 85 91 98 91 69 94 o1 85
45 MT1-101 | 98 98 98 97 69 35 100 | 98 90 90 90 94 93 98 98 98 90 98 33 91 100 | 91 68 94 90 33
46. MT1-102 | 100 | 100 | 100 | 98 38 36 98 100 | 91 91 91 94 94 99 100 | 100 | o1 100 | 85 91 98 91 69 94 91 35
47.MT1-103 | 100 | 100 | 100 | 98 38 86 98 100 | 91 91 91 94 94 99 100 | 100 | o1 100 | 85 91 98 91 69 94 91 85
48. MT1-104 | 100 | 100 | 100 | 98 38 36 98 100 | 91 91 91 94 94 99 100 | 100 | o1 100 | 85 91 98 91 69 94 91 35
49. MT1-105 | 100 | 100 | 100 | 98 38 36 98 100 | 91 91 91 94 94 99 100 | 100 | o1 100 | 85 91 98 91 69 94 91 35
50.MT2-101 | 98 93 93 97 69 85 100 | 98 90 90 90 94 93 98 98 98 90 98 33 91 100 | 91 68 94 90 83
51.MT3-102 | o1 91 91 91 44 32 91 91 9% 97 97 37 36 91 91 91 97 91 76 99 91 98 68 36 97 76
Isolados 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26
1a26

Isolados 27 28 29 30 31 0 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51
27.MG1-114 | -

28. MG1-115 93 -

29. MG1-117 100 93 -

30. MG1-119 98 95 98 -

31. MG1-120 92 99 92 94 -

32. MG1-121 | 9 92 99 98 92 -

33. MG1-122 | 76 81 76 35 30 76 -

34. MG1-124 | 100 | 9% 100 | 100 | 94 99 85 =

35. MG1-125 | 98 93 98 99 93 98 84 99 =

36. MG1-126 | 98 93 93 99 93 98 84 99 100 | -

37. MG1-128 | 97 86 97 2 87 96 77 91 90 90 -

38. MG3-101 | 100 | 94 100 | 99 93 99 85 99 98 98 91 -

39. MG3-102 | 97 36 97 o1 36 9% 77 90 89 89 99 90 -

40. MG3-105 | 96 86 9% 91 36 96 76 90 89 39 99 90 99 -

41. MG6-101 | 100 | 94 100 | 100 | 94 99 85 100 | 99 99 91 99 90 90 -

42. MG7-101 | 98 86 98 91 85 98 77 91 90 90 96 91 95 95 91 =

43. MS1-101 | 98 93 98 98 93 97 83 98 97 97 92 97 92 92 98 92 -

44. MS2-103 | 100 | 94 100 | 100 | 94 99 85 100 | 99 99 o1 99 90 90 100 | 91 98 -

45 MT1-101 | 98 94 93 99 93 97 83 98 98 98 90 98 89 89 98 90 98 98 -

46. MT1-102 | 100 | 94 100 | 100 | 94 99 85 100 | 99 99 91 99 90 90 100 | 91 98 100 | 98 -

47. MT1-103 | 100 | 94 100 | 100 | 94 99 85 100 | 99 99 91 99 90 90 100 | 91 98 100 | 98 00 | -

48 MT1-104 | 100 | 94 100 | 100 | 94 99 85 100 | 99 99 91 99 90 90 100 | 91 98 100 | 98 100 | 100 | -

49. MT1-105 | 100 | 94 100 | 100 | 94 99 85 100 | 99 99 91 99 90 90 100 | 91 98 100 | 98 100 | 100 | 100 | -

50.MT2-101 | 98 94 93 99 93 97 83 98 98 98 90 98 39 89 98 90 98 98 100 | 98 98 98 98 -
51.MT3-102 | 97 86 97 2 36 97 76 91 90 90 97 91 9% 9% 91 97 94 91 91 91 91 91 91 91 -
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TABELA 2B Porcentagem de similaridade da seqiiéncia de nucleotideos da regido ITS 1 do rDNA entre os isolados estudados e os isolados
publicados no banco de dados

Isolados | S 12 | % |8 |3 2 | g g | = S |3 | g |3
— [®)) <t (o] (9Nl N on 0 — [®)) (@) (o)) D (=] D
Il |2 |22 |2 |8 |F |3 |88 |8 | |8|¢
s Sz 88| ESs |2 S SRS E
< % = M | o & i o e 2 a a < < -
LBALIOL 8> |94 |86 |100 | 100 |98 |38 |98 |99 |91 |91 |91 |69 |100 |9l
2BALS Q> |94 |8 | 100 |100 |98 |38 |98 |99 |91 |91 |91 |69 |100 |9l
SBALIS Q> |94 |8 | 100 |100 |98 |38 |98 |99 |91 |91 |91 |69 |100 |9l
“BA2Il g0 |93 |87 |98 |98 100 |39 |98 |98 |91 |91 |93 [70 |98 |93
seaziz 75 |65 |77 |38 |38 |39 |100 |71 |69 |44 |44 |44 |29 |69 |44
6BASL g |81 | 100 |86 |86 |88 |77 |8 |85 |82 |81 |8 |71 |86 |83
TGONOI IR0 |94 |84 |98 |98 |97 |69 |99 |99 |91 |9I |90 |68 |99 |90
8GOL0Z 8> |94 |8 | 100 |100 |98 |38 |98 |99 |91 |9f |91 |69 |100 |OI
oMGZIOl 787 |86 |84 |91 |91 |93 |44 |93 |90 |96 |96 |99 |69 |92 |99
oMez0s 74 |87 |83 |91 |91 |93 |44 |93 |91 |97 |98 |99 |70 |92 |99
mMezios 74 |87 |83 |91 |91 |93 |44 |93 |91 |97 |98 |99 [70 |92 |99

...continua...
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“Tabela 2B, Cont.”

12.MG2-106 | @1 99 81 94 94 94 65 94 94 87 86 87 70 95 87
13-MGA10L 1 g1 98 81 94 94 93 65 93 94 86 85 86 70 94 86
1.MGal0z ) 8] 94 85 99 99 98 38 98 98 91 90 90 70 99 90
15 MGA-103 | 8D 94 86 100 | 100 |98 38 98 99 91 91 91 69 100 |91
1o.MG4-l04 | 8D 94 86 100 | 100 |98 38 98 99 91 91 91 69 100 |91
17.Mes-loL ) 73 86 84 91 91 93 44 93 90 97 97 100 | 70 92 100
18 MGL-l01 | 8D 94 86 100 | 100 |98 38 98 99 91 91 91 69 100 |91
19.MGL-102 | 98 81 83 85 85 83 70 83 84 76 76 77 71 85 77
20-MGL-103 | 73 86 82 91 91 91 44 94 92 99 99 97 69 92 97
2. MGL-l0t 1 g 94 84 98 98 97 69 99 99 91 91 90 68 99 90
22-MGL-105 | 73 86 82 91 91 91 44 94 92 98 99 97 69 92 97
28-MGLI07 1 71 71 71 69 69 70 29 69 68 68 69 70 100 |70 70
24-MGL-108 | 8() 100 | 80 94 94 93 65 94 94 86 86 86 71 95 86
25-MGL-109 | 73 86 84 91 91 93 44 93 90 97 97 100 | 70 92 100
26.MGL-IL 1 98 81 &3 85 &5 83 70 &3 84 76 76 77 71 85 77
2-MGL-4 | 7D 93 84 100 | 100 |97 38 98 98 97 98 97 67 98 97




el

“Tabela 2B, Cont.”

28-MGL-15 | 8() 100 | 80 94 94 93 65 94 94 86 86 86 71 95 86
29-MGLIT | 72 93 84 100 | 100 |97 38 98 98 97 98 97 67 98 97
$0-MGL-I19 1 8] 95 85 100 | 100 |98 69 99 99 92 91 92 70 100 |92
$1.MGL-120 1 8() 99 81 94 94 94 65 93 94 86 85 87 69 94 87
R 92 &3 99 99 96 38 97 98 97 97 96 67 98 96
$8.MGl-lzz | 98 81 &3 85 &5 83 70 &3 84 76 76 77 71 85 77
4.-MGL-124 | 8D 94 86 100 | 100 |98 38 98 99 91 91 91 69 100 |91
$-MGL-125 | 8] 93 85 99 99 97 38 97 98 90 90 90 69 99 90
36.MGL-126 | g1 93 85 99 99 97 38 97 98 90 90 90 69 99 90
§7-MGL-128 1| 73 86 84 91 91 93 44 93 90 97 97 100 | 70 92 100
38-MGs-I01 1 g1 94 85 99 99 98 38 98 98 91 91 91 69 99 91
39-MG3-102 | 73 86 83 90 90 93 44 92 90 96 97 99 70 91 99
40-MG3-105 | 73 86 &3 90 90 93 44 92 90 96 97 99 69 91 99
41-MGe-lo1 | gD 94 86 100 | 100 |98 38 98 99 91 91 91 69 100 |91
42-MGT-101 | 73 86 80 91 91 90 44 93 91 97 97 96 68 91 96
43-MSLI0L | 79 93 87 98 98 98 40 99 99 94 94 92 69 98 92
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“Tabela 2B, Cont.”

44-MS2103 | 8D 94 86 100 | 100 |98 38 98 99 91 91 91 69 100 |91
42 MTLI0L 1 8() 94 84 98 98 97 69 99 99 91 91 90 68 99 90
46-MTL102 | gD 94 86 100 | 100 |98 38 98 99 91 91 91 69 100 |91
47-MTL03 | 8D 94 86 100 | 100 |98 38 98 99 91 91 91 69 100 |91
48-MTL104 | 8D 94 86 100 | 100 |98 38 98 99 91 91 91 69 100 |91
49-MTL05 | 8D 94 86 100 | 100 |98 38 98 99 91 91 91 69 100 |91
SoMT2-101 1 g() 94 84 98 98 97 69 99 99 91 91 90 68 99 90
SLMTH02 ) 75 86 82 91 91 91 44 94 92 100 | 98 97 68 92 97




TABELA 3B Porcentagem de similaridade da sequéncia de nucleotideos da regido 5,8S do rDNA entre os isolados estudados
9 10 1 12 13 14 15 18
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Isolados 1 2 3 4 5 6 7 8 1 16 17 19 20 21 22 23 24 25 26
1. BA1-101 -

2. BA1-105 100 | -

3. BA1-106 100 100 | -

4. BA2-101 100 100 100 | -

5. BA2-102 96 96 96 96 -

6. BA3-101 99 100 100 100 | 92 -

7. GO1-101 100 [ 99 99 99 96 100 | -

8. GO1-102 90 100 100 100 | 96 100 | 99 -

9. MG2-101 90 90 90 90 92 91 90 90 -

10. MG2-103 | 90 90 90 90 92 91 90 90 98 =

11. MG2-105 | 92 90 90 90 92 91 90 90 98 100 | -

12. MG2-106 | 92 92 92 92 89 97 93 92 83 83 83 -

13. MG4-101 | 100 | 92 92 92 89 97 93 92 83 83 83 100 | --

14. MG4-102 | 100 100 100 100 | 96 100 | 99 100 | 90 90 90 92 92 -

15. MG4-103 | 100 100 100 100 | 96 100 | 99 100 | 90 90 90 92 92 100 | -

16. MG4-104 | 90 100 100 100 | 96 100 | 99 100 | 90 90 90 92 92 100 100 | --

17. MG5-101 | 100 | 90 90 90 92 91 90 90 98 100 100 | 83 83 90 90 90 -

18. MG1-101 | 100 100 100 100 | 96 100 | 99 100 | 90 90 90 92 92 100 100 100 | 90 =

19. MG1-102 | 90 100 100 100 | 96 100 | 99 100 | 90 90 90 92 92 100 100 100 | 90 100 | -
20. MG1-103 | 99 90 90 90 92 90 89 90 98 99 99 83 83 90 90 90 99 90 90 -

N
iy

MG1-104 | 89 99 99 99 96 100 | 100 | 99 90 90 90 93 93 99 99 99 90 99 99 89 -

22. MG1-105 | 100 | 89 89 39 91 90 89 89 97 98 98 82 32 89 89 89 98 39 39 99 89 =
23. MG1-107 | 82 82 82 3] 30 79 81 3] 89 90 90 75 75 82 82 82 90 3] 32 91 81 90 =

24. MG1-108 | 90 92 92 92 39 97 93 92 83 83 83 100 | 100 | 92 92 92 83 92 92 83 93 82 75 =

25. MG1-109 | 100 | 90 90 90 92 91 90 90 98 100 | 100 | 83 83 90 90 90 100 | 90 90 99 90 98 90 83 -

26. MG1-111 | 100 | 100 | 100 | 100 | 96 100 | 99 100 | 90 90 90 92 92 100 | 100 | 100 | 90 100 | 100 | 90 99 89 82 92 90 =
27.MG1-114 | 92 100 | 100 | 100 | 96 100 | 99 100 | 90 90 90 92 92 100 | 100 | 100 | 90 100 | 100 | 90 99 89 82 92 90 100

28. MG1-115 100 92 92 92 89 97 93 92 83 83 83 100 100 92 92 92 83 92 92 83 93 82 75 100 83 92

29. MG1-117 100 100 100 100 96 100 99 100 90 90 90 92 92 100 100 100 90 100 100 90 99 89 82 92 90 100

30. MG1-119 92 100 100 100 96 100 99 100 90 90 90 92 92 100 100 100 90 100 100 90 99 89 82 92 90 100
31. MG1-120 100 92 92 92 89 97 93 92 83 83 83 100 100 92 92 92 83 92 92 83 93 82 75 100 83 92

32. MG1-121 100 100 100 100 96 100 99 100 90 90 90 92 92 100 100 100 90 100 100 90 99 89 82 92 90 100
33. MG1-122 100 100 100 100 96 100 99 100 90 90 90 92 92 100 100 100 90 100 100 90 99 89 82 92 90 100
34. MG1-124 100 100 100 100 96 100 99 100 90 90 90 92 92 100 100 100 90 100 100 90 99 89 82 92 90 100
35. MG1-125 100 100 100 100 96 100 99 100 90 90 90 92 92 100 100 100 90 100 100 90 99 89 82 92 90 100

36. MG1-126 90 100 100 100 96 100 99 100 90 90 90 92 92 100 100 100 90 100 100 90 99 89 82 92 90 100

37. MG1-128 99 90 90 90 92 91 90 90 98 100 100 83 83 90 90 90 100 90 90 99 90 98 90 83 100 90

38. MG3-101 90 99 99 99 96 99 98 99 90 90 90 92 92 99 99 99 90 99 99 89 98 89 81 92 90 99

39. MG3-102 90 90 90 90 92 91 90 90 98 100 100 83 83 90 90 90 100 90 90 99 90 98 90 83 100 90
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“Tabela 3B, Cont.”

40. MG3-105 | 90 90 90 90 92 91 90 90 98 100 | 100 | 83 33 90 90 90 100 | 90 90 99 90 98 90 33 100 | 90
41. MG6-101 | 100 | 100 | 100 | 100 | 9 100 | 99 100 | 90 90 90 %2 2 100 | 100 | 100 | 90 100 | 100 | 90 99 89 82 %2 90 100
42. MG7-101 | 89 89 89 89 91 90 89 89 97 98 98 82 82 89 89 89 98 89 89 99 89 98 90 82 98 89
43. MS1-101 | 98 98 93 98 94 98 98 98 89 38 38 91 91 98 98 93 38 98 98 88 98 87 30 91 38 98
44. MS2-103 | 100 | 100 | 100 | 100 | 9 100 | 99 100 | 90 90 90 %2 92 100 | 100 | 100 | 90 100 | 100 | 90 99 89 82 %2 90 100
45 MT1-101 | 99 99 99 99 96 100 | 100 | 99 90 90 90 93 93 99 99 99 90 99 99 89 100 | 89 31 93 90 99
46. MT1-102 | 100 | 100 | 100 | 100 | 9 100 | 99 100 | 90 90 90 92 92 100 | 100 | 100 | 90 100 | 100 | 90 99 39 82 ) 90 100
47 MT1-103 | 100 | 100 | 100 | 100 | 9 100 | 99 100 | 90 90 90 2 92 100 | 100 | 100 | 90 100 | 100 | 90 99 89 82 %2 90 100
48. MT1-104 | 100 | 100 | 100 | 100 | 96 100 | 9 100 | 90 90 90 92 92 100 | 100 | 100 | 90 100 | 100 | 90 99 89 82 ) 90 100
49. MT1-105 | 100 | 100 | 100 | 100 | 9 00 | 99 100 | 90 90 90 %2 92 100 | 100 | 100 | 90 100 | 100 | 90 99 39 82 ) 90 100
50.MT2-101 | 99 99 99 99 9 100 | 100 | 99 90 90 90 93 93 99 99 99 90 99 99 89 100 | 89 81 93 90 99
51.MT3-102 | 90 90 90 90 92 90 89 90 98 99 99 33 33 90 90 90 99 90 90 98 89 98 90 33 99 90
Isolados 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26
1a26

Isolados 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 a1 12 13 14 5 6 a7 8 19 50 51
27.MG1-114 | -

28. MG1-115 92 -

29. MG1-117 100 92 -

30.MGL-119 | 100 | 92 | 100 | -

31. MG1-120 | 92 100 | 92 92 -

32. MG1-121 | 100 | 92 100 | 100 | 92 -

33. MG1-122 | 100 | 92 100 | 100 | 92 00 | -

34. MG1-124 | 100 | 92 100 | 100 | 92 100 | 100 | -

35 MG1-125 | 100 | 92 100 | 100 | 92 00 | 100 | 100 | -

36. MG1-126 | 100 | 92 100 | 100 | 92 100 | 100 | 100 | 100 | -

37. MG1-128 | 90 83 90 90 83 90 90 90 90 90 -

38. MG3-101 | 99 92 99 99 92 99 99 99 99 99 90 -

39. MG3-102 | 90 83 90 90 33 90 90 90 90 90 100 | 90 -

40. MG3-105 | 90 83 90 90 33 90 90 90 90 90 100 | 90 00 | -

41. MG6-101 | 100 | 92 100 | 100 | 92 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 90 99 90 90 -

42. MG7-101 | 89 82 89 89 82 B 89 89 89 89 98 89 98 98 89 =

43. MS1-101 | 98 91 98 98 91 98 98 98 98 98 38 97 38 88 98 87 -

44.MS2-103 | 100 | 92 100 | 100 | 92 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 9 99 90 90 100 | 89 98 -

45 MT1-101 | 99 93 99 99 93 99 99 99 99 99 90 98 90 90 99 89 98 99 -

46. MT1-102 | 100 | 92 100 | 100 | 92 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 90 99 90 90 100 | 89 98 100 | 99 -

47. MT1-103 | 100 | 92 100 | 100 | 92 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 90 99 90 90 100 | 89 98 100 | 9 00 | -

48 MT1-104 | 100 | 92 100 | 100 | 92 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 90 99 90 90 100 | 89 98 100 | 99 100 | 100 | -

49. MT1-105 | 100 | 92 100 | 100 | 92 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 90 99 90 90 100 | 89 98 100 | 99 100 | 100 | 100 | -

50.MT2-101 | 99 93 99 99 93 99 99 99 99 99 90 98 90 90 99 89 98 99 100 | 9 99 99 99 -

51.MT3-102 | 90 83 90 90 83 90 90 90 90 90 99 89 99 99 90 98 88 90 89 90 90 90 90 89 -




TABELA 4B Porcentagem de similaridade da seqiiéncia de nucleotideos da regido 5,8S do rDNA entre os isolados estudados e os
isolados publicados no banco de dados

L11

Isolados | S 12 | % |8 |3 2 | g g | = S |3 | g |3
— [®)) <t (o] (9Nl N on 0 — [®)) (@) (o)) D (=] D
3 /8128|2835 |3/8 |8 |2 /8 /28 |¢
s Sz 88| ESs |2 S SRS E
< % = M | o & i o e 2 a a < < -
LBALOL 7700 |92 | 100 | 100 | 100 | 100 |96 |100 |99 |90 |8 |90 |82 |100 |90
2BALIS 700 |92 | 100 | 100 |100 |100 |96 |100 |99 |90 |89 |90 |82 |100 |90
SBALIS 700 |92 | 100 |100 |100 |100 |96 |100 |99 |90 |89 |90 |82 |100 |90
“BA2IL 700 |92 | 100 |100 |100 | 100 |96 |100 |99 |90 |89 |90 |82 |100 |90
sBAZiZ 96 |89 |93 |9 |96 |96 |100 |96 |96 |92 |91 |92 [80 |96 |92
SBASL 700 |97 |98 |100 |100 |100 |92 |[100 |100 |91 |90 |91 |79 |100 |9l
TGOLOI 99 |93 | 100 |99 |99 |99 |96 |100 |[100 |90 |89 |90 |81 |99 |90
8GOL0Z 700 |92 | 100 | 100 |100 |100 |96 |100 |99 |90 |89 |90 |82 |100 |90
oMGZIOl 90 |83 |92 |90 |90 |90 |92 |90 |90 |98 |97 |98 |89 |90 |98
MGZ0T 90 |83 |92 |90 |90 |90 |92 |90 |90 |100 |98 [100 |90 |90 | 100
IMCZIS 90 [83 |92 |90 |90 |90 |92 [90 [90 |100 |98 [100 |90 |90 | 100

...continua...
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“Tabela 4B, Cont.”

12.MG2:106 | 97 100 | 96 92 92 92 89 93 93 83 92 83 75 92 83
13-MGA-101 | 99 100 | 96 92 92 92 89 93 93 83 82 83 75 92 83
MMea02 1 100 | 92 100 | 100 | 100 |100 |96 100 |99 90 89 90 82 100 |90
1MGAI03 100 | 92 100 | 100 | 100 |100 |96 100 |99 90 89 90 82 100 | 90
MG 100 | 92 100 | 100 | 100 |100 |96 100 |99 90 89 90 82 100 | 90
17.MGs-loL 1 9() 83 92 90 90 90 92 90 90 100 | 98 100 |90 90 100
18MGHOL 1100 | 92 100 | 100 | 100 |100 |96 100 |99 90 89 90 82 100 | 90
1-MeHz 1100 | 92 100 | 100 | 100 |100 |96 100 |99 90 89 90 82 100 | 90
20-MGL-103 | 9() 83 92 90 90 90 92 90 &9 99 99 99 91 90 99
21.MGL-104 1 99 93 100 | 99 99 99 96 100 | 100 |90 89 90 81 99 90
22-MGL-105 | g9 82 91 89 &9 89 91 89 &9 98 98 98 90 89 98
28-MGLI07 | gD 75 80 82 82 82 80 82 81 90 92 90 100 | 82 92
24-MGL-108 | 97 100 | 96 92 92 92 89 93 93 83 82 83 75 92 &3
25-MGL-109 | 9() 83 92 90 90 90 92 90 90 100 | 98 100 |90 90 100
MG 100 | 92 100 | 100 | 100 |100 |96 100 |99 90 89 90 82 100 | 90
2LMGLIE 100 | 92 100 | 100 | 100 |100 |96 100 |99 90 89 90 82 100 | 90
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“Tabela 4B. Cont.”

28-MGL-15 | 97 100 | 96 92 92 92 89 93 93 83 82 83 75 92 83
2-MGLIT 100 | 92 100 | 100 | 100 |100 |96 100 |99 90 89 90 82 100 |90
$0-MGLS 1100 | 92 100 | 100 | 100 |100 |96 100 |99 90 89 90 82 100 |90
$1.MGL-120 | 97 100 | 96 92 92 92 89 93 93 83 82 83 75 92 &3
2-Merll 1 100 | 92 100 | 100 | 100 |100 |96 100 |99 90 89 90 82 100 | 90
M2 1 100 | 92 100 | 100 | 100 |100 |96 100 |99 90 89 90 82 100 | 90
$-MGLI24 1100 | 92 100 | 100 | 100 |100 |96 100 |99 90 89 90 82 100 | 90
BMEHZ 100 |92 100 | 100 | 100 |100 |96 100 |99 90 89 90 82 100 | 90
$.MGLI% 1 100 | 92 100 | 100 | 100 |100 |96 100 |99 90 89 90 82 100 | 90
37-MGL-128 | 9() 83 92 90 90 90 92 90 90 100 | 98 100 |90 90 100
%8.MG3-l01 | 99 92 99 99 99 99 96 99 98 90 89 90 81 99 90
39-MG3-102 1 9() 83 92 90 90 90 92 90 90 100 | 98 100 |90 90 100
40-MG3-105 | 9() 83 92 90 90 90 92 90 90 100 | 98 100 |90 90 100
aLMeelol 100 | 92 100 | 100 | 100 |100 |96 100 |99 90 89 90 82 100 | 90
42-MGr-101 | g9 82 91 89 &9 89 91 89 &9 98 98 98 90 89 98
43.MSLI0L 1 98 91 98 98 98 98 94 98 98 88 87 88 80 98 88




0l

“Tabela 4B, Cont.”

MMSZI03 100 | 92 100 | 100 | 100 |100 |96 100 |99 90 89 90 82 100 |90
42-MTLI0L 1 99 93 100 |99 99 99 96 100 | 100 |90 89 90 81 99 90
WO-MTL0Z 100 | 92 100 | 100 | 100 |100 |96 100 |99 90 89 90 82 100 |90
AMTIS 100 | 92 100 | 100 | 100 |100 |96 100 |99 90 89 90 82 100 | 90
M4 100 | 92 100 | 100 | 100 |100 |96 100 |99 90 89 90 82 100 | 90
AMTLS 1100 | 92 100 | 100 | 100 |100 |96 100 |99 90 89 90 82 100 | 90
SoMT210L 1 99 93 100 | 99 99 99 96 100 | 100 |90 89 90 81 99 90
SLMT3-02 1 9() 83 92 90 90 90 92 90 &9 99 98 99 90 90 99




ICI

TABELA 5B Porcentagem de similarid

ncia de nucleotideos da regido ITS 2 do rDNA entre os isolados estudados

ade da seqiié
8 9

Isolados 1 2 3 4 5 6 7 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26
1. BA1-101 -

2. BA1-105 100 -

3. BA1-106 100 100 -

4. BA2-101 98 98 98 —

5. BA2-102 86 86 86 85 -

6. BA3-101 88 88 88 90 84 -

7. GO1-101 98 98 98 99 84 88 -

8. GO1-102 99 99 99 99 85 88 98 -

9. MG2-101 93 93 93 99 87 86 93 94 -

10. MG2-103 94 94 94 99 88 86 93 94 99 -

11. MG2-105 93 93 93 100 87 86 94 94 98 99 -

12. MG2-106 95 95 95 95 81 87 95 95 90 91 90 -

13. MG4-101 94 94 94 94 80 86 95 95 90 90 90 99 -

14. MG4-102 100 100 100 98 86 88 98 99 93 94 93 95 94 -

15. MG4-103 99 99 99 99 85 88 98 100 94 94 94 95 95 99 -

16. MG4-104 99 99 99 99 85 88 98 100 94 94 94 95 95 99 100 -

17. MG5-101 93 93 93 100 87 86 94 94 98 99 100 90 90 93 94 94 -

18. MG1-101 99 99 99 99 86 88 98 99 94 95 94 96 95 99 99 99 94 =

19. MG1-102 94 94 94 91 86 90 94 94 90 90 90 90 89 94 94 94 90 95 -

20. MG1-103 93 93 93 100 87 86 93 93 98 99 99 90 89 93 93 93 99 94 89 -

21. MG1-104 97 97 97 99 85 88 98 97 94 94 95 94 93 97 97 97 95 98 93 94 -

22. MG1-105 93 93 93 100 87 86 93 93 98 99 99 90 89 93 93 93 99 94 89 100 94 -

23. MG1-107 84 84 84 84 80 83 84 83 84 90 89 80 80 84 84 84 89 84 84 90 83 90 -

24. MG1-108 95 95 95 95 81 87 95 96 90 90 90 99 98 95 96 96 90 95 89 90 94 90 79 -

25. MG1-109 94 94 94 99 88 86 93 94 99 100 99 91 90 94 94 94 99 95 90 99 94 99 90 90 -

26. MG1-111 94 94 94 91 86 90 94 94 90 90 90 90 89 94 94 94 90 95 100 89 93 89 84 89 90 -
27. MG1-114 99 99 99 99 86 88 98 99 94 95 94 96 95 99 99 99 94 100 95 94 98 94 84 95 95 95
28. MG1-115 95 95 95 95 81 87 95 96 90 90 90 99 98 95 96 96 90 95 89 90 94 90 79 100 90 89
29. MG1-117 99 99 99 99 86 88 98 99 94 95 94 96 95 99 99 99 94 100 95 94 98 94 84 95 95 95
30. MG1-119 98 98 98 99 86 88 98 99 94 94 94 95 95 98 99 99 94 99 95 93 97 93 84 95 94 95
31. MG1-120 95 95 95 95 81 87 95 96 90 90 90 99 98 95 96 96 90 95 89 90 94 90 79 100 90 89
32. MG1-121 99 99 99 98 85 88 98 99 93 94 93 95 94 99 99 99 93 99 94 93 97 93 84 95 94 94
33. MG1-122 94 94 94 91 86 90 94 94 90 90 90 90 89 94 94 94 90 95 100 89 93 89 84 89 90 100
34. MG1-124 99 99 99 99 85 88 98 100 94 94 94 95 95 99 100 100 94 99 94 93 97 93 84 96 94 94
35. MG1-125 99 99 99 99 85 88 98 100 94 94 94 95 95 99 100 100 94 99 94 93 97 93 84 96 94 94
36. MG1-126 99 99 99 99 85 88 98 100 94 94 94 95 95 99 100 100 94 99 94 93 97 93 84 96 94 94
37. MG1-128 94 94 94 99 88 86 93 94 99 100 99 91 90 94 94 94 99 95 90 99 94 99 90 90 100 90
38. MG3-101 98 98 98 98 85 88 97 98 94 94 94 94 93 98 98 98 94 98 92 94 94 94 83 94 94 92
39. MG3-102 94 94 94 98 86 86 93 95 98 98 98 90 90 94 95 95 98 94 90 98 94 98 89 91 98 90
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“Tabela 5B, Cont.”

40. MG3-105 | 9% 94 94 99 88 86 93 94 99 | 100 | 99 91 90 94 94 94 99 95 90 99 94 99 90 90 | 100 | 90
41. MG6-101 | 99 99 99 99 85 38 98 | 100 | 94 94 94 95 95 99 | 100 | 100 | 94 99 94 93 97 93 34 9% 94 94
42. MG7-101 | 83 83 83 84 71 76 83 83 88 89 89 79 79 83 83 83 89 83 77 90 83 90 83 79 89 77
43. MS1-101 97 97 97 9% 33 89 97 97 93 94 94 93 92 97 97 97 94 97 91 94 95 94 34 93 94 91
44. MS2-103 99 99 99 99 85 38 98 | 100 | 94 94 94 95 95 99 | 100 | 100 | 94 99 94 93 97 93 34 9% 94 94
45. MT1-101 98 98 98 99 84 88 | 100 | 98 93 93 94 95 95 98 98 98 94 98 94 93 98 93 33 95 93 94
46. MT1-102 99 99 99 99 85 38 98 | 100 | 94 94 94 95 95 99 | 100 | 100 | 94 99 94 93 97 93 34 9% 94 94
47. MT1-103 99 99 99 99 85 88 98 | 100 | 94 94 94 95 95 99 | 100 | 100 | 94 99 94 93 97 93 34 9% 94 94
48. MT1-104 99 99 99 99 85 88 98 | 100 | 94 94 94 95 95 99 | 100 | 100 | 94 99 94 93 97 93 34 9% 94 94
49. MT1-105 99 99 99 99 85 38 98 | 100 | 94 94 94 95 95 99 | 100 | 100 | 94 99 94 93 97 93 34 9% 94 94
50.MT2-101 98 98 98 99 34 88 | 100 | 98 93 93 94 95 95 98 98 98 94 98 94 93 98 93 33 95 93 94
51.MT3-102 93 93 93 99 87 85 93 93 98 98 99 90 89 93 93 93 99 93 90 98 94 98 39 39 98 90
Isolados 1 2 3 4 5 6 7 3 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 23 24 25 26
1a26

1solados 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 0 a1 12 43 4 5 6 a7 18 19 50 51

27. MG1-114 -

28. MG1-115 95 -

29. MG1-117 100 95 -

30. MG1-119 99 95 99 -

31. MG1-120 | 9 100 | 95 95 -

32. MG1-121 | 9 95 99 98 95 =

33. MG1-122 | 95 39 95 95 89 94 -

34 MG1-124 | 9 96 99 99 9% 99 94 -

35 MG1-125 | 99 96 99 99 9% 99 94 | 100 -

36. MG1-126 | 99 96 99 99 9% 99 94 | 100 | 100 -

37. MG1-128 | 9 90 95 94 90 94 90 94 94 94 =

38. MG3-101 | 98 94 98 97 94 98 ) 98 98 98 94 =

30. MG3-102 | 9% o1 94 94 91 94 90 95 95 95 98 95 -

40. MG3-105 | 95 90 95 94 90 94 90 94 94 94 | 100 | 94 98 -

41. MG6-101 | 99 96 99 99 9% 99 94 | 100 | 100 | 100 | 94 98 95 94 -

42. MG7-101 | 83 79 83 83 79 83 77 83 83 83 89 83 89 89 83 -

43. MS1-101 97 93 97 97 93 9% 91 97 97 97 94 95 93 94 97 82 =

44. MS2-103 99 96 99 99 9% 99 94 | 100 | 100 | 100 | 94 98 95 94 | 100 | 83 97 -

45. MT1-101 98 95 98 98 95 93 94 98 98 98 93 97 93 93 98 83 97 98 =

46. MT1-102 99 96 99 99 9% 99 94 | 100 | 100 | 100 | 94 98 95 94 | 100 | 83 97 | 100 | 98 -

47. MT1-103 99 96 99 99 9% 99 94 | 100 | 100 | 100 | 94 98 95 94 | 100 | 83 97 | 100 | 98 100 -

48. MT1-104 99 96 99 99 96 99 94 | 100 | 100 | 100 | 94 98 95 94 | 100 | 83 97 | 100 | 98 100 | 100 -

49. MT1-105 99 96 99 99 9% 99 94 | 100 | 100 | 100 | 94 98 95 94 | 100 | 83 97 | 100 | 98 100 | 100 | 100 -

50.MT2-101 98 95 98 98 95 98 94 98 98 98 93 97 93 93 98 83 97 98 100 | 98 98 98 98 -

51.MT3-102 93 89 93 94 89 93 90 93 93 93 98 93 97 98 93 89 93 93 93 93 93 93 93 93 =




TABELA 6B Porcentagem de similaridade da seqiiéncia de nucleotideos da regido ITS 2 do rDNA entre os isolados estudados e os
isolados publicados no banco de dados

€Cl

Isolados § § g § § i E % % E § § g § §
5z |8 BB B |E |2 |B|E E|E E|E|E
1. BAL-I0L 94 95 88 99 100 98 86 97 98 93 93 93 84 99 93
2 BAL-I05 94 95 88 99 100 98 86 97 98 93 93 93 84 99 93
3. BAL-106 94 95 88 99 100 98 86 97 98 93 93 93 84 99 93
4 BAZ-I01 91 95 91 99 98 100 85 98 99 100 | 100 99 84 99 100
> BAZI02 86 81 84 85 86 85 100 84 84 87 87 87 78 86 87
6.BA3-101 90 87 99 88 88 90 84 89 88 86 85 86 80 88 86
7.Gorlol 94 95 88 98 98 99 84 98 100 94 93 93 83 98 94
8.Gor-l02 94 96 88 100 99 99 85 98 98 94 93 93 84 99 94
8- MGZ-101 90 90 87 94 93 99 87 94 93 98 98 98 89 94 98
10-MG2-103 | 9() 90 87 94 94 99 88 95 93 99 98 99 90 95 99
1LMG2-105 | 9() 90 87 94 93 100 87 95 94 100 99 99 89 94 100

...continua...
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12.MG2106 | 9() 99 86 95 95 95 81 94 95 90 90 90 80 96 90
13-MGa-101 | 89 98 86 95 94 94 80 93 95 90 89 89 80 95 90
1.MGa02 ) 9q 95 88 99 100 98 86 97 98 93 93 93 84 99 93
15 MGAI03 | 94 96 88 100 99 99 &5 98 98 94 93 93 84 99 94
16.MG4-104 ) 94 96 88 100 99 99 &5 98 98 94 93 93 84 99 94
1.MGsoL 9 90 87 94 93 100 87 95 94 100 99 99 &9 94 100
18.MGLoL | 95 95 88 99 99 99 86 98 98 94 93 94 84 100 94
19.MGL102 - 100 89 90 94 94 91 86 92 94 90 89 &9 84 95 90
20-MGL-103 | 89 90 86 93 93 100 87 95 93 99 99 99 90 94 99
21-MGL-10t 1 93 94 88 97 97 99 85 96 98 95 94 94 83 98 95
22:MGL-105 | g9 90 86 93 93 100 87 95 93 99 99 99 90 94 99
28-MGLI07 | g4 79 81 84 84 84 78 85 83 89 90 &9 100 84 &9
24-MGL-108 | g9 100 86 96 95 95 81 94 95 90 &9 90 79 95 90
2-MGL109 1 9() 90 87 94 94 99 88 95 93 99 98 99 90 95 99
26-MGLLL 100 &9 90 94 94 91 86 92 94 90 &9 &9 84 95 90
21-MGL-I4 95 95 88 99 99 99 86 98 98 94 93 94 84 100 94
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“Tabela 6B, Cont.”

28.MGL-IS | 89 100 86 96 95 95 81 94 95 90 89 90 79 95 90
2-MGLIT 95 95 88 99 99 99 86 98 98 94 93 94 84 100 94
0-MGLI9 1 95 95 88 99 98 99 86 98 98 94 93 93 84 99 94
$1.MGL-120 1 g9 100 86 96 95 95 81 94 95 90 &9 90 79 95 90
$2.MGL-z1 |94 95 88 99 99 98 &5 97 98 93 93 93 84 99 93
$8-MGL22 1100 &9 90 94 94 91 86 92 94 90 &9 &9 84 95 90
e Y 96 88 100 99 99 85 98 98 94 93 93 84 99 94
$-MGL25 | 94 96 88 100 99 99 85 98 98 94 93 93 84 99 94
36.MGL-126 | 94 96 88 100 99 99 &5 98 98 94 93 93 84 99 94
$-MGL-128 1 9() 90 87 94 94 99 88 95 93 99 98 99 90 95 99
R Y 94 88 98 98 98 85 96 97 94 93 94 83 98 94
$9-MG3-102 1 9() 91 86 95 94 98 86 94 93 98 97 98 &9 94 98
40-MG3-105 1 9() 90 87 94 94 99 88 95 93 99 98 99 90 95 99
41-MGe-101 | 94 96 88 100 99 99 &5 98 98 94 93 93 84 99 94
42-MGr-01 | 77 79 77 &3 &3 84 71 &3 83 89 90 &9 83 &3 &9
48-MSLI0L | 9] 93 89 97 97 96 &3 98 97 94 93 94 84 97 94
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“Tabela 6B, Cont.”

#4-MS2103 1 94 96 88 100 99 99 85 98 98 94 93 93 84 99 94
2. MTLI0L |94 95 88 98 98 99 84 98 100 94 93 93 83 98 94
46-MTL02 11 94 96 88 100 99 99 85 98 98 94 93 93 84 99 94
AT-MTLI03 194 96 88 100 99 99 &5 98 98 94 93 93 84 99 94
48-MTL04 194 96 88 100 99 99 &5 98 98 94 93 93 84 99 94
49-MTLI05 1 94 96 88 100 99 99 &5 98 98 94 93 93 84 99 94
S0MT2-101 94 95 88 98 98 99 84 98 100 94 93 93 83 96 94
S1LMT3-102 90 89 86 93 93 99 87 94 93 99 98 98 &9 93 99




TABELA 7B Analise de variancia dos dados referentes a soma de quadrados
sequenciais da severidade da doenca, provenientes da avaliagdo da
patogenicidade de Rhizoctonia solani, isolados de plantulas de

algodao
FV GL SQ QM Fc Prob.>Fc
Isolados 51 186,3153 3,6532 32,930 0,000 **
Repeticio 4 0,7894 0,1974 1,779 0,134 ns
Erro 209 23,1860 0,1109
Total 264

CV(%)=11,14
** = teste F significativo (F<0,01).
ns = teste ndo significativo (F<0,05).

TABELA 8B Analise de variancia dos dados referentes a soma de quadrados
sequenciais do indice de crescimento micelial, provenientes da
avaliagdo do efeito da temperatura in vitro no crescimento
micelial de Rhizoctonia solani, isolados de plantulas de algoddo

FV GL SQ QM FC Prob.>Fc
Isolados (I) 17 28,9026 1,7002 7,797 0,000 **
Temperaturas (T) 5 313,9709 62,7942 287,977 0,000 **
IxT 85  106,7642 1,2560 5,760 0,000 **
Repeticao 4 3,3594 0,8398 3,852 0,004 **
Erro 428 93,3267 0,2181

Total 539  546,3238

CV(%) = 6,43
* = teste F significativo (F<0,05).
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TABELA 9B Analise de variancia dos dados referentes a soma de quadrados
sequenciais do numero de esclerddios, provenientes da avaliacdo do
efeito da temperatura in vitro na produgdo de esclerddios de
Rhizoctonia solani, isolados de plantulas de algodao

FV GL SQ QM FC Prob.>Fc
Isolados (I) 17 42735,234 2513,837 78,063 0,000 **
Temperaturas (T) 5 15538,401 3107,680 96,504 0,000 **
IxT 85 82215,058 967,236 30,036 0,000 **
Repeticao 3 112,173 37,391 1,161 0,327 ns
Erro 321 10337,076 32,203

Total 431

CV(%) =34,68
* = teste F significativo (F<0,05).

TABETA 10B Analise de variancia dos dados referentes a severidade da doenga,
provenientes da avaliacdo da patogenicidade de isolados de
Rhizoctonia solani para plantulas de algoddo em seis

temperaturas
FV GL SQ QM Fc Prob.<F
Isolados (I) 17 199,2148 11,7185 106,353  0,000%**
Temperaturas(T) 5 157,7704 31,5541 286,373  0,000**
IxT 85 128,8296 1,5156 13,755  0,000**
Erro 432 47,6000 0,1102
Total 539 533,4148

CV (%) =9,82
* = significativo (P<0,05)
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TABELA 11B Analise de varidncia dos dados referentes ao desdobramento de
seis temperaturas dentro de cada um dos dezoito isolados de
Rhizoctonia solani

FV GL SQ QM Fc Prob.<F
Temperatura / MG 2 — 103 5 1,4667 0,2933 2,662 0,0219*
Temperatura / MG 4 -101 5 0,1667 0,0333 0,303 0,9113ns
Temperatura / GO 1 — 101 5 2,5667 0,5133 4,659 0,0004*
Temperatura / GO 1 — 102 5 7,9000 1,5800 14,339 0,0000*
Temperatura / BA 1 — 103 5 26,6667 5,3333 48,403 0,0000*
Temperatura / BA 1 —106 5 13,6000 2,7200 24,686 0,0000*
Temperatura / MT 1 —101 5 0,1667 0,0333 0,303 0,9113ns
Temperatura / MT 1 — 104 5 35,3667 7,0733 64,196 0,0000*
Temperatura / MT 1 — 105 5 8,9667 1,7933 16,276 0,0000*
Temperatura / MG 3 102 5 0,6667 0,1333 1,210 0,3030ns
Temperatura / MG 1 —111 5 29,3667 5,8733 53,304 0,0000*
Temperatura / MG 1 102 5 25,7667 5,1533 46,770 0,0000*
Temperatura / MG 1 —122 5 49,4667 9,8933 89,788 0,0000*
Temperatura / MG 1 124 5 30,5667 6,1133 55,482 0,0000*
Temperatura / BA 2 — 101 5 1,0667 0,2133 1,936 0,0870*
Temperatura / MT 2 — 102 5 10,6667 2,1333 19,361 0,0000*
Temperatura / MS 1 — 103 5 26,1667 5,2333 47,496 0,0000*
Temperatura / MG 5 101 5 16,0000 3,2000 29,042 0,0000*
Residuo 432 47,6000 0,1102

TABELA 12B Analise de variancia dos dados referentes ao desdobramento de
dezoito isolados dentro de cada uma das seis temperaturas

FV GL SQ QM Fc Prob.<F
Isolados / 15°C 17 86,7555  5,1032 46,315 0,000%*
Isolados / 18°C 17 123,2000  7,2470 65,772 0,000%*
Isolados / 21°C 17 40,4555  2,3797 21,598 0,000*
Isolados / 24°C 17 4,85555  0,2856 2,592 0,000*
Isolados / 27°C 17 10,4555  0,6150 5,582 0,000*
Isolados / 30°C 17 62,3222  3,6660 33,271 0,000*
Residuo 432 47,6000  0,1101

* = significativo (P<0,05)
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