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RESUMO

As solanaceas cultivadas, como a batateira, 0 tomateiro e o pimenteiro, com elevado interesse
econdmico a nivel nacional e mundial, tém sofrido perdas de producao inerentes a doencas como a
alternariose cada vez mais notdrias. A alternariose € uma doenca provocada por fungos do género

Alternaria com capacidade para afetar o caule, a folha e os frutos dos hospedeiros suscetiveis.

Com o principal objetivo de averiguar as espécies associadas a alternariose em hospedeiros da familia

Solanaceae, na regido do Ribatejo e Oeste de Portugal, realizaram-se estudos laboratoriais.

ApOs prospecdo a campos de cultura, foi criada uma colecdo de 30 isolados de Alternaria spp. Para
identificacdo das espécies foram estudadas as caracteristicas morfoculturais e moleculares dos
isolados e foram realizados testes de patogenicidade e de viruléncia em discos de folhas de diversos

hospedeiros de solanaceas como fisalis, jilo, malagueta, pimenteiro, batateira e tomateiro.

Os resultados revelaram que a maioria dos isolados pertencem a espécie A. alternata (60%), embora
se tenham encontrado varios isolados da espécie A. infectoria (27%), e ainda A. arborescens, A.
tenuissima e A. consortialis. As espécies identificadas pertencem as secg¢bes Alternata, Infectoreae e
Ulocladioides.

Nos estudos de patogenicidade e viruléncia ocorreram isolados de A. alternata que ndo se mostraram
patogénicos para o hospedeiro de origem, mostrando-se no entanto, patogénicos em tomateiro e
batateira. Todas as espécies de Alternaria testadas se mostraram mais virulentas em batateira do que
nos restantes hospedeiros estudados. Os isolados das espécies A. alternata e A. arborescens
revelaram-se 0s mais virulentos provocando maior indice de doenca nos discos das folhas de tomateiro
e batateira.

Palavras-chave: tomateiro; batateira; alternariose, Alternaria spp., patogenicidade



ABSTRACT

A contribution to the study of Alternaria spp. in Solanaceae in the Ribatejo and Oeste

Region

Cultures such as potato, tomato and sweet pepper plants, have a high national and international
economic interest. These have been suffering production losses due to numerous diseases, among
which Alternaria disease, caused by fungi of the genus Alternaria which can affect the stem, leaf and

fruit of susceptible hosts.

The main purpose of this study was to evaluate which Alternaria species are associated with Alternaria
disease in solanaceous plants in the Ribatejo and Oeste Regions. Therefore, laboratory research was
conducted.

After field survey, a collection of thirty isolates of Alternaria species was created and morphocultural and
molecular characteristics of these isolates were studied. Adicionally, each isolate was inoculated in leaf
dics from the original host plant and from potato and tomato plants.

The results of morphocultural characteristics and the sequencing revealed that the majority of the
isolates belonged to A. alternata species (60%), although A. infectoria (27%), A. arborescnes, A.
tenuissima and A. consortialis were also isolated. The identified species belong to Alternata, Infectoreae
and Ulocladioides sections.

Pathogenicity and virulence experiments revealed that some A. alternata isolates were not pathogenic
towards their original host while being pathogenic towards potato and tomato plants. All tested Alternaria
species were more virulent in potato plants than in the other studied hosts. A. alternata and A.
arborescens were the most virulent, having an increased disease rate on potato and tomato plant’s

leaves.

Keywords: tomato, potato, early blight, Alternaria spp., pathogenicity
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1 INTRODUCAO

As solanaceas constituem a terceira familia botanica mais importante economicamente e surgem como
uma das culturas mais valiosas (Saisri, 2015) com espécies de plantas produtoras de tubérculos como
a batateira (Solanum tuberosum), de frutos, como o tomateiro (S. lycopersicum), o pimenteiro e a
malagueta (Capsicum spp.), 0 jil6 (S. aethiopicum) e a fisalis (Physalis spp.) que por vezes é utilizada

como planta ornamental.

A batateira, é a quinta cultura mais produzida mundialmente. Em portugal, a producéo desta cultura
diminuiu 7,3% entre 2014 e 2016, em regides produtoras como Ribatejo e Tras-os-Montes, como
consequéncia da reducdo da area cultivada, no entanto, continua a ser das culturas que ocupa maior
area cultivada do territério nacional. Relativamente ao tomate, Portugal situa-se entre os maiores
produtores deste fruto a nivel europeu, tendo atingido uma producéo de 1,8 milhdes de toneladas em
2015 (FAOSTAT, 2016). Porém, a area dedicada a producao de solanaceas e a sua produtividade tém
sofrido flutuagbes, em parte como consequéncia da incidéncia e aumento da severidade de ataques de
pragas e doengas como a alternariose. Esta micose causada por varias espécies do género Alternaria

€ atualmente referida como uma das mais importantes doencas em solanaceas.

As infecdes de Alternaria spp. em solanaceas podem ocorrer em caules, folhas e frutos caracterizando-
se pelo aparecimento de manchas negras de tecido necrético, por vezes, com produgcdo de anéis
concéntricos em torno da leséo e rodeadas de um halo clorético. Estes sintomas ocorrem nas folhas,
podendo levar a uma diminuicdo significativa do potencial fotossintético das plantas e,
consequentemente, da producdo. A afetacdo dos frutos inviabiliza a sua comercializacdo e pode ser
responsavel por podridées no armazenamento (Thomma, 2003; Logrieco et al., 2009; Lawrence et al.,
2013; Armitage et al., 2015). Na etiologia desta doenca estédo envolvidas sobretudo, as espécies A.
solani e A. alternata, encontrando-se ainda referéncia a outras espécies como A. arborescens, A.
tenuissima, A infectoria, A. consortialis e espécies de esporos grandes como A. linariae, A. grandis e
A. protenta que estdo associadas a maior severidade de sintomas da doenca (Simmons, 2000;
Woudenberg et al., 2014).

Em Portugal, pouco se sabe sobre as espécies associadas a alternariose de solaniceas e sobre
aspetos epidemiolégicos da populagdo destes patogénios. Assim, estudaram-se 30 isolados de fungos
do género Alternaria encontrados associados a material vegetal sintomatico recolhido em campos e

estufas de producao de solanaceas, na regido do Ribatejo e Oeste.

Considerou-se como ferramenta deste trabalho uma colecdo de isolados identificados a espécie pelo
estudo das suas caracteristicas morfoculturais e moleculares. Adicionalmente, procedeu-se a avaliacao
da sua patogenicidade e viruléncia por inoculacdo de discos de folhas de batateira, tomateiro e dos

hospedeiros de origem dos diferentes isolados.

O trabalho estrutura-se em cinco capitulos: no capitulo 1 apresenta-se uma “Introdugdo” com

enquadramento e justificacdo do tema da dissertacédo; no capitulo 2, “Reviséo Bibliografica”, reuniu-se

10



a informacéo relacionada com o tema, incluindo a sistemética e taxonomia dos fungos do género
Alternaria bem como as caracteristicas e os critérios utilizados na identificacdo das espécies de
Alternaria associadas a solanaceas, hospedeiros, ciclo de vida e sintomas de alternariose; no capitulo 3
estdo descritos o “Material e Métodos” utilizados neste estudo; no capitulo 4, onde se apresenta a
“Discussao dos Resultados” obtidos; e finalmente, no capitulo 5 as “Conclusdes e Perspetivas Futuras”

com a sugestdo de possiveis trabalhos a desenvolver em sequéncia desta dissertacao.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1A importancia das solanaceas

A familia Solanaceae, da ordem Solanales, é uma das maiores familias de plantas angiospérmicas. E
composta por mais de 90 géneros que incluem mais de 2000 espécies. Os taxones desta familia
apresentam uma grande diversidade morfoldgica adaptando-se a diversos climas, desde algumas das
florestas tropicais mais humidas do mundo, que recebem mais de 3000 mm de precipitagdo
anualmente, aos desertos mais secos e montanhas mais altas com queda de neve regular e
temperaturas inferiores a zero graus (Fernandez-Pozo, 2014). Esta diversidade permite que se
adaptem estando amplamente distribuidas e presentes em todos os continentes, excetuando na
Antartida (“Solanaceae Source,” 2017). Sendo originarias da América do Sul, é neste continente onde
naturalmente se regista uma maior diversidade de espécies, incluindo 50 géneros endémicos (D’Arcy,
1991).

As solaniceas constituem a terceira familia botanica mais importante economicamente e surgem como
uma das culturas mais valiosas, com espécies cultivadas muito variadas e associadas a diversas
utilidades (Saisri, 2015). Espécies desta familia incluem plantas produtoras de tubérculos como a
batateira (Solanum tuberosum), de frutos, como o tomateiro (S. lycopersicum), a beringela (S.
melongena), o pimento e a malagueta (Capsicum spp.), 0 tomate-maracuja (S. betaceum), o meldo-
andino (S. muricatum), o jil6 (S. aethiopicum), a giboma (S. macrocarpon) e a fisalis (Physalis spp.) e
de folhas comestiveis, como a giboma (Saisri, 2015; “Solanaceae Source,” 2017). Adicionalmente,
inclui espécies utilizadas como ornamentais (Petunia spp., Brugmansia spp., Datura spp., Physalis spp.
e Capsicum spp.) e medicinais, dada a particularidade de algumas espécies da familia Solanaceae
produzirem alcaloides como metabolitos secundérios (“Solanaceae Source,” 2017). Com este efeito,
sdo de destacar Capsicum spp., produtoras de capsaicina, associada a supressado de crescimento
celular em doentes com cancro (Saisri, 2015), e Datura stramonium, produtora de atropina com efeito
de relaxamento muscular e anti-inflamatério (Soni et al., 2012). Por outro lado, os alcal6ides mostram
toxicidade para humanos e animais e podem estar presentes em diversos constituintes de muitas
espécies (Saisri, 2015). Por fim, o tomateiro, o tabaco e as petlnias sédo ainda utilizados em estudos
de biologia (Saisri, 2015).

O género Solanum contém quase metade das espécies da familia Solanaceae, estando bem
representado no seu continente de origem, a América do Sul, em especial nos vales dos Andes.
Secundariamente, podem encontrar-se centros de diversidade e endemismo na América do Norte e
México, América Central, Leste do Brasil, india Ocidental, Africa e Australia (“Solanaceae Source,”
2017). E um género com elevada distribuicdo e importancia econémica mundial que, para além da
batateira, tomateiro e beringela, inclui espécies cultivadas em menor escala como o tomate-maracuja,

0 mel&@o-andino, o0 jilé e a giboma.
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Atualmente, a batateira tem uma elevada importancia econémica, sendo a quinta cultura mais
produzida mundialmente (FAOSTAT, 2016). A nivel nacional, a producao de batata diminuiu 7,3% entre
2014 e 2016, em regibes produtoras como Ribatejo e Tras-os-Montes, como consequéncia da redugéo
da area cultivada, de 27 214 ha para 23 296 ha (-14,4%). Neste periodo, obtiveram-se producdes entre
450 e 550 mil toneladas de tubérculos (INE, 2016). Porém, apos os cereais, como o milho, a aveia, o
trigo e o arroz, a batata continua a ser a cultura que ocupa uma maior superficie do terreno nacional e

em termos de producéo, surge apés o tomate de industria e o milho (INE, 2016).

O tomate € um fruto consumido mundialmente tanto em fresco como transformado. Apesar de néo se
encontrar tdo bem posicionado no ranking das culturas produzidas a nivel mundial (FAOSTAT, 2016),
€ uma cultura com uma grande importancia em Portugal. Portugal situa-se entre os maiores produtores
de tomate a nivel europeu, tendo atingido uma producdo de 1,8 milhdes de toneladas em 2015
(FAOSTAT, 2016). A superficie dedicada a producao de tomate para industria foi superior a 19 000 ha,
em 2016, e tem sofrido um aumento consideravel (11,6% entre 2014 e 2016) sendo esta a cultura que
apresenta o valor mais elevado de producgéo (INE, 2016). A superficie para cultivo de tomate para
consumo em fresco tem-se mantido constante e superior a 1 000 ha, com produc¢des a rondar as 90
mil toneladas entre 2014 e 2016 (INE, 2016).

O género Capsicum contém mais de 30 espécies, incluindo formas cultivadas e espontaneas que
produzem frutos picantes e ndo picantes ("The Plant List", 2013). Entre as espécies de Capsicum
domesticadas ocorre o pimento (C. annuum) e a malagueta (C. frutescens). Os pimentos e malaguetas
ndo tém grande expressdo na cultura portuguesa, ao contrario de Espanha, o maior produtor a nivel

europeu, e do México, um dos maiores produtores mundiais (FAOSTAT, 2016).

O género Physalis contém mais de 100 espécies ("The Plant List", 2013). Algumas produzem um fruto
esférico semelhante a um pequeno tomate e a cor pode variar entre amarelo, verde, laranja e vermelho.
Caracteristicamente diferencia-se de muitas solanaceas pelo célice desenvolvido que envolve o fruto,
gue seca e adquire uma coloracao dourada. As bagas de algumas espécies sdo comestiveis e algumas
tém importancia comercial, nomeadamente: P. pubescens, P. peruviana, P. pruinosa e P. philadelphica
(= P. ixocarpa). E um fruto de grande importancia na Colémbia, o maior fornecedor mundial. Em 2007,
mais de 80% da sua producao foi exportada para paises como a Holanda, Alemanha, Franca, Suécia
e Gra-Bretanha (Lima, 2009). Dada a atratividade do preco de mercado e o potencial para exportacéo,
a cultura comecgou a ganhar expressao em Portugal e, em 2013, comegou a ser produzida no pais para
comercializagdo, em maior escala, nomeadamente nas regifes de Leiria e Faro (Pires, 2015). Por outro
lado, a planta facilmente se dissemina sendo uma infestante de culturas e considerada uma espécie

invasora (Feliciano, 2008).

Em todas as regides onde se cultivam solanaceas as plantas sédo afetadas por problemas fitossanitarios
que, consequentemente, limitam o seu potencial produtivo. De entre as doengas, podemos associar a
diferentes espécies de solanaceas ataques de nematodes e as doencas causadas por virus, bactérias
e fungos e pseudofungos, muitos constituindo inimigos-chave (Hardy, 1996; Shankar et al., 2014). A

alternariose, micose causada por varias espécies do género Alternaria, assume-se atualmente como
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uma das mais importantes doencas em solanaceas, surgindo registos de perdas de producdo de até
80% em tomateiro e batateira (Basu, 1974; Pryor & Gilbertson, 2000; Grigolli et al., 2011; Kumar &
Barnwal, 2017).

2.20 género Alternaria

O género Alternaria € um taxon de fungos ecologicamente diversificado e reconhecido mundialmente.
Ocorrendo numa larga diversidade de habitats, pode associar-se a animais e a plantas e surge no solo
e na atmosfera (Woudenberg et al., 2013). Taxones atualmente enquadrados no género podem surgir
como saproéfitas em tecidos de plantas hospedeiras senescentes ou previamente lesadas e como
enddfitas, mas assumem particular importancia como agentes patogénicos, seletivos ou generalistas,
de plantas hospedeiras de interesse agrondmico e ornamental, provocando doencas no caule, folhas e
frutos e podridées em pos colheita (Thomma, 2003; Logrieco et al., 2009; Lawrence et al., 2013;
Armitage et al., 2015). Adicionalmente, algumas espécies sdo consideradas agentes patogénicos
oportunistas e eminentes em animais, homeadamente em doentes humanos imunocomprometidos
(Lawrence et al., 2013; Armitage et al., 2015). Fungos do género Alternaria produzem esporos que séo
transportados pelo ar e a inalacdo dos mesmos pode provocar alergias (Woudenberg et al., 2013;
Lawrence et al., 2016) e patologias como asma, sinusite (Mamgain et al., 2013) e pneumonite (Mageste
et al., 2012). Assim, de acordo com Lawrence et al. (2013) poucos taxones de fungos, no seu habitat
nativo, ttm a capacidade para igualar o impacto global deste género, afetando tanto seres humanos

como as suas atividades.

Mais de 4 000 espécies de plantas foram associadas a espécies do género Alternaria, fazendo deste
um género com capacidade de infetar uma enorme gama de hospedeiros (Thomma, 2003; Lawrence
et al., 2013). Pode afetar culturas de interesse agronémico, como o tomateiro, a batateira, as brassicas
e algumas fruteiras, bem como plantas ornamentais (Mamgain et al., 2013). Adicionalmente, varias
espécies deste género ocorrem em plantas infestantes, o que pode ser visto como uma oportunidade
para o controlo biolégico das mesmas. Servem de exemplo a espécie A. cassiae (herbicida ASST™)
que é utilizada como agente de controlo biolégico de Senna obtusifolia, S. occidentalis e Crotalaria
spectabilis (Bannon, 1988) e da espécie A. crassa no controlo de D. stramonium (Stewart-Wade et al.,
1998).

Filogeneticamente, o género Alternaria pertence ao reino Fungi, filo Ascomycota, sub-filo
Pezizomycotina, classe Dothideomycetes, sub-classe Pleosporomycetidae, ordem Pleosporales e
familia Pleosporaceae (“Mycobank Database”, 2017). Foi originalmente descrito por Nees, em 1816,
com a espécie Alternaria tenuis, caracterizada pela producdo, em cadeia, de esporos multicelulares
escuros com septos transversais e longitudinais (feodictiésporos) possuindo um bico ou células apicais
afuniladas (Thomma, 2003). Fries, em 1832, ndo reconheceu esta descricdo e descreveu 0 mesmo
fungo como Torula alternata, complicando a taxonomia do género desde o seu comeco. Por sua vez,
Wallroth (1883) descreveu o género Stemphylium e neste género, o subgénero Pseudostemphylium,
0s quais apresentavam igualmente feodictiosporos. Posteriormente, Subramanian (1961) propds a

elevacdo de Pseudostemphylium a género. No entanto, de referir que, em 1912, Keisser havia
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reavaliado as descricdes de A. tenuis e T. alternata, tendo sinonimizado ambas as espéceis sob A.
alternata (Lawrence et al., 2013). Simmons (1967) realizou uma profunda revisao deste complexo de
fungos, tipificou-os e definiu as caracteristicas que permitiram enquadrar as espécies nos géneros
Alternaria, Stemphylium e Ulocladium (= Pseudostemphylium), sendo A. alternata a espécie tipo do
género Alternaria. Posteriores revisdes taxondémicas levaram o autor a colocar algumas espécies do
género Alternaria no novo género Nimbya (Simmons, 1989) e, mais tarde, ressuscitou um antigo
género, Prathoda, transferindo a espécie A. longissima para esse género, € segregou nNo género

Alternaria, os géneros Alternariaster, Chalastospora e Teretiospora (Simmons, 2007)

Os estudos classicos de identificacdo a espécie no género Alternaria baseiam-se na analise de
caracteres morfologicos, nomeadamente nas caracteristicas dos conidios, comprimento das cadeias e
padrdo de esporulacéo (Neergaard, 1945; Simmons & Roberts, 1993). O comprimento dos esporos,
incluindo o comprimento do bico, € a caracteristica morfol6gica mais importante de uma dada espécie
considerada. No entanto, em muitos casos, os intervalos de valores para uma espécie e a sobreposi¢éo
de valores entre espécies impedem a identificacao a espécie e a distingéo entre espécies do mesmo e
de grupos diferentes (Rotem, 1994). Para além disto, as caracteristicas morfolégicas ndo sdo apenas
afetadas por fatores intrinsecos (Thomma, 2003; Landschoot et al., 2017). Deste modo, fatores como
o tipo de substrato em que se desenvolve o fungo (Rotem, 1994; Andersen et al., 2002), a gestado das
condi¢des de luminosidade e de temperatura (Simmons, 1992) e o hospedeiro de origem (Marak et al.,
2014), podem ser responsaveis por uma variacao significativa nas caracteristicas morfologicas de uma
espécie, levando a problemas de identificacdo. Por estas razdes, desde a criagdo do género, entendeu-
se que algumas das identificacbes assumidas na bibliografia podiam estar incorretas ou ser sinénimos
de outras espécies (Rotem, 1994; Andersen & Thrane, 1996; Woudenberg et al., 2013).

A similaridade morfolégica entre espécies e a variabilidade dentro da espécie levou a que varios autores
considerassem que seria necessario o desenvolvimento de métodos menos ambiguos independentes
de fatores externos para identificacdo das espécies (Elansky et al.,, 2012; Gannibal et al.,, 2014;
Armitage et al., 2015). Mais recentemente, as técnicas moleculares tém permitido a validacdo de
estudos classicos baseados exclusivamente na morfologia das espécies, descobrir novas espécies e

colocar hipéteses filogenéticas ao género Alternaria e a géneros proximos.

Numa analise polifasica sobre o complexo Alternaria, Woudenberg et al. (2013) referiram que, com
base em trabalhos realizados por diversos autores, podia entender-se que o complexo de Alternaria
compreendia nove géneros polifiléticos, Alternaria, Chalastospora, Crivellia, Embellisia, Nimbya,
Sinomyces, Stemphylium, Ulocladium e Undifilum, sendo que o género Alternaria se repartia em oito
seccdes (incluindo a seccao Alternata) e o grupo de espécies A. infectoria. Todavia, ao analisarem
caracteristicas morfolégicas de estirpes representativas do género Alternaria e de estirpes de 16
géneros relacionados, aliadas as suas sequéncias dos genes nas regides SSU (18S nrDNA), LSU (28S
nrDNA), ITS (internal transcribed spacer), GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase),
RPB2 (RNA polymerase second largest subunit) e TEF1-a (translation elongation factor 1-alpha),

concluiram pela sinonimizagéo de todos os géneros do complexo Alternaria, excetuando Stemphylium,
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e ainda dos géneros Brachycladium, Allewia, Chmelia, Lewia, Teretispora e Ybotromyces. Por outro
lado, consideraram que o género Alternaria é constituido por 24 secc¢des e seis linhagens monotipicas.
Nas secgOes referiram a seccdo Alternariae sensu Lawrence et al. (2013), onde se encontram as
espécies A. alternata, A. arborescens e A. tenuissima, a sec¢do Infectoriae que inclui a espécie A.
infectoria e a seccao Porri, que compreende espécies com esporos grandes como A. crassa, A. grandis,

A. protenta, A. solani e A. tomatophila (Woudenberg et al., 2013).

Atualmente, o estudo de espécies de interesse, nomeadamente as espécies de Alternaria associadas
a doencas com importancia econémica, como a alternariose das solanaceas, tém como base uma
analise morfoldgica, cultural e molecular dos isolados (Bessadat et al., 2016; Lawrence et al., 2016).
Contudo, é importante considerar que a resolucéo filogenética para a definicdo das espécies esta
estreitamente relacionada com os loci utilizados (Tymon et al., 2016). Alguns autores defendem a
utilizacdo de zonas conservadas do DNA, enquanto outros defendem que estas ndo possuem
variabilidade suficiente para serem capazes de diferenciar ao nivel da espécie (Armitage et al., 2015).
Servem de exemplo a regido espacadora transcrita interna (ITS) do DNA ribossomal, que por serem
idénticas em muitas espécies de Alternaria, nomeadamente dentro das sec¢des, ndo apoiam 0s
resultados obtidos com outras regides com maior resolu¢do. Todavia, esta sequéncia e sequéncias de
genes que codificam a regido TEF1-a sdo frequentemente referidas em estudos taxonémicos do género
Alternaria (Pryor & Gilbertson et al., 2000; Lawrence et al., 2013; Woudenberg et al., 2013, 2015;
Landschoot et al., 2017). Serdani et al. (2002) concluem que a regido ITS tem capacidade de diferenciar
espécies do grupo de A. infectoria dos isolados da secc¢éo Alternata e Woudenberg et al. (2015) referem
que uma regido pouco conservada do DNA, KOG1058, possui um bom poder discriminativo de espécies

pertencentes a seccao Alternata relativamente a outras seccgoes.

Como referido, a distingdo de espécies do género Alternaria pelo uso de caracteristicas morfolégicas é
complicada. Simmons & Roberts (1993) padronizaram as condi¢Bes Otimas de crescimento para as
espécies do género e definiram grupos de espécies de acordo com o comprimento das cadeias de
esporos e os seus padrdes de ramificagcdo. Mais recentemente, Woudenberg et al. (2015), aplicaram
nove loci (ITS, SSU, LSU, GAPDH, RPB2, TEF1l-a, Alt a 1 (Alternaria major allergen) , endoPG
(endopolygalacturonase) e uma regiéo anénima OPA10-2) a 168 isolados de Alternaria, na tentativa de
distinguir as espécies e esclarecer a filogenia da sec¢do Alternata, resultando na diferenciacdo do
complexo de espécies A. arborescens, na sinonimizagéo de 105 denominacdes correspondentes a 35
morfo-espécies, incluindo A. tenuissima, sob A. alternata, e descricdo de mais 10 espécies. Contudo,
Zheng et al. (2015) defendem que A. alternata e A. tenuissima podem distinguir-se com base na analise

da sequéncia parcial do gene da histona 3.

Adicionalmente, pode utilizar-se o perfil dos metabolitos secundarios, uma vez que diferentes espécies
de Alternaria produzem diferentes metabolitos ou combinac¢des destes (Andersen et al., 2002; Adhikari
etal., 2017).
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2.3Fungos do género Alternaria em solanaceas

Um largo espetro de espécies do género Alternaria é responsavel ou esta associado a doencas em
plantas da familia Solanaceae, com capacidade para afetar todos os 6rgaos e estados vegetativos das
plantas (Bessadat et al., 2014a), como folhas, caules, frutos e tubérculos. Nestes hospedeiros, espécies
do género Alternaria podem ser responsaveis por diferentes doencas, como o tombamento de
plantulas, a podriddo do colo do caule na fase de planta jovem (collar ou foot rot) e o cancro no caule
(stem canker) em plantas adultas, podendo ainda afetar tubérculos a partir de lesdes ou frutos de
tomate e pimento diretamente, os quais desenvolvem podriddes em pds-colheita (van der Waals et al.,
2001; Almeida, 2006; Logrieco et al., 2009; Kumar & Barnwal, 2017). Contudo, a doenca provocada por
fungos do género Alternaria que mais se destaca é a alternariose, isto €, necrose em drgaos aéreos da
planta a que se associam varias espécies de Alternaria que atuam como agentes causais primarios ou

secundarios.

A alternariose em solanéceas € causada sobretudo por espécies de trés se¢bes do género Alternaria:
seccdo Porri, seccdo Alternata e seccéo Infectoriae (Orina et al., 2011; Woudenberg et al., 2015;
Devappa et al., 2016; Kokaeva et al., 2017). Adicionalmente, a espécie A. consortialis (= Ulocladium

consortiale) é isolada a partir de folhas de tomateiro (Bessadat et al., 2016).

O impacto da alternariose em Portugal é considerado moderado, aparentemente ndo existindo muitos
estudos sobre a doenca. As espécies que aparecem referenciadas sdo A. solani e A. alternata que
afetam as culturas da batateira, tomateiro e pimenteiro, tanto no campo como em pds colheita (Almeida,
2006).

2.3.1 Perspetiva histdrica dos agentes causais

Ellis & Martin (1882) foram os primeiros autores a descrever os sintomas de alternariose na batateira
como lesdes castanhas a pretas com anéis concéntricos nas folhas, produzindo um efeito tipo alvo.
Consideraram que o agente responsavel pela doenca era Macrosporium solani. Mais tarde, Jones &
Grout (1897) associaram duas espécies do género Alternaria aos sintomas de alternariose em batateira,
assumindo que A. solani surgia como patogénica e A. fasciculata (= A. alternata) como saprdfita.
Durante mais de um século A. solani foi considerado como o (nico agente causal da alternariose em
tomateiro, batateira, pimenteiro, beringela e outras solanaceas. Contudo, varios autores foram ao longo
do tempo reconhecendo que existia uma elevada heterogeneidade morfolégica e patogénica na
populacdo do que que se considerava A. solani e sugeriram que a doenga pudesse ser causada por

outras espécies ou racas do fungo (Gannibal et al., 2014).

Simmons (2000), ao fazer a revisdo taxonomica do género Alternaria associado a hospedeiros da
familia Solanaceae, analisou A. solani sensu lato e espécies afins (secgdo Porri) e descreveu ou
reconheceu, para além de A. solani, A. grandis, em batateira, A. tomatophila, A. cretica e A.
subcylindrica em tomateiro, A. beringelae, em beringela, A. capsici, em pimento e A. cyphomandrae,

em tomate-maracuja. De referir, no entanto, que Woudenberg et al. (2014) sinonimizaram
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A. tomatophila, A. cretica e A. subcylindrica com A. linariae, aumentando o leque de hospedeiros desta
espécie, e A. capsici com A. crassa. Como agentes patogénicos em batateira, referiram ainda A.
grandis, A. protenta e A. solani. Esta especializacdo dos agentes patogénicos com os hospedeiros foi
depois suportada por estudos moleculares (Rodrigues et al., 2010; Gannibal et al., 2014; Landschoot
etal., 2017).

A importancia das espécies de Alternaria com esporos pequenos como agentes causais da alternariose
tem sido questionada por varios autores (Stammler et al.,, 2014). As espécies A. alternata, A.
arborescens, A. tenuissima (secgéo Alternata) e A. infectoria (sec¢éo Infectoriae) sdo frequentemente
isoladas a partir de tecido infetado onde ocorrem espécies patogénicas de esporos grandes (Bessadat
et al., 2016; Kokaeva et al., 2017), levando a colocacédo da questdo da existéncia de uma interacao
entre estes grupos de espécies (Leiminger et al., 2010). Contudo, esta hipétese foi contrariada ao
provar-se que A. alternata, A. arborescens e A. tenuissima tém capacidade para provocar infecdo nas
plantas, ocorrendo sintomatologia idéntica a da alternariose provocada por espécies com esporos
grandes e bicos longos (Bessadat et al., 2014a, 2014b & 2016; Dube, 2014). Porém, Droby et al. (1984)
terdo sido provavelmente os primeiros autores a referirem a patogenicidade de A. alternata em
batateira, afirmando os autores que esta espécie € responsavel pela sintomatologia das pequenas
pontuacdes escuras observadas em folhas desta planta.

2.3.2 Caracteriza¢ao morfoldgica

Fungos do género Alternaria caracterizam-se por produzirem hifa castanha a castanho-olivacea,
conidiéforos macronematosos, mononematosos, simples ou irregulares, ramificados, solitarios ou em
fasciculos, curtos ou alongados. Produzem conidios solitarios ou em cadeias, ovais, obovoides,
cilindricos elipsoidais ou obclavados, com ou sem bico, lisos ou rugosos, com septos transversais e
com ou sem septos longitudinais e obliquos. Os conidiéforos e os conidios variam entre uma tonalidade
castanha a castanho-olivacea (Barnett & Hunter, 1998; Pryor & Gilbertson, 2000; Woudenberg et al.,
2013; Lawrence et al., 2016).

No que diz respeito as espécies com conidios grandes, a utilizacdo de caracteristicas morfoldgicas
como a dimensao dos esporos, 0 comprimento dos bicos e as suas ramificacbes é (til para a
diferenciagcéo de espécies dentro da seccao Porri (Alvarenga et al., 2016). Em solanéceas, considerou-
se A. solani como o Unico agente causal da alternariose por um longo periodo, o que confirma a
plasticidade morfoldgica destas espécies (Gannibal et al., 2014). No entanto, a espécie A. solani
diferencia-se maioritariamente de A. grandis pelo comprimento total dos conidios. Segundo Rodrigues
et al. (2010), em PCA (potato carrot agar), os esporos de A. solani apresentam um comprimento entre
168-210um, variando entre 237-390pum em A. grandis. Relativamente a A. tomatophila (= A. linariae),
a principal distingdo encontrava-se na ramificagdo dos bicos, geralmente presente em nimero superior
(1-4) quando comparada com A. solani e A. grandis, sendo que o corpo do conidio mostra-se mais
estreito e com um comprimento inferior sendo o bico, tendencialmente mais longo que o bico de A.
solani (Gannibal et al., 2014).
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Tipicamente, as espécies dentro da seccdo Alternata produzem esporos pequenos a moderados, com
septos transversais e alguns longitudinais (Lawrence et al., 2016) Contudo, ao contrario das espécies
pertencentes a secgéo Porri, 0s bicos dos esporos, quando presentes, sao de reduzidas dimensfes e
nao tém valor taxonémico, e as dimensdes dos corpos dos conidios sobrepéem-se entre e dentro dos
grupos de espécies. Por isto, morfologicamente, o estudo dos padrdes de ramificagdo dos grupos de
espécies definidos por Simmons & Roberts (1993), nomeadamente os grupos de espécies de A.
alternata, A. arborescens e A. tenuissima, continua a servir de base em estudos morfolégicos (Andersen
et al., 2002; Bessadat et al., 2016).

A espécie A. alternata é a mais comum e variavel dentro do género Alternaria e, segundo Ali et al.
(2006), produz colénias preto a preto-olivaceo e por vezes acinzentadas, com rapido crescimento em
laboratério. Em gelose de batata dextrosada (PDA-potato dextrose agar) pode atingir um didmetro a
variar entre 33 e 72 mm em sete dias a 25+1°C, na auséncia de luz (Durand, 2017). Pode ocorrer a
producédo de pigmentos difusiveis no meio de cultura (Devi et al., 2014). Tipicamente, e de acordo com
Simmons e Roberts (1993), A. alternata produz um padréo de esporulacdo que corresponde ao grupo
4 (Fig. 1a), definido pela formacao de conidiéforos primarios curtos e cadeias com entre 2 a 6 conidios
que formam conidiéforos secundarios a partir do seu corpo, os quais produzem cadeias curtas de 1 a
5 conidios (Andersen et al., 2002; Bessadat et al., 2016). Serdani et al. (2002), referenciam a formacgao
de cadeias mais longas, entre 6-12 conidios de comprimento, em PCA. Os conidiéforos primérios
surgem individualmente ou em pequenos grupos, ramificados, retos ou flexuosos com 1 a 3 septos,
geniculados, hialinos a olivdceos, com comprimento até 50,0 um e largura entre 3,0 e 6,0 um, possuindo
uma ou mais cicatrizes conidiais (Quadro 1). Os conidios podem ser obclavados, obpiriformes, évoides
ou elipsoidais, por vezes com um bico coénico ou cilindrico, hialinos a castanho-dourados ou castanho-
escuros (Ali et al., 2006; Bessadat et al., 2014b; Dube, 2014; Devappa et al., 2016).

Quadro 1 — Caracteristicas biométricas dos esporos de Alternaria alternata segundo diversos autores

Corpo do conidio (um)  N°de septos

Hospedeiro Substrato - - Referéncias
Comprimento  Largura Trans. Longit.

Solanum lycopersicum  PDA 23,0-63,0 9,0-18,0 8 Varios Ali et al. (2006)

- PCA 6,5-59,8 42-165 1-8 0-3 Bessadatetal (2014b)

Solanum tuberosum - 19,7-454 85-186 2-6 1-5 Vasconcelos et al. (2014)

Para a espécie A. arborescens também se verifica um crescimento rapido em cultura. Em PDA, na
obscuridade a 20°C, desenvolve colonias com margem irregular, castanho-bronzeadas a pretas, com
textura feltrosa (Wenneker et al., 2018). O padrédo de esporulagéo (grupo 3) define-se pela formacédo
de conidi6foros priméarios longos com extensa ramificagdo terminal (Fig. 1b). A ramificacdo ocorre a
partir da formacdo de um conidiéforo secundario curto na extremidade dos conidios, sendo que o
primeiro conidio da cadeia pode ser até duas vezes maior que o conidio que o precede (Andersen et
al., 2002; Wenneker et al., 2018). Os conidios apresentam-se ovoides, obpiriformes ou elipséidais, por
vezes apresentando um bico apical afunilado, bronzeados a castanho-claros (Akhtar et al., 2014,
Bessadat et al., 2014b). As caracteristicas biométricas dos esporos de A. arborescens segundo

diversos autores sdo apresentadas no Quadro 2.
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O padréo de esporulacdo das espécies A. alternata e A. arborescens diferencia-se principalmente pelo
comprimento das cadeias, grau de ramificacdo e posicdo do conidiéforo secundario. A espécie A.
alternata produz geralmente cadeias mais longas, enquanto a espécie A. arborescens produz
conidiéforos primarios mais longos e um padrdo de ramificacdo mais complexo com formacgéo de

cadeias ramificadas a partir do corpo do conidio (Andersen et al., 2002).

Quadro 2 - Caracteristicas biométricas dos esporos de Alternaria arborescens segundo diversos autores

) Corpo do conidio (um) N° de septos )
Hospedeiro Substrato X - Referéncias
Comprimento Largura Trans. Longit.
Oryza sativa MEA* 10,0 - 30,0 50-14,0 1-5 1 Akhtar et al. (2014)
- PSA** 9,6 -38,4 3,2-128 1-6 0-3 Bessadat et al. (2014b)
Malus domestica - 10,0 -30,0 5,0-10,0 1-5 - Wenneker et al. (2018)

*MEA: Malt Extract Agar; **PSA: Peptone sucrose agar

As col6nias de A. tenuissima, em PDA, apresentam uma coloracao a variar entre preto-esverdeado a
cinzento-olivaceo, por vezes com uma margem esbranquigada, com textura cotonosa (Pisalov et al.,
2015; Lin et al., 2016), atingindo um diametro de 50 mm em apenas cinco dias de crescimento, na
obscuridade (Wee et al., 2016). Caracteristicamente, A. tenuissima produz um padrdo de ramificacao
(grupo 5) que se caracteriza pela produgéo de conidiéforos primarios curtos e cadeias longas com 9 ou
mais conidios, com pouca ou nenhuma ramificagdo (Fig. 1c). Caso ocorram cadeias secundarias,
geralmente séo curtas, entre 1 a 4 conidios, e formam-se usualmente a partir do corpo dos primeiros
esporos da cadeia (Andersen et al., 2002; Lin et al., 2016). Andersen et al. (2002) observaram a
formagédo ocasional de bicos verdadeiros em isolados desta espécie. Os conidiéforos sao simples ou
geniculados, hialinos a castanho-claro com comprimento entre 15,0 e 75,0 um (Quadro 3). Os conidios
apresentam-se ovoides, obclavados ou elipsoidais, castanho-olivAceos a castanhos-dourados,
muriformes e sem bico. Ocasionalmente apresentam paredes verrugosas (Bessadat et al., 2014b; Lin
et al., 2016; Wee et al., 2016; Durand, 2017).

Quadro 3 - Caracteristicas biométricas dos esporos de Alternaria tenuissima segundo diversos autores

) Corpo do conidio (um) N° de septos o

Hospedeiro Substrato - - Referéncias
Comprimento  Largura Trans. Longit.
Rodriguez-Roa et al.

- - 11-40 8-16 0-7 0-3 (2013)
- PSA 9,8 -60,2 86-155 4-9 - Bessadat et al. (2014b)
- PDA 13,2448 6,4-16,1 1-9 0-6 Durand (2017)
Avicennia PDA 212-455  73-17,7 1-4 0-2 Lin et al. (2016)
marina
Aloe Vakalounakis et al.
barbadensis PCA 9,5-369 71-19 ) i (2016)
Aronia PDA 22-32 811 2-4 0-1 Wee et al. (2016)

melanocarpa

20



Dentro dos grupos de espécies definidos segundo o padrdo de esporulagao inclui-se o grupo de
espécies de A. infectoria que ocorre na seccao Infectoriae. Esta espécie (Fig. 1d) ndo se distingue das
espécies dentro da seccdo Alternata pela dimenséo dos seus conidios (Quadro 4), mas pela formagao
de conidiéforos secundarios longos na zona apical dos esporos, em cadeias ramificadas com 4 a 10
esporos, gerando um padréo de esporulagédo complexo (grupo 6) (Andersen et al., 2002). Esta espécie
produz conidioéforos castanhos, simples ou geniculados e esporos que apresentam bico, elipsoidais a
ovéides longos, muriformes e castanho-escuros, mostrando-se por vezes verrugosos (Rahimloo et al.,
2015; Durand, 2017). Em meio de cultura PCA as coldnias atingem os 66 mm de didmetro no sétimo
dia de crescimento, a 24+1°C, mostrando-se esbranquicadas a cinzentas e purulentas a feltrosas
(Rahimloo et al., 2015). Durand (2017) registou em PDA o mesmo valor de didmetro da cultura, em
sete dias de crescimento.

Quadro 4 - Caracteristicas biométricas dos esporos de Alternaria infectoria segundo diversos autores

) Corpo do conidio (um) N° de septos o
Hospedeiro Substrato - - Referéncias
Comprimento Largura Transv. Longit.
Rodriguez-Roa et al.
- - 10,0 -57,0 6,0-120 3-8 0-3 (2013)
Brassica oleraceae  PCA 30,0 -45,0 8,0-15,0 3-6 0-3 Rahimloo et al., (2015)
- PDA 12-78,8 10,6-248 3-11 1-6 Durand (2017)

Em meio de cultura DRYES (Dichloran Rose Bengal Yeast Extract Sucrose Agar), Andersen et al.
(2002) estudaram isolados de quatro espécies de acordo com a coloracdo das col6nias, tendo
diferenciado A. infectoria pela producdo de col6nias com tonalidade branca a branco-amarelada. Nos
isolados das espécies A. alternata, A. arborescens e A. tenuissima as coldnias surgiam com diversas

tonalidades de verde a acinzentadas.

A. alternata A. arborescens A. tenuissima A. infectoria A. consortialis

@ (b) (©) (d) (e)

Fig. 1 — Padrdo de esporulacao das espécies (a) Alternaria alternata (grupo 4), (b) A. arborescens (grupo 3), (c) A.
tenuissima (grupo 5) e (d) A. infectoria (grupo 6) e conidios.representativos dessas espécies (adaptado de Orina
et al., 2011) e de A. consortialis (e) (adaptado de Andersen & Hollensted, 2008)
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Finalmente, a espécie Alternaria consortialis da seccdo Ulocladioides, a qual previamente era
considerada como sendo do género Ulocladium, forma coldnias, em PDA, castanho-olivaceo-escuras
a pretas, aveludadas onde se observa abundante esporulagdo. Os conidioforos séo eretos, simples ou
ramificados, castanho-olivaceos a castanhos com 4,0 e 5,0 um de largura e até 60,0 um de
comprimento (“Mycobank Database,” 2017). Esta espécie caracteriza-se essencialmente pela forma
obovoide ou elipsoidal longa dos conidios e por possuir até 5 septos transversais e até 6 septos
longitudinais ou obliquos, sendo a forma destes e o numero de septos variaveis de acordo com a
maturacdo dos esporos (Andersen & Hollensted, 2008; Runa et al., 2009; “Mycobank Database,” 2017).
Os conidios, predominantemente solitarios, podem variar entre 14,0 e 40,0 um de comprimento e 7,0
e 21,0 um de largura. Segundo Lawrence et al. (2016) nesta espécie ndo ocorre a formacédo de
conidiéforos secundarios nem de bico. Contudo, Andersen & Hollensted (2008), verificam a formacao
de conidi6foros secundérios geniculados, a partir dos conidios com maiores dimensdes, formando um

grupo secundario de conidios solitarios (Fig. 1e).

2.4Alternariose

Como referido, os fungos do género Alternaria podem ser responsaveis por diversas doencas em
plantas, como o tombamento de plantulas, a podriddo do colo do caule na fase de planta jovem e o
cancro no caule em plantas adultas, podendo ainda afetar tubérculos a partir de lesGes ou frutos de
tomate e pimento diretamente, os quais desenvolvem podriddes em pdés-colheita. Contudo, a doenca

provocada por espécies do género Alternaria que mais se destaca é a alternariose.

2.4.1 Sintomas de alternariose

A sintomatologia provocada pelas infecdes de Alternaria nas diversas espécies de Solanaceae é
semelhante em todos os hospedeiros (Pscheidt, 1985), podendo afetar qualquer fase de crescimento
e qualquer 6rgao vegetativo (Rotem, 1994). Os sintomas de alternariose expressam-se primeiramente
nas folhas mais maduras da planta como pequenas e numerosas pontuacdes castanhas escuras a
pretas, circulares a angulares, com 6 a 12 mm de diametro, restringidas pelas nervuras das folhas e
que, frequentemente, estdo rodeadas por um halo amarelo resultante da difusdo de toxinas produzidas
pelos agentes patogénicos. O aumento progressivo das lesdes leva, caracteristicamente, ao
desenvolvimento de manchas circulares com anéis concéntricos escuros alternados com bandas mais
claras (Fig. 2a), em volta do local inicial de ataque, como consequéncia das flutuacdes de temperatura,
humidade e radiacdo que condicionam o crescimento do fungo sobre a lesdo (Wharton et al., 2013). O
centro da les&o seca e fica com textura de papel. Rapidamente as folhas afetadas tornam-se amarelas,

enrolam e murcham, permanecendo agarradas a planta (Wharton et al., 2013).

A alternariose € uma doenca com um potencial muito destrutivo em diversas plantas da familia
Solanaceae e pode constituir um grave problema quer para produtos frescos quer para produtos
destinados para a industria (Bessadat et al., 2016). Dada a importancia global das culturas do tomateiro
e da batateira, grande parte dos casos de estudo tém sido direcionados a estes hospedeiros. A doenca

esta presente em todos os continentes (Pryor & Gilbertson, 2000; Kumar & Barnwal, 2017) e ocorre
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com maior impacto em regifes de climas tropicais e subtropicais, dada a combinacao de condi¢des
ambientais, temperatura e humidade elevadas, que permitem utilizar sistemas de produg¢&o continuos
de culturas hospedeiras, as quais favorecem o desenvolvimento destes fungos, contribuindo para a
ocorréncia de um maior nimero de geragGes do patogénio, comparativamente a zonas de clima
temperado (Lourencgo et al., 2009). Contudo, é igualmente importante em paises de clima temperado,
encontrando-se referéncias de elevados prejuizos em batateira, tomateiro ou pimenteiro em paises
como a Rdussia (Orina et al., 2011; Gannibal et al., 2014), Bélgica (Landschoot et al., 2017;
Vandercasteele et al., 2017), Alemanha (Leiminger et al., 2010 & 2013), Israel (Droby et al., 1984),
Argélia (Bessadat et al., 2016; van der Waals et al., 2004), Estados Unidos da América (Tymon et al.,
2016), india (Devappa et al., 2016), Brasil (Oliveira, 2007; Lourenco et al., 2009; Rodrigues et al., 2010)
e Colémbia (Rodriguez-Roa et al., 2013).

Geralmente, os hospedeiros de Alternaria tém dois picos de suscetibilidade, na fase juvenil e na fase
de senescéncia das plantas (Fig. 2b), servindo de exce¢do a batateira, que em campo é pouco
suscetiveis nas primeiras fases de desenvolvimento, raramente apresentando sintomas da doenca. No
tomateiro ocorre sintomatologia tipica de damping-off como resultado da germinagdo de sementes
contaminadas por esporos ou micélio de Alternaria spp. Mais tarde, em plantas jovens, pode provocar
colar rot, restringindo a base do caule das plantas afetadas. Em ambos os casos, pode ocorrer a morte
da planta (Oliveira, 2007). Contudo, é a partir da fase da floracdo e frutificagcdo ou formacdo de
tubérculos, ao existir uma maior exigéncia em agUcares e nutrientes, que as plantas se tornam mais
suscetiveis (Oliveira, 2007; Chohan et al., 2015).

Fig. 2a - Mancha com anéis concéntricos numa Fig. 2b - Sintomas de alternariose em batateira
infec@o de Alternaria sp. em folha de batateira; em folhas senescentes.

Em Portugal ndo se designa de forma distinta os diferentes sintomas nas folhas provocadas por
diferentes espécies de Alternaria em solanaceas, sendo apenas definidos como alternariose. Contudo,
alguns autores defendem que diferentes sintomas, nhomeadamente brown spot e early blight, sdo
causadas por espécies de Alternaria distintas (DeDecker, 2012). Bessadat et al. (2016) inocularam A.
alternata, A. arborescens e A. tenuissima, espécies com esporos pequenos, em folhas de tomateiro e
registaram a formacdo de pontuacbes circulares, com didmetro inferior ou igual a 4 mm e
ocasionalmente, formando um halo cloroético, sintomas que associaram a brown spot. Na inoculagao de

A. solani, A. linariae e A. grandis, espécies com esporos grandes, observaram lesdes de maiores
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dimensBes com um halo amarelo e normalmente limitadas pelas nervuras das folhas e com anéis
concéntricos de coloracdo castanho-escuro. Nenhum dos isolados de esporos pequenos se mostrou
altamente virulento, mas a agressividade de alguns foi superior a de isolados da espécie A. linariae.
Por outro lado, os sintomas provocados pelas espécies de Alternaria com esporos pequenos
assemelham-se as primeiras fases de infecdo provocada por espécies com esporos grandes.
Adicionalmente, sob condigbes menos favoraveis, as lesdes provocadas por estas Ultimas ficam de
reduzidas dimensdes. Por essas razfes, segundo varios autores, ndo é possivel distinguir o agente
patogénico envolvido na doenca pela sintomatologia da folha, nomeadamente entre espécies com o
mesmo tipo de esporos (Leiminger et al., 2010; Bessadat et al.,, 2016; Tymon et al., 2016;
Vandercasteele et al., 2017). Os estagios primarios das infegcbes podem ainda ser confundidos com

doengas induzidas por outros agentes causais como Collectotrichum coccodes (Tymon et al., 2016).

A maioria das espécies de Alternaria é agente patogénico de folha, afetando a planta pela reducéo do
seu potencial fotossintético (Rotem, 1994). Em casos de epidemias severas pode ocorrer o
definhamento das plantas, provocando um abaixamento no seu potencial produtivo e depreciagéo
qualitativa dos frutos ou tubérculos (Wharton et al., 2013; Bessadat et al., 2014b). Podem ainda surgir
no caule e nos peciolos das plantas jovens lesdes alongadas, deprimidas, castanhas a pretas, podendo
ou ndo apresentar anéis concéntricos (stem canker), que ao ficarem confinadas a um lado planta fazem
com que esta cresca atrofiada e seja menos produtiva (Damicone et al., 2007). A afetagédo do pedunculo

pode resultar no aborto floral e de pequenos frutos (Oliveira, 2007).

Nos frutos como o tomate e o pimento, quer verdes quer maduros, podem ocorrer, similarmente,
manchas escuras de grande dimenséo, deprimidas e com anéis concéntricos (Morris et al., 2000).
Geralmente surgem em torno do peddnculo, por ser uma zona de deposicdo de orvalho e
enriguecimento das goticulas com nutrientes do préprio fruto (Rotem, 1994). Penetrando por este,
podem surgir sintomas em qualquer zona do fruto (Oliveira, 2007). Adicionalmente, podem ocorrer
infecBes latentes nos campos de cultura, sem exibicdo de sintomas, que mais tarde levam ao
desenvolvimento de podriddes no armazenamento. Geralmente, estas podriddes séo provocadas por

agentes patogénicos fracos como A. alternata (Logrieco et al., 2009).

Nos tubérculos, as infe¢des ocorrem como consequéncia de ferimentos induzidos na epiderme e quer
A. alternata quer A. solani sdo incapazes de penetrar tubérculos intactos, mesmo sob condi¢des de
elevada humidade (Rotem, 1994). Frequentemente, estas lesdes e a contaminacdo decorrem da
colheita mecénica. Em caso de infecdo observam-se lesdes circulares a irregulares, ligeiramente
deprimidas e frequentemente rodeadas por uma borda mais elevada, purpuras a castanho-escuras. A
polpa permanece seca, com uma textura coriacea e cor escura (Oliveira, 2007; Wharton et al., 2013).
No armazenamento, as leses podem continuar a desenvolver-se, mas nao ocorre uma dispersao
secundaria da doencga, ndo sendo fontes de infe¢cdes secundarias (Wharton et al., 2013). Sob condi¢des

préprias de armazenamento o tubérculo facilmente cicatriza (Rotem, 1994; Oliveira, 2007).
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2.4.2 O ciclo da alternariose

As espécies de Alternaria associadas a alternariose em solanaceas produzem como esporos apenas
conidios, excetuando A. infectoria, que possui uma fase sexuada conhecida. Os conidios e 0 micélio
do fungo permanecem no solo, em detritos das culturas, sementes e em hospedeiros alternativos
suscetiveis, como plantas selvagens ou infestantes do género Solanum (Wharton et al., 2013). Essas
estruturas representam a fonte primaria de inéculo (Wharton et al., 2013; Adhikari et al., 2017).
Adicionalmente, algumas espécies, como A. solani, podem ainda sobreviver na forma de clamiddsporos

ou microesclerotos (Rotem, 1994).

A melanizacao destas estruturas permite que persistam sob um largo espetro de condicdes ambientais
(Wharton et al., 2013). No entanto, a sua sobrevivéncia pode diminuir significativamente sob condi¢cdes
de humidade relativa elevada, por isso, mantém se viaveis por maiores periodos em detritos de culturas
mantidos a superficie do solo que em profundidade, por ser um ambiente menos himido e com menor
atividade microbiana (Rotem, 1994). Adicionalmente, a sobrevivéncia dos esporos em material vegetal
como hospedeiros alternativos prende-se com a capacidade que as folhas tém para atuarem como
filtro, protegendo os esporos presentes na pagina inferior e o micélio que se desenvolve no seu interior
(Rotem 1994). Nas sementes, podem ocorrer esporos a superficie ou micélio sob a cuticula. Contudo,
a viabilidade dos esporos presentes a superficie diminui ao fim de poucos anos, sob condi¢des de
armazenamento a baixas temperaturas e 50% de humidade relativa, enquanto o micélio que se
desenvolve no interior se pode manter viavel por mais de 12 anos (Rotem, 1994). Por isso, a
disseminacédo a longas distancias destes patogénios e instalacdo da doenca em campos de cultura
livres de alternariose podem associar-se a sementes infectadas (Lourencgo et al., 2009; Mamgain et al.,
2013; Vasconcelos et al., 2014; Singh et al., 2015).

No entanto, a disperséo de Alternaria € maioritariamente garantida pela dispersao passiva dos esporos
por acdo do vento, podendo ocorrer ainda por salpicos de agua, ferramentas e, embora menos
frequentemente, por animais (Chou & Wu, 2002; Mamgain et al., 2013; Dube, 2014). As espécies que
formam cadeias de esporos médias a longas, como A. alternata, libertam os conidios com maior
facilidade, comparativamente as espécies com esporos maiores e com bicos e cadeias curtas, como
A. solani. A disperséo aérea dos esporos é facilitada pelo tamanho, o qual permite que flutuem no ar,
e pela sua pigmentacgdo, que os protege da radiagdo, viajando até areas longinquas do seu local de
producéo (Rotem, 1994; Chou & Wu, 2002). A taxa de dispersao é ainda influenciada pela velocidade
do vento e pela humidade. Em climas temperados, este processo ocorre maioritariamente no final da
manh@, com a diminuicdo da humidade relativa nas folhas, e aumento da temperatura e velocidade do
vento (Rotem, 1994; Wharton et al., 2013). Paralelamente, a dispersdo é mais intensa na fase de
senescéncia das culturas que registam maximos de esporulagdo em folhas mortas e senescentes. Por
outro lado, a composicéo de esporos no ar varia com a fase do ciclo vegetativo da cultura. Leiminger
et al. (2010) e Vandercasteele et al. (2017) detetaram predominéncia de esporos de espécies com
conidios pequenos, como A. alternata e A. arborescens, no inicio do ciclo vegetativo da batateira e um

aumento da percentagem de esporos de A. solani no decurso do desenvolvimento da cultura.
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A facil dispersdo dos esporos de Alternaria pelo vento e a grande distribuicdo de plantas hospedeiras
em todo o mundo contribuem para uma elevada variabilidade nas populacfes deste taxone e apontam
para a falta de subpopulacdes geneticamente isoladas, a nivel global (Weir et al., 1998; Morris et al.,
2000; van der Waals et al., 2004; Oliveira, 2007; Lourengo et al., 2009; Leiminger et al., 2013; Gannibal
et al., 2014).

ApOs o processo de dispersdo, os esporos depositados no material vegetal suscetivel germinam sob
condicdes de humidade e temperatura a variar entre 8 e 32°C, ocorrendo a formacdo de tubos
germinativos, com ou sem formacao de apressoério. Penetram o tecido do hospedeiro diretamente, pelos
estomas e/ou por lesdes e colonizam o espaco intracelular. Este processo é facilitado pela producéo
de toxinas e enzimas pelos agentes patogénicos para a degradacédo da cuticula do hospedeiro. As
primeiras lesdes necroéticas surgem 2 a 3 dias ap0s a infecao, dependendo das condi¢gdes ambientais,
da idade da planta e da sua suscetibilidade (Oliveira, 2007; Adhikari et al., 2017). Geralmente, é
necesséario um longo periodo humido para a producdo de esporos, mas estes agentes patogénicos
beneficiam de periodos de humidade e de secura alternadas. Primeiramente, ocorre a formacéo de
conidiéforos durante uma noite humida, e a producdo de esporos ocorre no proximo periodo de
humidade, apés inducéo pela luz e secura provocada durante o dia (Rotem, 1994; Adhikari et al., 2017).
Verificando-se condi¢des de elevada humidade e temperaturas entre 25 e 32°C, ocorre a producéo de
conidios 3 a 5 dias depois do aparecimento dos primeiros sintomas (Wharton et al., 2013; Adhikari et
al., 2017), tornando-se novas fontes de in6culo. Consequentemente, observa-se o sinal da doenca
sobre os tecidos infetados como uma massa de micélio fino, aveludado e escuro (Singh et al., 2015).
Posteriormente, ocorre a dispersdo secundaria dos conidios desenvolvidos sobre as lesdes que, sob
condic¢des favoraveis, germinam e retomam o processo infecioso em partes saudaveis da planta ou em
plantas diferentes (Wharton et al., 2013; Adhikari et al., 2017) (Fig. 3). No geral, plantas com tecido
enfraquecido, quer por stress ambiental, deficiéncias nutritivas, senescéncia ou por ferimentos, sao

mais suscetiveis (Rotem, 1994; Laemmlen, 2001; Damicone et al., 2007; Dube, 2014).

As espécies do género Alternaria tém potencial para causar infe¢@es policiclicas devido ao seu curto
ciclo de vida (Adhikari et al., 2017) que prossegue desde que existam hospedeiros suscetiveis e se
verifiguem condi¢Bes favoraveis de temperaturas, entre 24-29°C, e longos periodos de folha molhada
(Bessadat et al., 2014b; Kumar & Barnwal, 2017). O periodo entre a infecdo e a esporulacdo para

A.solani, em tomateiro, pode ser de apenas sete dias (Oliveira, 2007).
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Fig. 3 - Ciclo da alternariose em batateira e tomateiro. (adaptado de Agrios (2005) e de Adhikari et al. (2017))

2.4.3 Patogenicidade de Alternaria spp.

A patogenicidade e a viruléncia dos fungos do género Alternaria sdo essencialmente determinadas pela
producédo de toxinas e, em alguns casos, pela produ¢cdo de melanina. A produ¢do de enzimas como
cutinases permite diminuir a permeabilidade da cuticula dos tecidos do hospedeiro, facilitando o
processo de penetragdo. A supressdo de enzimas hidroliticas como celulases, pectinases e cutinases
pode levar a uma diminuicdo significativa na patogenicidade de algumas espécies (Srivastava et al.,
2012).

A melanina aparenta ter um papel direto e indireto na viruléncia de algumas espécies de fungos,
atuando como prote¢do contra condicbes ambientais desfavoraveis de temperaturas extremas,
radiacdo ultravioleta ou ambientes hiper-osméticos e na defesa de compostos segregados por
microrganismos antagonistas (Thomma, 2003). A melaniza¢do dos apressorios é uma caracteristica
essencial para a patogenicidade de algumas espécies de fungos, incapazes de penetrar o hospedeiro
na auséncia de estruturas melanizadas (Thomma, 2003). Contudo, a melanina nem sempre atua no
processo da patogénese. Tanabe et al. (1995), mostraram que esporos de A. alternata que produzem
apressorios ndo melanizados, comparativamente com outras produtoras de esporos pigmentados, ndo

apresentam diminui¢c&o da viruléncia.

O fator de patogenicidade com maior importancia em fungos sdo as toxinas, metabolitos secundarios
com baixo peso molecular, produzidas pelo agente patogénico. Existem duas categorias de toxinas, as
toxinas especificas ou seletivas para o hospedeiro, essenciais na especificidade e na patogenicidade
do agente patogénico produtor, e as toxinas ndo seletivas que se pensa terem um papel importante na
viruléncia. A maioria das espécies patogénicas de Alternaria produzem toxinas ndo seletivas e,
consequentemente, possuem uma gama de hospedeiros mais vasta. Todavia, as toxinas seletivas para

0 hospedeiro sdo mais virulentas e determinantes no processo da patogénese (Tsuge et al., 2013;

27



Bessadat et al., 2016). Certos isolados que ndo produzem toxinas especificas perdem a sua
patogenicidade (Pinto et al., 2017). Estas s&o produzidas aquando a germinacdo dos conidios e pelas
hifas que colonizam os tecidos do hospedeiro, afetando o metabolismo, a permeabilidade e outros
mecanismos, suprimindo a inducdo das respostas de defesa pelo hospedeiro (Tsuge et al., 2013).
Nishimura et al. (1978) propuseram a denominacgéo das espécies morfologicamente indistinguiveis de
A. alternata e produtoras de toxinas especificas dos hospedeiros como patétipos, mas a classificacéao
nao se manteve. Rotem (1994), por sua vez, nomeou esses patétipos como formas especializadas,
referindo, por exemplo, A. arborescens f. sp. lycopersici, como o0 agente patogénico responsavel pela
formacao de cancros nos caules de tomateiros, associados a producao da toxina AAL, especifica para

este hospedeiro.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1Prospecéo, isolamento e conservacao dos isolados

Com o objetivo de averiguar as espécies de Alternaria associadas a alternariose em solanaceas
cultivadas em Portugal, elaborou-se uma colecdo de isolados monospdricos recolhidos a partir de
material vegetal na regido do Ribatejo e Oeste. Foram realizadas prospecfes em campos de cultura e
observaram-se plantas de solanaceas em hortas onde surgiam plantas de solanaceas cultivadas.
Foram colhidas amostras, quer de plantas inteiras quer de 6rgaos vegetativos (folhas, caules e frutos),
preferencialmente com sintomas tipicos de alternariose ou, na auséncia de sintomas tipicos, com
lesBes necroticas. O material colhido foi sujeito a uma inspecédo cuidada a lupa binocular (LEICA M2
125, Wetzlar, Alemanha) na tentativa de se encontrar esporos pertencentes a um fungo do género
Alternaria e proceder de imediato ao isolamento monospoérico a partir de conidios presentes no material.
Ao néo serem observados esporos procedeu-se a indugdo da sua esporulacdo. Para isto, cortaram-se
fragmentos do material vegetal, contendo tecido infetado, que foram submetidos a uma desinfecao
superficial numa solucdo de hipoclorito de sédio, durante um minuto, e de seguida mergulhados em
agua destilada esterilizada e secos em papel de filtro esterilizado. Os fragmentos de material vegetal
desinfetados foram depois depositados a superficie de meio de gelose a 1% (Bacto-agar, Difco) e
mantidos na bancada do laboratério a temperatura ambiente, entre 48 e 72 horas. Deste procedimento,
resultou o desenvolvimento de diversas coldnias, descriminadas a lupa binocular, de forma a se

distinguirem, com base na morfologia dos conidios, esporos de fungos do género Alternaria.

A obtencéo de culturas monospdricas foi realizada seguindo a técnica do esporo Unico a seguir descrita.
Os conidios presentes a superficie do material vegetal amostrado ou formados a superficie dos
fragmentos sujeitos & caAmara humida foram transferidos, com auxilio de uma pipeta de Pasteur com a
ponta arredondada a chama, observando o material & lupa binocular, para uma placa de Petri contendo
meio de gelose a 4%, no qual haviam sido marcados dois eixos ortogonais. Depois de depositados
junto de um ponto de intersecdo dos eixos ortogonais, 0s esporos foram arrastados ao longo da
superficie do meio e distribuidos de forma a ficarem isolados e a uma distancia que permitisse destacar
cubos de gelose contendo apenas um conidio. De seguida trés a quatro cubos de gelose contendo um
esporo foram depositados a superficie de meio de gelose de batata dextrosada (PDA, Difco; 29 g/L)
contido (15 ml) numa placa de Petri, tendo em vista a obtenc¢éo de uma col6nia pura para cada material

vegetal selecionado.

Para a conservacdo dos isolados, o fungo foi posto a crescer sobre uma folha de papel de filtro
esterilizada, depositada a superficie do meio de PDA, que foi posteriormente destacada da superficie
do meio, seca a temperatura ambiente e cortada em quadrados com cerca de 6 mm de lado. Os
quadrados de papel de filtro com crescimento do fungo foram posteriormente colocados em carteiras
de papel esterilizado devidamente identificadas com o cédigo em uso na micoteca do Laboratorio de
Patologia Vegetal Verissimo de Almeida no Instituto Superior de Agronomia (ISA/LPVVA) (PTXXX),

postos em sacos de plastico e armazenados a uma temperatura de -20°C.
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3.2Caracteristicas morfoculturais dos isolados

Todos os isolados da colecdo foram sujeitos a estudos culturais e morfolégicos onde se avaliaram
atributos como o diametro, a coloracao, a frente de crescimento, a textura e a densidade das col6nias
e a um nivel microscopico, o padrdo de esporulacdo e as caracteristicas morfolégicas e a biométrica

dos conidios.

Para obtencdo de coldnias para os diferentes estudos efetuados, o crescimento dos isolados foi
reativado, sempre que necessario, em meio PDA (Potato Dextrose Agar, Difco) contido em placas

mantidas a temperatura ambiente sobre a bancada de laborat6rio.

3.2.1 Caracteristicas culturais

Para o estudo das caracteristicas culturais dos isolados, um disco de gelose com 3 mm de didmetro foi
retirado da frente de crescimento da cultura com auxilio de um anel cortante e depositado no centro do
meio de gelose de batata dextrosada (PDA, Difco; 29g/L) contido (15 ml) em placas de Petri
descartaveis de cristal de Poliestireno com 9 cm de didmetro. As placas foram posteriormente seladas
com parafilm e colocadas em estufas de incubacgéo sob condi¢des de auséncia de luz, a 25+1°C. Foram

realizadas trés placas por isolado e duas séries de observacao.

No sétimo dia de crescimento, realizaram-se medi¢gfes do didmetro das coldnias segundo dois eixos

ortogonais, com o objetivo de avaliar o crescimento de cada isolado.

As colonias foram de seguida fotografadas e descritas. Foram avaliadas caracteristicas como a textura,
densidade, natureza da frente de crescimento e presenga de pigmentos difusiveis no meio.
Adicionalmente, foram avaliadas as colorag@es das fases superior e inferior das colénias considerando

a carta de cores de Rayner (1970).

3.2.2 Caracteristicas morfolégicas e biometria dos conidios

Para a avaliagdo do padrdo de esporulacdo e morfologia das cadeias de esporos os crescimentos dos
isolados foram obtidos em meio de gelose a 1% (Bacto-agar, Difco), tendo a incubacgéo decorrido sob
condicdes de auséncia de luz a 25+1°C. Ao sétimo dia de crescimento as placas foram observadas a

lupa binocular com uma ampliagcédo 40x e foram fotografados os campos de maior interesse.

Para o estudo da morfologia das cadeias de esporos, um cubo selecionado do meio de cultura com
cerca de 1,5 cm de lado, foi destacado e depositado a superficie de uma lamina de vidro. Sobre este,
depositou-se uma gota de alcool com o objetivo de desidratar e fixar as estruturas e cadeias. Decorridos
dois a trés minutos, colocou-se uma lamela e captaram-se imagens com recurso a microscoépio ético
(LEICA DM2500 Wetzlar, Alemanha) e ao sistema de aquisicdo de imagens (LEICA DFC295, Wetzlar,

Alemanha), obtendo-se imagens com ampliacdo de 200x ou de 400x.
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Para completar o estudo da morfologia das cadeias de esporos, bem como avaliar as caracteristicas
biométricas dos conidios, foram utilizados crescimentos dos fungos obtidos em folha de batateira. Para
tal, um cubo de meio de cultura de gelose 1% contendo crescimento ativo de cada isolado foi repicado
para o centro de uma placa com o mesmo meio de cultura, a superficie do qual se haviam depositado
fragmentos de folha de batateira esterilizados. Foram realizadas duas repeticdes por isolado. Apés 10
dias de crescimento na bancada, a temperatura ambiente, foram observadas frutificacdes sobre o
material vegetal a partir das quais se realizaram preparacdes entre lamina e lamela.

Para o estudo das caracteristicas biométricas dos esporos destacou-se, com auxilio de uma agulha
cirdrgica, uma massa de conidios que foi depositada numa goticula de lactofenol, utilizado como liquido
de montagem, disposta na superficie da lamina e sobre a qual, posteriormente, se colocou uma lamela.
No dia seguinte ao da montagem, ap0s a estabilizacdo das estruturas, observaram-se as laminas e
com recurso ao microscopio 6tico e ao sistema de aquisicdo de imagens, referidos anteriormente, foram
obtidas imagens com ampliacdo de 400x. Com o programa Leica Microsystems mediram-se o
comprimento e a largura de 30 conidios por isolado. Foram igualmente contabilizados o nimero de

septos transversais e longitudinais.

A caracterizacao morfoldgica dos conidios teve em conta a observacado das preparagdes e a analise

das fotografias obtidas.
3.3Caracterizacdo molecular dos isolados de Alternaria spp. estudados

Para o estudo molecular das espécies analisadas no presente trabalho, foram ampliadas 3 regides
distintas do DNA, para todos os isolados. As regides ITS do DNA ribossomal e TEF1-a, locais do
genoma extensivamente referenciados na bibliografia consultada para estudos de diversidade genética
dentro do género (White et al., 1990; Woudenberg et al., 2013; Landschoot et al., 2017), e a regido
KOG1058, eleita por ser referenciada pela sua capacidade de diferenciar espécies dentro da secgéo
Alternata, com especial interesse na distingdo entre as espécies A. alternata e A. arborescens
(Woudenberg et al., 2015).

3.3.1 Extragdo do DNA

O DNA de cada isolado foi extraido a partir de col6nias desenvolvidas em meio de PDA, sob condi¢des
de auséncia de luz, a 25+1°C, com 10 dias de crescimento. Verificando-se crescimento micelial
suficiente, foi realizado o processo de raspagem do micélio. Uma vez destacado o micélio e as
estruturas do fungo do meio de cultura, estes foram colocados em tubos de eppendorf esterilizados.
Os tubos foram mantidos a -15°C por 2h e transferidos, posteriormente, para o liofilizador (Liofilizador
EDWARDS Micromodulyo, Edwards High Vacuum International, UK) por um periodo de 48h. Para cada
isolado estudado foram macerados entre 20 a 40 g de micélio liofilizado com recurso a um almofariz,
pildo e uma pequena porgdo de areia acidificada (sand sulphuric acid washed — VWR International

bvba/sprl) de forma a facilitar a redug&o do micélio em p6. O material foi depois transferido para tubos
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de eppendorf e sujeito ao protocolo de extracao “DNeasy Plant Mini Kit” (QIAGEN, Hilden, Alemanha)
(Anexo 1)

A quantificacdo do DNA extraido foi realizada diretamente por espectrofotometria com recurso ao
Nanodrop™ 2000 (Thermo Fisher Scientific, UK), onde foram depositados 2 ul de amostra para leitura,
resultando numa matriz de valores organizados. Em algumas situacdes a quantificacéo foi realizada
por comparacédo de bandas formadas em gel de agarose sujeito a eletroforese, dos isolados em estudo,
com as bandas resultantes de quantidades conhecidas dos marcadores A-DNA (Lambda
Deoxyribonucleic Acid, Amersham Pharmacia Biotech). Foi preparado um gel de agarose 0,75% (v/p)
(UltraPure Agarose, Gibco, Paisley, UK) em solucéo tampéao TBE 0,5x (45 mM de Tris-base; 45 mM de
acido bérico; 1 mM de EDTA, pH 8,0) de acordo com o protocolo de Sambrook et al. (1989), ao qual se
juntou Green Safe Premium (Nzytech, Lda., PT) na sua formulacéo, em substituicdo do brometo de
etidio. Apés solidificar, o gel de agarose foi colocado numa tina de eletroforese horizontal (Horizon
20.25, Gibso). A eletroforese ocorreu a uma voltagem de 100V durante um periodo de 90 minutos. As
bandas resultantes foram visualizadas num transmissor de ultravioleta (BTX 20.M) de comprimentos
de onda de 321 nm. Imprimiu-se uma fotografia dos resultados com uma impressora térmica
(Mitsubishi, modelo P91), permitindo uma mais facil comparacédo das bandas com o marcador molecular

e concluir sobre a concentracdo aproximada dos isolados.

Em ambos os casos, quando se verificaram concentra¢gdes superiores a 15 ng DNA/ul, foram realizadas

diluicBes das solu¢bes adicionando dgua miliQ até uma concentracdo aproximada de 10 ng DNA/ul.

3.3.2 Sequenciacdo e analise da regido ITS do DNA ribossomal

A regido ITS (internal transcribed spacer) do DNA ribossomal foi ampliada em todos os isolados da
cole¢do, de modo a comparar as sequéncias nucleotidicas resultantes. Para isto, foram utilizados os
iniciadores universais ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3) e ITS4 (5-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) (White et al., 1990). A mistura de reagdo sujeita a amplificagcao
continha 2,5 yl de DNA do isolado, 12,5 pl de ReadyMix Red Taq (Sigma, St. Louis, EUA), 1,25 ul de
cada iniciador (STAB-VIDA — Inv. e Serv. Ciéncias Bioldgicas, Lda.) e 7,5 pl de agua de PCR de forma
a perfazer o volume final de 25 ul. Os tubos foram colocados num termociclador (S1000™ Thermal
Cycler, Bio-Rad, Portugal) programado de acordo com as condi¢des descritas por Ramos (2009): 1
ciclo de 2 min a 95°C, 30 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 58°C e 1 min a 72°C, terminando com um

ciclo de 5 min a 72°C.

De seguida, o fragmento amplificado (aproximadamente 530 pb) foi submetido ao protocolo de
purificagdo “QlAquick PCR Purification Kit” (QIAGEN, Hilden, Alemanha) (Anexo 2). Finalmente, os
fragmentos amplificados, juntamente com o iniciador ITS1 foram encaminhados, devidamente

identificados, para sequenciacdo para a empresa STAB VIDA - Inv. e Serv. Ciéncias Biologicas, Lda.

As sequéncias obtidas foram compiladas num unico ficheiro e alinhadas usando os programas BioEdit
Sequence Alignment Editor 7.2.5. (Hall, 1999) e ClustalW 2007 (Larkin et al., 2007). Foram produzidos
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dendrogramas recorrendo ao programa MEGA 7.0.14 (Kumar et al., 2015) e geraram-se 1000 conjuntos
de dados por bootstrapping sendo estes sujeitos a uma analise de agrupamento segundo o algoritmo
Maximum likelihood, realizada sob matrizes de distancia calculadas segundo o modelo evolutivo Jukes-
Cantor (+G) por ser o modelo que, de acordo com a bibliografia consultada, melhor se adequa aos

dados.

Os resultados da sequenciacdo foram inseridos na base de dados da NCBI (National Center for
Biotechnology Information) e comparados com as sequéncias nucleotidicas ai disponiveis através da
ferramenta BLAST (Madden, 2002).

3.3.3 Sequenciacédo e analise de um fragmento da proteina TEF1l-a

Com o objetivo de comparar as sequéncias nucleotidicas da proteina TEF1l-a dos isolados, foi
amplificado um fragmento da mesma. Foi formulada uma reacéo de ampliacdo para cada isolado, como
descrito anteriormente para a regido ITS, variando os iniciadores. Utilizaram-se os iniciadores descritos
pelos autores Carbone & Kohn (1999) EF1-728F (5’- CATCGAGAAGTTCGAGAAGG - 3) e EF1-986R
(5 — TACTTGAAGGAACCCTTACC - 3’), sendo que as reagdes de ampliagdo se processaram no
mesmo termociclador sob as seguintes condi¢6es: uma fase de desnaturacéo de 5 min a 94°C seguida
de 35 ciclos de 30 s a 94°C, 30 s a 48°C e 90s a 72°C terminando com uma fase de elongacéo de 7
min a 72°C, como descrito por Woudenberg et al. (2013). O mesmo procedimento foi realizado na fase

de sequenciacéo, onde se juntou o iniciador EF1-728F a uma porcéo de DNA de cada isolado.

Os resultados obtidos passaram pelo processo de edicdo, alinhamento e comparagdo com as
seguéncias nucleotidicas disponiveis na base de dados do NCBI com recurso aos programas referidos

anteriormente (subcapitulo 3.3.2.).

As sequéncias obtidas foram compiladas num Unico ficheiro e alinhadas usando os programas BioEdit
7.2.5. e ClustalW 2007. Foram produzidos dendrogramas recorrendo ao programa MEGA 7.0.14 e
geraram-se 1000 conjuntos de dados por bootstrapping sendo estes sujeitos a uma analise de
agrupamento segundo o algoritmo Maximum likelihood, realizada sob matrizes de distancia calculadas
segundo o modelo evolutivo Kimura 2-parameter por ser o modelo que, de acordo com a bibliografia

consultada, melhor se adequa aos dados.

3.3.4 Sequenciacdo e analise da regido KOG1058

O iniciador KOG1058, descrito e estudado por Woudenberg et al. (2015), foi também usado para
amplifiar uma regido do DNA em todos os isolados. Os iniciadores utilizados foram os seguintes:
KOG1058F2 (5’ - GAGTCACGTTAYCGCASC - 3’) e KOG1058R2 (5- TGGCTKACGGARACG - 3). A
mistura de ampliacéo, idéntica as descritas anteriormente para as regifes ITS e TEF1-q, foi sujeita as
condicdes descritas pelos mesmos autores: uma fase inicial de desnaturagéo de 5 min a 94°C, seguindo
35 ciclos de 30s a 94°C, 30s a 59°C e 60s a 72°C, finalizando com uma fase de elongacéo de 7 min a
72°C. O mesmo procedimento foi realizado na fase de sequenciacdo, onde se juntou o iniciador

KOG1085F2 a uma por¢cédo de DNA de cada isolado. Os resultados obtidos passaram pelo processo
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de edicéo, alinhamento e compara¢do com as sequéncias nucleotidicas disponiveis na base de dados

do NCBI com recurso aos programas referidos anteriormente (subcapitulo 3.3.2.).

As sequéncias obtidas foram compiladas num Unico ficheiro e alinhadas usando os programas BioEdit
7.2.5. e ClustalW 2007. Foram produzidos dendrogramas recorrendo ao programa MEGA 7.0.14 e
geraram-se 1000 conjuntos de dados por bootstrapping sendo estes sujeitos a uma analise de
agrupamento segundo o algoritmo Maximum likelihood, realizada sob matrizes de distancia calculadas
segundo o modelo evolutivo Kimura 2-parameter (+G) por ser o modelo que, de acordo com a

bibliografia consultada, melhor se adequa aos dados.

3.4Estudos de patogenicidade e viruléncia dos isolados de Alternaria spp.

Todos os isolados da cole¢do foram testados quanto a patogenicidade e quanto a viruléncia em folhas
do hospedeiro de origem e, adicionalmente, em folhas de tomateiro e de batateira. Para tal, foram
preparadas suspensdes de esporos para cada isolado, para inoculagéo de discos de folhas dos seis

diferentes hospedeiros: tomateiro, batateira, pimenteiro, malagueta, fisalis e jilo.

3.4.1 Producéo do material vegetal

Da totalidade de hospedeiros que foram utilizados nos ensaios de patogenicidade e viruléncia, apenas
foram cultivadas plantas de tomateiro e de batateira. Folhas de jilo, fisalis, pimenteiro e malagueta

foram gentilmente fornecidas por um agricultor, proprietario de uma quinta em Alcochete.

As plantas de tomateiro (cv. Marmande) foram transplantadas para vasos trés semanas apos a
sementeira nos tabuleiros, enquanto as plantas de batateira (cv. Désirée) se desenvolveram
diretamente a partir de tubérculos nos vasos de polietileno com 5 L de substrato (Siro Strat Melhorado,
Portugal) (Fig. 4), numa estufa de campo com sistema cooling para manutencdo da temperatura
ambiente.

Fig. 4 — Aspeto de tomateiros e batateiras tutoradas em vasos de polietileno, com trés semanas de idade,
produzidas em estufa com sistema cooling sob luz natural.

As plantas foram mantidas sob luz natural e foram regadas regularmente, de acordo com as suas
necessidades hidricas. Procedeu-se ainda a sua fertilizagédo (25-5-10 + 2MgO) (Agromaster, Everris)
trés semanas apos transplantacéo. Estas plantas foram utilizadas na primeira série de inoculagdes (5

a 6 semanas de idade). Devido a um ataque de afideos, dadas as condi¢cbes ambientais atipicas, varias
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plantas de batateira ndo sobreviveram pelo que na segunda série de inocula¢des utilizaram-se folhas

de batateira da mesma cultivar provenientes de Alcochete.

3.4.2 Ensaio de patogenicidade e viruléncia em discos de folhas

destacadas

Foram utilizados discos de folhas dos diferentes hospedeiros de interesse para construir 0s ensaios de
patogenicidade e viruléncia. As folhas, imediatamente apos a colheita, foram transportadas para o
laboratério onde foram sujeitas a uma desinfe¢éo superficial. Para isto, 0 material vegetal necessario
foi imerso em alcool 70%, durante 30 segundos, e depois numa solu¢éo de hipoclorito de sddio a 1%,
durante 90 segundos, agitando de forma a molhar toda a superficie do material. Seguidamente, o
material vegetal foi mergulhado em agua destilada esterilizada duas vezes e seco em papel de filtro
esterilizado. Foram destacados discos das folhas com 18 mm de didmetro usando um cortador

esterilizado.

Cinco discos de um determinado hospedeiro vegetal foram dispostos espacadamente a superficie de
meio de gelose a 0,75% (15 ml), contido numa placa de Petri. Para cada hospedeiro a inocular
utilizaram-se 10 discos de folhas. Os discos foram posteriormente inoculados com 10 pl de uma
suspensdo de conidios preparada previamente (1x10* conidios/ml) do respetivo isolado, sendo
depositadas no centro do disco (Fig. 5). Para os isolados obtidos a partir de pimenteiro, malagueta,
fisélis e jil6, procedeu-se a inoculagdo de 30 discos, isto é, duas caixas de Petri contendo discos do
hospedeiro de origem de cada isolado, mais duas caixas de Petri com discos de folha de tomateiro e
mais duas caixas de Petri com discos de folhas de batateira. Para os restantes 20 isolados, uma vez
que o seu hospedeiro de origem correspondia a batateira ou tomateiro, apenas foram procedidas
inoculagcdes em 20 discos, isto é, duas caixas de Petri com discos de folha de tomateiro e duas
adicionais com discos de folha de batateira. Com isto, para todos os isolados foram feitas inoculagtes
em folha de tomateiro e de batateira. Foram realizadas duas séries de inoculagdes. O controlo foi
realizado paralelamente a cada série, onde se inocularam 10 discos por hospedeiro testado com 10 pl
de agua destilada esterilizada. As placas foram mantidas sobre a bancada de laboratério, a temperatura

ambiente e os discos foram avaliados sete dias apds inoculagéo.

Fig. 5 - Inoculacéo de discos de folhas destacadas dos hospedeiros em estudo por deposi¢édo de uma goticula
de suspenséo de conidios do respetivo isolado de Alternaria spp.
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De acordo com a sintomatologia observada foi elaborado uma escala de severidade, tendo como
objetivo avaliar quantitativamente a severidade da doenca provocada pelo isolado nos diferentes
hospedeiros (Quadro 5). Como se constata, ndo foram especificados os hospedeiros nas imagens dada

a transversalidade dos sintomas observados entre todos os hospedeiros avaliados.
3.4.3 Preparacdo da suspensdo de conidios

A suspensao de esporos foi obtida a partir de placas de PDA com 10 a 12 dias de crescimento em
estufa sob condicBes de auséncia de luz, a 25£1°C. Foram adicionados 10 ml de solucdo de agua
destilada e TWEENBS8O (0,01%) as placas de Petri e, com o objetivo de desalojar os conidios do meio
de cultura, procedeu-se a uma raspagem com a extremidade de uma lamina esterilizada. A suspenséao
obtida foi seguidamente filtrada através de duas camadas de gaze esterilizada, com auxilio de um funil,

para um Erlenmeyer, de forma a remover hifas e restos do meio de cultura.

As concentra¢gBes das suspensfes resultantes foram medidas com recurso a um hemacitémetro

(NEWBOWER Improved, Brand, Germany), e ajustadas a 1x10* conidios/ml.
3.5 Tratamento estatistico

Com auxilio do Microsoft Excel foram calculados os valores minimos, médios, maximos e o desvio
padrdo para a largura e comprimento dos esporos e valores minimos, da moda e maximos para o
namero de septos. Com recurso ao programa estatistico Minitab realizou-se, separadamente para os
isolados de A. alternata e para os isolados de A. infectoria, o teste de compara¢do de médias ao

comprimento e a largura (um) dos conidios.

Os resultados dos testes de patogenicidade e viruléncia tiveram como base uma escala de severidade,
entre 0 e 5 (Quadro 5) produzida de acordo com os resultados das inocula¢gfes. Dos resultados das
duas séries de inoculacéo, recorrendo a ferramenta Microsoft Excel, foram determinados indices de

doencga (ID) com base na formula referida por McKinney (1923):

. rau da escala x frequéncia) x 100
Indice de Doenga (ID) = 28 d )

n° total de unidades x grau maximo da escala
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Quadro 5 - Escala de severidade com a descri¢cdo sintomatoldgica correspondente a cada grau de doenga, com
fotografias, apds sete dias de inoculagdo com isolados de Alternaria spp.

Severidade Descri¢cdo dos sintomas Sintomas 7 dias ap6s inoculagao
da doenca

0 Auséncia de sintomas

Baixo crescimento micelial na
1 zona de inoculacao; auséncia de
esporulagéo;

Baixo crescimento micelial e baixa
2 esporulacéo; cobrindo até 30% da
area total do disco;

Abundante crescimento micelial
e/ou abundante esporulagéo;
cobrindo até 30% da area total do
disco;

Abundante crescimento micelial,
4 cobrindo 100% da area do disco;
baixa esporulagéo;

Abundante crescimento micelial,
5 cobrindo 100% da area do disco;
abundante esporulacéo;




4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1Colecédo de isolados e dados de passaporte

A colecédo de isolados de fungos do género Alternaria obtida no presente estudo é formada por 30
isolados que foram obtidos de C. annuum (um isolados), C. frutescens (dois isolados), P. peruviana
(um isolado), S. aethiopicum (seis isolados), S. lycopersicum (12 isolados) e S. tuberosum (oito
isolados). Na identificagdo dos referidos isolados com base em critérios morfoculturais (subcapitulo 4.2)
e caracterizagdo molecular (subcapitulo 4.3) registou-se que se enquadravam nas espécies A. alternata
(19 isolados), A. arborescens (um isolado), A. consortialis (um isolado), A. infectoria (oito isolados) e A.
tenuissima (um isolado) (Quadro 6). Obtiveram-se isolados de A. alternata a partir de todos os

hospedeiros em estudo.

Quadro 6 - Dados de passaporte dos isolados considerados no presente estudo, com referéncia ao hospedeiro de
origem, 6rgdo vegetativo a partir do qual foi obtido, local e data de colheita e sua identificacdo a espécie.

Cadigo Hospedeiro Espécie * ve(g;%zft?vo Local de colheita Data de colheita
PT574  Capsicum annuum A. alternata Folha Alcochete Jan-2017
PT575  Capsicum frutescens A. alternata Sépalas Tapada da Ajuda Jan-2017
PT579  Capsicum annuum A. alternata Folha Tapada da Ajuda Jan-2017
PT580 Capsicum annuum A. arborescens Folha Tapada da Ajuda Jan-2017
PT583  Capsicum annuum A. infectoria Folha Alcochete Jan-2017
PT585  Physalis peruviana A. alternata Folha Tapada da Ajuda Jan-2017
PT587  Capsicum annuum A. alternata Folha Alcochete Jan-2017
PT589  Capsicum frutescens A. alternata Folha Tapada da Ajuda Jan-2017
PT600  Solanum aethiopicum A. alternata Fruto Alcochete Jan-2017
PT601  Solanum tuberosum A. infectoria Folha Alcochete Fev-2017
PT602  Solanum tuberosum A. consortialis Folha Alcochete Abril-2017
PT603  Solanum tuberosum A. infectoria Folha Alcochete Abril-2017
PT604  Solanum tuberosum A. alternata Folha Alcochete Abril-2017
PT605 Solanum tuberosum A. alternata Folha Tapada da Ajuda Abril-2017
PT606  Solanum tuberosum A. infectoria Folha Tapada da Ajuda Maio-2017
PT608 Solanum tuberosum A. alternata Folha Tapada da Ajuda Maio-2017
PT611  Solanum lycopersicum A. alternata Folha Tapada da Ajuda Maio-2017
PT612  Solanum lycopersicum A. alternata Folha Tapada da Ajuda Maio-2017
PT615 Capsicum annuum A. alternata Fruto Tapada da Ajuda Maio-2017
PT616  Solanum lycopersicum A. alternata Folha Tapada da Ajuda Junho-2017
PT619  Solanum tuberosum A. infectoria Folha Tapada da Ajuda Junho-2017
PT620  Solanum lycopersicum A. alternata Folha Tapada da Ajuda Junho-2017
PT621  Solanum lycopersicum A. alternata Folha Tapada da Ajuda Junho-2017
PT622  Solanum lycopersicum A. alternata Folha Tapada da Ajuda Junho-2017
PT623  Solanum lycopersicum A. infectoria Folha Tapada da Ajuda Junho-2017
PT624  Solanum lycopersicum A. tenuissima Folha Tapada da Ajuda Junho-2017
PT625  Solanum lycopersicum A. infectoria Folha Tapada da Ajuda Junho-2017
PT626  Solanum lycopersicum A. infectoria Folha Tapada da Ajuda Junho-2017
PT627  Solanum lycopersicum A. alternata Folha Silveira, Torres Vedras  Junho-2017
PT628  Solanum lycopersicum A. alternata Folha Silveira, Torres Vedras  Junho-2017

*A identificagio & espécie dos isolados, foi feita com base no cruzamento entre as suas caracteristicas morfoculturais e os resultados da
sequenciagdo da regido ITS do DNA ribossomal e dos genes que codificam EF-a e KOG1058
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4.2Caracterizacdo morfocultural

Como se pode verificar na andlise do Quadro dos dados de passaporte dos isolados (Quadro 6), os
isolados identificados como A. alternata representam mais de 60% da totalidade dos isolados obtidos.
Considerando a importancia desta espécie como agente patogénico em doencas em solanaceas, a sua
representatividade na colecdo e a grande variabilidade de caracteristicas entre os isolados, na
caracterizagdo morfocultural optou-se por realizar o teste de comparacéo de médias (Teste de Tukey
com 95% de confianca) para os isolados identificados como A. alternata separadamente dos isolados

das demais espécies.

4.2.1 Crescimento das coldénias

Os resultados obtidos no estudo do crescimento das coldnias para os isolados identificados como A.

alternata encontram-se resumidos no Quadro 7.

Quadro 7 - Seriacdo dos isolados de Alternaria alternata de acordo com o teste de comparac¢éo do didametro médio
das coldnias (mm) em PDA, apés incubagdo sob condi¢des de auséncia de luz, a 25+1°C, ao fim de sete dias de

crescimento (Teste de Tukey, 95% de confiancga)

Média do diametro das

Isolado Espécie Hospedeiro de origem col6nias ao fim de 7 dias*
PT627 A. alternata Solanum lycopersicum 74,2 a
PT621 A. alternata Solanum lycopersicum 71,3 ab
PT611 A. alternata Solanum lycopersicum 63,8 bc
PT575 A. alternata Capsicum frutescens 62,0 bcd
PT628 A. alternata Solanum lycopersicum 60,2 cde
PT612 A. alternata Solanum lycopersicum 58,7 cdef
PT600 A. alternata Solanum aethiopicum 53,7 defg
PT604 A. alternata Solanum tuberosum 51,5 efgh
PT622 A. alternata Solanum lycopersicum 50,8 efgh
PT608 A. alternata Solanum tuberosum 50,5 efgh
PT620 A. alternata Solanum lycopersicum 50,3 fgh
PT616 A. alternata Solanum lycopersicum 48,0 ghi
PT579 A. alternata Capsicum annuum 47,7 ghi
PT587 A. alternata Capsicum annuum 47,5 ghi
PT574 A. alternata Capsicum annuum 46,8 ghi
PT615 A. alternata Capsicum annuum 45,7 ghi
PT589 A. alternata Capsicum frutescens 43,3 hi
PT585 A. alternata Physalis peruviana 41,8 hi
PT605 A. alternata Solanum tuberosum 40,2

* Os isolados com uma ou mais letras em comum n3o diferem significativamente de acordo com Teste de Tukey com um nivel de significancia

de 95% (o = 0,05)

Para a totalidade dos isolados de A. alternata registaram-se diametros das coldnias a variar entre os
74,2 mm e os 40,2 mm, correspondendo aos isolados PT627 e PT605 que, consequentemente,

atingiram os valores maximo e minimo de crescimento cultural em PDA deste estudo. A média do
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crescimento na totalidade dos isolados de A. alternata € de 53 mm de didmetro. Na analise estatistica
dos valores de crescimento registaram-se diferencas significativas entre isolados. A disparidade nos
resultados de crescimento das colénias de A. alternata foi igualmente registada por Durand (2017) que,
em PDA e para as mesmas condi¢des de crescimento, obteve isolados com didmetros compreendidos
entre 33 mm e 72 mm. Marak et al. (2014), num estudo sobre A. solani, registaram igualmente

diferencas na cinética de crescimento nessa espécie de acordo com o hospedeiro de origem.

Verificou-se que os isolados obtidos a partir de pimenteiro (Capsicum annuum) se agrupam em
posicdes inferiores do Quadro 7, o que corresponde a menores valores de diametro das col6nias
atingidos em sete dias de crescimento em PDA. Contudo, apesar desta diferenca, ndo se registou uma
variacdo significativa entre os isolados de A. alternata com origem em pimenteiro (PT579, PT587,
PT574, PT615) e os isolados da mesma espécie com origem noutros hospedeiros, nomeadamente jilé
(PT600), malagueta (PT589), fisalis (PT585), batateira (PT604, PT608 e PT605) ou tomateiro (PT622,
PT608 e PT605). Da mesma forma, verificou-se um agrupamento dos isolados com origem em
tomateiro nas posi¢ées médias e superiores do Quadro 7. Marak et al. (2014), nhum estudo sobre A.
solani, registaram a variabilidade cultural dentro da espécie de acordo com o hospedeiro de origem,
nocao ligeiramente presente nesta andlise. Contudo, os isolados PT575 e PT589, obtidos a partir de
malagueta, atingiram 62 mm e 43 mm de diametro e, apesar de diferirem significativamente entre si,

nao diferiram dos restantes isolados de A. alternata provenientes de outros hospedeiros.

No Quadro 8, encontram-se resumidos os resultados do crescimento das colénias para os isolados
identificados como A. infectoria, A. consortialis, A. tenuissima e A. arborescens. Pela andlise dos
resultados das duas séries, registou-se o crescimento das colénias dos isolados de A. infectoria com
origem em pimenteiro, tomateiro e batateira, a variar entre 72 mm e 60 mm de didmetro, com um valor
médio de 66 mm. Este intervalo de valores mostrou-se mais restrito e menos variavel que o intervalo
de valores registado para os isolados de A. alternata (Quadro 7). No entanto, o crescimento de isolados
de A. infectoria variou significativamente entre si. Note-se que, apesar dos isolados A. alternata PT627
e PT621 terem apresentado os maiores valores de diametro atingido (74,2 e 71,3 mm), a totalidade dos
isolados de A. infectoria apresentou um valor de didmetro superior a 65 mm. Os resultados deste estudo
para A. infectoria estdo exatamente de acordo com os valores registados para esta espécie, por Durand
(2017) e Rahimboo, et al. (2015), em meio PDA e PCA, respetivamente.

O isolado PT583 (A. infectoria), obtido a partir de pimenteiro, foi o isolado que atingiu o maior valor de
crescimento de entre os isolados estudados, 71,5 mm de didmetro. Contudo, n&o diferiu
significativamente dos isolados de A. infectoria PT623, PT619, PT601 e PT605 obtidos a partir de folha
de batatateira e de tomateiro. Pela analise dos resultados verificou-se que, neste estudo, ndo se
encontrou henhuma associagao entre o crescimento das culturas de A. infectoria e os hospedeiros de

origem ou a sua origem geografica.

Os isolados PT602 (A. consortialis) e PT624 (A. tenuissima), em sete dias de crescimento, atingiram

58 mm e 55 mm de didmetro, respetivamente, ndo variando significativamente entre si, nem com o
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isolado de A. infectoria, PT603. Wee et al. (2016), em meio PDA, registou um crescimento de 50 mm

em apenas cinco dias de crescimento, para isolados de A. tenuissima.

Quadro 8 - Seriacéo dos isolados de Alternaria infectoria, A. consortialis, A. tenuissima e A. arborescens de acordo
com o teste de comparagdo do didametro médio das col6nias (mm) em PDA, apds incubacdo sob condicdes de
auséncia de luz, a 25+1°C, ao fim de sete dias de crescimento (Teste de Tukey, 95% de confian¢a)

Média do diametro das

Isolado Espécie Hospedeiro de origem colénias ao fim de 7 dias*
PT583 A. infectoria Capsicum annuum 715a
PT623 A. infectoria Solanum lycopersicum 67,5 ab
PT619 A. infectoria Solanum tuberosum 67,0 ab
PT601 A. infectoria Solanum tuberosum 66,8 ab
PT625 A. infectoria Solanum lycopersicum 66,2 ab
PT626 A. infectoria Solanum lycopersicum 63,7 bc
PT606 A. infectoria Solanum tuberosum 62,8 bcd
PT603 A. infectoria Solanum tuberosum 60,0 cde
PT602 A. consortialis Solanum tuberosum 57,7 de
PT624 A. tenuissima Solanum lycopersicum 55,2 e
PT580 A. arborescens Capsicum annuum 475 f

* Os isolados com uma ou mais letras em comum n3o diferem significativamente de acordo com Teste de Tukey com um nivel de significancia
de 95% (a = 0,05)

O isolado PT580 (A. arborescens) obtido a partir de pimento, apresentou menor valor de crescimento
dentro do grupo considerado no Quadro 8, com 47,5 mm de didmetro, variando significativamente dos
restantes isolados de A. infectoria, A. consortialis e A. tenuissima. Contudo, aproximadamente 37% dos
isolados de A. alternata considerados no estudo apresentaram um crescimento inferior ao registado

para o isolado de A. arborescens.

Adicionalmente, os isolados A. tenuissima, A. arborescens e A. consortialis encontram-se dentro da

gama de variacdo de valores de didmetro atingidos pelos isolados identificados como A. alternata.

4.2.2 Caracteristicas culturais

Visualmente foram distinguidos, com base na coloracdo da face superior, na densidade da colénia e
na frente de crescimento, diversos grupos culturais de isolados. As caracteristicas da face inferior das
colénias nao foram consideradas muito relevantes, uma vez que apresentaram um elevado grau de
variabilidade mesmo dentro dos grupos mais homogéneos respeitantes as caracteristicas
anteriormente referidas. Os resultados deste estudo encontram-se resumidos no Quadro 9, sendo a

numeracao para a cor referente a carta de cores de Rayner (1970).

Os oito isolados identificados como A. infectoria (PT583, PT601, PT603, PT606, PT619, PT623, PT625
e PT626) destacaram-se por apresentarem um crescimento uniforme com uma coloracdo em tons

cinzento, frequentemente com afloramentos cotonosos brancos no centro das coldnias, formando
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Quadro 9 - Descrigdo das colonias dos isolados da colecéo e fotografias, ao fim de 8 dias de crescimento, incubadas sob condi¢gbes de auséncia de luz, a 25+1°C.

Isolado e Fase superior _ _
- Face inferior
espécie Cor Frente de crescimento Textura Densidade Fotografia
Olivaceo-claro (89) a cinzento-

PT583 escuro (105) com afloramentos o,

. . . Regular Feltrosa Forte Olivaceo-escuro (48)
A. infectoria cotonosos cinzento-claro (117)

na zona central
Cinzento-claro (117) a olivaceo

PT601 (90) com afloramentos cotonosos ) L,

. . . Difusa Feltrosa Forte Olivaceo-escuro (48)
A. infectoria cinzento-claro (117) na zona

central
Cinzento-claro (117) com

PT603 margem beje (45) com Olivaceo (90) com

. : Regular Feltrosa Forte
A. infectoria afloramentos cotonosos na zona margem bege (45)

central

PT606 Olivaceo-claro (89) com margem Reaul Folt Fort Olivaceo (90) com
A. infectoria bege (45) egular eltrosa orte margem bege (45)

PT619 Cinzento-olivaceo (107) a bege Olivaceo-escuro (48)
A infectoria (45) com afloramentos cotonosos Regular Feltrosa Média a cor canela (62) e

cinzento-claro (117) bege (45)

42



Quadro 9 - Descricio das coldnias dos isolados da colecdo e fotografias, ao fim de & dias de crescimento, incubadas sob condicdes de auséncia de luz, a 25£1°C {cont.)

Face inferior

Isolado e Fase superior
espécie Cor Frente de crescimento Textura Densidade
Entre isabelino (65) a cor mel
PT623 (64) com afloramentos .
. . . Regular Feltrosa Média
A. infectoria cotonosos altos cinzento-claro
(117) na zona central
Entre isabelline (65) a cor mel
PT625 (64) com afloramentos .
. . . Regular Feltrosa Média
A. infectoria cotonosos altos cinzento-claro
(117) na zona central
PT626 Olivaceo (90) a beje (45), com
. : afloramentos cotonosos Regular Feltrosa Média
A. infectoria .
cinzento-claro (117)
PT580 .
Cinzento-claro (117) Regular Feltrosa alta Muito forte
A. arborescens
PT624 -
Olivaceo (90) Regular Feltrosa Forte

A. tenuissima
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Fotografia

Olivaceo-escuro (48)
com margem cor
canela-isabelino

(62-65)

Cor canela (62)

Olivaceo (90) a beje
(45)

Olivaceo-escuro (48)
a olivaceo-claro (89)

Olivaceo-escuro (48)



Quadro 9 - Descrigdo das colonias dos isolados da colecio e fotografias, ao fim de 8 dias de crescimento, incubadas sob condicBes de auséncia de luz, a 25+1°C {cont.)

Isolado e Fase superior . _
Face inferior

espécie Cor Frente de crescimento Textura Densidade Fotografia

o Olivaceo-escuro (48)
Olivaceo (90) com afloramentos

PT574 . an L Com
cotonosos cinzento-olivaceos Regular Feltrosa Forte pigmentos difusiveis
A. alternata i
(107) no meio de cultura
cor de ferrugem (39)
PT575 Oliva 48 Reaul Felt Fort Olivaceo-escuro (48)
A. alternata lvaceo-escuro (48) egular eltrosa orte a olivaceo-claro (89)
PT579 ) o
Cinzento-escuro (105) Regular Feltrosa alta Forte Olivaceo (90)
A. alternata
PT585 - o
Olivaceo-escuro (48) Regular Feltrosa Forte Olivaceo-claro (89)
A. alternata
PT587 ) . o
Cinzento-claro (117) Regular Feltrosa Muito forte Olivaceo-escuro (48)
A. alternata
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Quadro 9 - Descricdo das colonias dos isolados da colec#io e fotografias, ao fim de & dias de crescimento, incubadas sob condicdes de auséncia de luz, a 25£1°C {cont.)

Isolado e Fase superior . _
Face inferior

espécie Cor Frente de crescimento Textura Densidade Fotografia

Cor avela (88) com

Cinzento-claro (117) com pigmentos difusiveis

PT589
afloramentos cotonosos Regular Feltrosa alta Muito forte no meio de cultura
A. alternata . .,
cinzento-olivaceos (107) com cor ferugem
(39)
PT600 Olivaceo-escuro (48) Regul Felt Fort Olivaceo-escuro (48)
A. alternata egular eltrosa orte a olivaceo-claro (89)
Cor avela (88) com
pigmentos difusiveis
PT604 - ;
Olivaceo-claro (89) Regular Feltrosa Forte no meio de cultura
A. alternata
com cor ferugem
(39)
Cor avela (88) com
PT605 pigmentos difusiveis
Cinzento-claro (117) Regular Feltrosa alta Muito forte no meio de cultura
A. alternata
com cor ferugem
(39)
PT608 . . .
Cinzento-olivaceo (107) Regular Feltrosa Forte Cor avela (88)
A. alternata
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Quadro 9 - Descricdo das colonias dos isolados da colec#io e fotografias, ao fim de & dias de crescimento, incubadas sob condicdes de auséncia de luz, a 25£1°C {cont.)

Isolado e Fase superior . )
o : : : Face inferior
espécie Cor Frente de crescimento Textura Densidade Fotografia
o oo Olivaceo-escuro (89
PT611 Olivaceo-escuro (48) a olivaceo . L (89)
. Regular Feltrosa alta Forte a cinzento-olivaceo
A. alternata (90) com margem beje (45) (107)
PT612 - o
Olivaceo-escuro (48) Regular Feltrosa Forte Olivaceo-claro (89)
A. alternata
PT615 . o Cinzento-olivaceo
-ol 107
A alternata Cinzento-olivaceo (107) Regular Feltroso alto Forte (107)
PT616 Cinzento-olivaceo (107) a Olivaceo-escuro (48)
- Regular Feltrosa Forte com margem
A. alternata olivaceo (90) .
olivaceo-claro (89)
PT620 Olivaceo-escuro (48)
Olivaceo-escuro (48) Regular Feltrosa Forte com margem
A. alternata

cinzento-claro (117)
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Quadro 9 - Descricio das coldnias dos isolados da colecio e fotografias, ao fim de 8 dias de crescimento, incubadas sob condicbes de auséncia de luz, a 25+1°C {cont.)

Isolado e Fase superior
espécie Cor Frente de crescimento Textura Densidade
PT621 o
Olivaceo-escuro (48) Regular Feltrosa Forte
A. alternata
Olivaceo-escuro (48) com
PT622 afloramentos cotonosos Dif Felt Fort
A. alternata cinzento-olivaceos (107) no fusa eltrosa orte
centro
PT627 o
Olivaceo-escuro (48) Regular Feltrosa Forte
A. alternata
PT628 Cinzento-olivaceo (107) a Reaul Feltrosa, alta Fort
A. alternata olividceo (90) eguiar no centro orte
PT602 o ) .
Olivaceo-escuro (48) Difusa Feltroso baixo Forte

A. consortialis
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Fotografia

Face inferior

Olivaceo-escuro (48)
a cinzento-olivaceo
(107)

Olivaceo escuro (48)
com
pigmentos difusiveis

no meio de cultura
com cor mel (64)

Olivaceo-escuro (48)
a cinzento-olivaceo
(207)

Olivaceo-escuro (48)
a cinzento-olivaceo
(107)

Olivaceo-escuro (48)



uma margem regular, textura feltrosa e densidade média a forte. Estas caracteristicas, nomeadamente
a coloracdo das coldnias, encontram-se em conformidade com a informacao recolhida na revisao
bibliografica que descreve para esta espécie culturas esbranquicadas a acinzentadas e feltrosas
(Rahimloo et al., 2015; Andersen et al., 2002).

O isolado PT580 (A. arborescens) apesar de se encontrar dentro da gama de cores dos isolados
identificados como A. infectoria, apresentou menor crescimento e originou uma colénia com uma textura
feltrosa alta e densidade superior, contradizendo a informacao recolhida na reviséo bibliografica. Os
autores Wenneker et al.(2018), em PDA e na auséncia de luz a 20°C, verificaram coldnias castanho-
bronzeadas a pretas, com margens irregulares e textura feltrosa. As caracteristicas dos isolados PT579,
PT587 e PT615 aproximam-se das caracteristicas do isolado identificado como A. arborescens
(PT580), no entanto, de acordo com as suas caracteristicas morfolégicas e moleculares, estes foram

identificados como A. alternata.

Os isolados PT575, PT600, PT612, PT621 e PT627 formaram o grupo mais uniforme e que mais se
assemelhou as caracteristicas descritas na revisdo da bibliografia para os isolados de A. alternata,
apresentando tipicamente um crescimento regular e coloragdo olivaceo-escura. O isolado identificado
como A. consortialis (PT602) diferenciou-se destes isolados pela formacdo de uma frente de
crescimento com cor difusa. No isolado desta espécie ocorreu esporulagdo abundante, o que conferiu
aspeto granuloso e tonalidade escura a colénia, nomeadamente olivdceo-escuro a preto, em

conformidade com a revisao bibliografica, (“Mycobank Database,” 2017).

O isolado PT624, identificado como A. tenuissima, agrupou-se aos isolados PT611 e PT616 (A.
alternata) devido & sua coloracdo entre oliviceo a cinzento com margens esbranquicadas, em
concordancia com alguma bibliografia consultada (Pisalov et al., 2015; Lin et al., 2016). Por outro lado,

os isolados PT611 e PT616 mostraram textura feltrosa a feltrosa alta.

Pelo estudo das caracteristicas morfolégicas e moleculares, os restantes isolados foram identificados
como A. alternata. Na generalidade dos casos para esta espécie as colénias mostraram-se com
diferentes tonalidades entre o olivaceo-claro e olivhceo-escuro a cinzento, com uma frente de
crescimento regular, textura feltrosa e densidade forte (PT585, PT604, PT608, PT620, PT628, entre
outros). No entanto ocorreram excecdes, a frente de crescimento da colénia produzida pelo isolado
PT622 mostrou-se difusa e apresentou afloramentos cotonosos cinzento-olivaceo na zona central e o
isolado PT628 formou anéis concéntricos com uma textura feltrosa alta na zona central. Estes casos
mostram a elevada variabilidade cultural possivel dentro da espécie A. alternata. Adicionalmente, e de
acordo com Devi et al. (2014), alguns isolados de A. alternata produziram pigmentos cor de mel

difusiveis no meio de cultura, nomeadamente, os isolados PT574, PT589, PT605 e PT622.

4.2.3 Caracteristicas morfolégicas dos conidios e padrdo de esporulacéo

Os resultados obtidos para o estudo da biometria dos esporos dos isolados identificados como A.

alternata e para os restantes isolados em estudo encontram-se resumidos no Quadro 10. Na Fig. 6
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apresentam-se aspetos do padrdo de esporulacéo e das caracteristicas morfolégicas dos conidios de
A. alternata, A. infectoria, A. arborescens, A. tenuissima e A. consortialis, em gelose 1%,

complementadas com fotografias a escala 200x e 400x.

Para os isolados identificados como A. alternata, dada a elevada variabilidade dos valores de
comprimento e de largura dos conidios, néo foi possivel distinguir grupos homogéneos com base nestas
caracteristicas. O comprimento dos conidios da totalidade dos isolados de A. alternata variou entre
17,5 e 55,7 um, com uma média compreendida entre 33,8 e 26,6 um. Ambos os isolados com origem
em C. frutescens, PT575 e PT598, obtiveram valores de médias de comprimento significativamente
diferentes dos isolados PT605 e PT615 com origem em S. tuberosum e C. annuum, respetivemente.
Contudo, o comprimento ndo é uma caracteristica que permite diferenciar as espécies de Alternaria de
acordo com o hospedeiro de origem uma vez que estas médias (PT575 e PT598) ndo variaram
significativamente com a maioria dos isolados, incluindo outros isolados com origem em S. tuberosum
(PT608, PT628 e PT604) e C. annuum (PT587 e PT574) e ainda, dos isolados obtidos a partir de S.
lycopersicum (PT612, PT627, PT622, entre outros), jilé6 (PT600) ou do isolado PT585, de P. peruviana.
Os autores Ali et al. (2006) e Vasconcelos et al. (2014), a partir dos hospedeiros S. lycopersicum e S.
tuberosum, obtiveram isolados de A. alternata com valores de comprimento entre 19,7 e 63,0 um,
idénticos aos valores registados no presente estudo. Relativamente a bibliografia anteriormente
referida, os autores Bessadat et al. (2014b) registaram valores de comprimento com uma maior

varibilidade, entre 7,0 e 60,0 um, em meio PCA.

Os valores de largura dos conidios da espécie A. alternata variaram entre 7,0 e 18,4 um. Desta
caracteristica podem retirar-se as mesmas conclusfes que anteriormente, relativas a impossibilidade
de distingédo de grupos homogéneos de isolados. A bibliografia consultada regista valores entre 9,0 e
19,0 um (Ali et al., 2006; Vasconcelos et al., 2014).

O numero de septos dos esporos dos isolados de A. alternata variou entre 1 a 8 septos transversais e
0 a 4 septos longitudinais ou obliquos. Bessadat et al. (2014b) obtiveram conidios com um maximo de
8 septos tranversais e até 3 septos longitudinais, em meio PCA. Vasconcelos et al. (2014) obtiveram

valores entre 2 e 6 septos tranversais e 1 a 5 septos longitudinais.

Os conidios de A. alternata mostraram-se castanho-claro a castanho, obclavados, obpiriformes ou
elipsoéidais, sem bico e muriformes. As caracteristicas descritas estdo de acordo com as descrigfes de
diversos autores para esta espécie. Contudo, Dube (2014) faz referéncia a formacgéo de bicos curtos

para a espécie A. alternata, em meio de cultura PCA.

Os isolados identificados como A. alternata mostraram conidioforos primarios relativamente curtos, com
até 3 septos, conidios em cadeias , simples ou ramificadas, mais ou menos longas entre 5 e 12 esporos,
originadas diretamente a partir da superficie do meio, formando conidiéforos secundarios curtos a partir
do corpo do conidio originando cadeias ramificadas curtas, com 2 a 5 esporos (Fig. 6 A-C). Estas

caracteristicas e padrao de esporulacdo, encontram-se de acordo com o descrito pelos
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Quadro 10 — Parametros dendrométricos dos conidios dos isolados identificados neste estudo, em gelose 1%, com 10 dias de crescimento na auséncia de luz a 25+1°C.
Referéncia ao hospedeiro de origem e aos valores de comprimento e largura dos conidios, do nimero de septos transversais e do nimero de septos longitudinais.

Isolado Espécie Hospedeiro Comprimento (um)* Largura (um)* Septos transversais**  Septos longitudinais**
PT615 A. alternata Capsicum annuum 21,6-(33,8+6,9)-55,0 a 8,5-(13,0+2,5)-16,7 ab 3-(3)-7 0-(2)-3
PT605 A. alternata Solanum tuberosum 17,5-(33,0+6,9)-46,4 a 10,4-(13,3+1,5)-16,3 a 1-(4)-6 0-(0)-4
PT612 A. alternata Solanum lycopersicum 22,6-(32,7+6,6)-49,1 ab 8,9-(13,1+2,3)-17,2 ab 2-(3)-6 0-(1)-3
PT608 A. alternata Solanum tuberosum 19,3-(32,3+7,9)-55,7 abc 9,4-(12,7+1,7)-15,1 ab 2-(3)-8 0-(1)-3
PT585 A. alternata Physalis sp. 20,7-(31,2+7,1)-51,2 abcd  8,9-(12,7+1,7)-15,7 ab 1-(3)-5 0-(1)-4
PT627 A. alternata Solanum lycopersicum 22,0-(31,1+7,7)-52,6 abcd  8,8-(12,5+1,9)-16,5 abc 2-(3)-5 0-(1)-3
PT622 A. alternata Solanum lycopersicum 21,7-(31,0+6,0)-43,9 abcd  7,0-(13,0+2,5)-17,1 ab 2-(3)-6 0-(1)-3
PT579 A. alternata Capsicum annuum 19,0-(30,7+7,0)-46,1 abcd  7,5-(10,9+2,4)-16,4 cde 2-(3)-7 0-(1)-2
PT616 A. alternata Solanum lycopersicum 20,1-(30,5+8,2)-47,8 abcd  7,5-(11,6+1,9)-15,2 bcde  1-(3)-6 0-(1)-3
PT611 A. alternata Solanum lycopersicum 19,4-(30,045,5)-40,7 abcd  8,2-(12,1+1,9)-15,7 abcde 2-(3)-6 0-(0)-3
PT600 A. alternata Solanum aethiopicum 19,0-(29,3+6,1)-42,0 abcd  8,3-(12,0+1,9)-16,9 abcde 2-(3)-6 0-(2)-3
PT574 A. alternata Capsicum annuum 21,4-(28,945,6)-41,7 abcd  9,5-(12,5+1,6)-15,1 abcd  2-(3)-4 0-(1)-2
PT628 A. alternata Solanum tuberosum 18,7-(28,845,2)-43,1 abcd  8,5-(12,2+2,1)-16,5 abcde 3-(3)-7 0-(1)-3
PT587 A. alternata Capsicum annuum 21,8-(28,6+5,1)-43,1 abcd  9,5-(13,1+2,0)-17,2 ab 2-(3)-4 0-(1)-3
PT575 A. alternata Capsicum frutescens 19,8-(27,445,2)-46,2 bcd 7,8-(10,7£1,9)-14,7 e 2-(3)-4 0-(0)-4
PT621 A. alternata Solanum lycopersicum 20,0-(27,3+4,3)-36,1 bcd 8,6-(13,0+£2,3)-18,4 ab 2-(3)-4 0-(1)-3
PT604 A. alternata Solanum tuberosum 18,4-(27,3+4,5)-37,2 bcd 8,3-(10,7+1,7)-14,9 ab 1-(3)-5 0-(1)-3
PT620 A. alternata Solanum lycopersicum 20,7-(26,9+3,4)-32,7 cd 7,7-(10,5£1,4)-13,8 e 2-(3)-4 0-(0)-3
PT589 A. alternata Capsicum frutescens 18,4-(26,6+5,0)-37,2d 7,0-(10,5+£1,3)-15,6 e 1-(3)-6 0-(0)-3
PT626 A. infectoria Solanum lycopersicum 23,3-(54,3+£16,5)-89,8 a 8,2-(11,8+1,9)-15,5 bcd 3-(7)-15 0-(0)-4
PT625 A. infectoria Solanum lycopersicum 20,4-(45,1+10,6)-68,4 b 9,8-(12,9+1,9)-18,0 ab 2-(5)-8 0-(1)-5
PT623 A. infectoria Solanum lycopersicum 18,6-(34,4+12,5)-56,5 ¢ 7,2-(10,8+2,1)-14,4 cdef  2-(3)-8 0-(1)-4
PT583 A. infectoria Capsicum annuum 19,4-(33,2+9,1)-54,8 cd 6,7-(10,1+2,0)-16,1 efg 3-(6)-7 0-(0)-3
PT606 A. infectoria Solanum tuberosum 19,3-(31,1+9,1)-50,2 cd 8,3-(10,6+1,6)-14,4 def 1-(3)-8 0-(0)-2
PT603 A. infectoria Solanum tuberosum 19,9-(30,8+5,7)-43,0 cd 8,3-(11,5+1,6)-16,3 bcde  3-(3)-7 0-(1)-4
PT619 A. infectoria Solanum tuberosum 17,2-(26,9+7,0)-51,4 cde 6,0-(10,0+1,9)-13,8 fg 3-(3)-8 0-(0)-4
PT601 A. infectoria Solanum tuberosum 15,5-(21,5+£3,7)-31,0 e 7,0-(8,911,3)-12,1 g 2-(3)-4 0-(0)-3
PT580 A. arborescens Capsicum annuum 17,3-(29,3+7,0)-44,9 8,4-(12,2+2,0)-16,0 1-(3)-5 0-(1)-4
PT602 A. consortialis  Solanum tuberosum 18,3-(25,8+6,4)-39,7 11,3-(14,1+1,6)-17,8 1-(4)-5 0-(1)-2
PT624 A. tenuissima  Solanum lycopersicum 22,8-(31,1+4,7)-39,3 9,7-(13,0+2,1)-18,1 2-(3)-5 0-(1)-3

* Os isolados das espécies A: alternata e A. infectoria com uma ou mais letras em comum n3o diferem significativamente, de acordo com Teste de Tukey com um nivel de significancia de 95% (o = 0,05). Os dados

para o comprimento e a largura dos conidios sdo apresentados como "minimo-(médiatdesvio padrdo)-maximo.

** 0s dados para para o nimero de septos s3o apresentados como minimo-(moda)-maximo



autores Andersen et al. (2002), Serdani et al. (2002) e Besadat et al. (2016) para A. alternata. Contudo,
Landschoot et al. (2017), ndo registou ramificacdo para os isolados desta espécie e Dube (2014)
registapara além de um numero superior de septos presentes nos conidiéforos primarios, a formacao
de ramificacdo secundaria e tercearia a partir do bico dos esporos. O isolado PT615 formou

frequentemente conidiéforos secundarios na zona apical dos conidios, por vezes, geniculados.

No que diz respeito a A. infectoria a divisdo entre os isolados com origem em folha de tomateiro e com
origem em folha de batatateira, relativamente ao comprimento dos conidios, foi evidente (Quadro 10).
Porém, os isolado PT626, PT625 e PT623 diferiram significativamente, mesmo tendo sido isolados a
partir da mesma espécie hospedeira, tomateiro. Por outro lado, fora as diferencas entre os isolados de
tomateiro, a média de comprimento dos conidios do isolado PT623 apenas se mostou

significativamente diferente da do isolado PT601, isolado da batateira.

Apesar da disparidade de valores de comprimento dos conidios, as médias da maioria dos isolados de
A. infectoria ndo variam significativamente com os isolados A. tenuissima (PT624), A. arborescens
(PT580) ou com o isolado de A. consortialis (PT602). Relativamente aos valores de largura dos conidios
registou-se uma diferenca de médias significativa entre o isolado A. consortialis (PT602) e os restante
isolados, exeptuando os isolados A. tenuissima (PT624) e A. infectoria (PT625). Mais uma vez se
verificou uma diferenca significativa da média da largura dos conidios do isolado PT601 (A. infectoria)
com os restantes isolados, exepto com o isolado PT619 (A. infectoria). A maioria dos isolados
apresentou 3 septos tranversais, sendo que os isolados A. infectoria PT626 e PT583 se destacaram
por apresentarem valores de modas de 7 e 6 septos transversais, respetivamente. O niumero de septos

longitudinais variou usualmente entre zero e um.

Para o isolado A. arborescens (PT580) obtiveram-se valores de comprimento dos conidios a variar
entre 17,3 e 44,9 um. Para este isolado foram registados valores para a largura entre 8,4 e 16,0 um.
Em meio PSA, Bessadat et al. (2014b) referiram um maximo de comprimento de 38,4 um e um intervalo
de valores de largura entre 3,2 e 12,8 um. Outros autores referem menor variabilidade, tendo obtido
valores de comprimento a variar entre 10,0 e 30,0 um e valores de largura a variar entre 5,0 e 14,0 um
(Akhtar et al., 2014; Wenneker et al., 2018). Este isolado registou 1 a 5 septos tranversais e até 4 septos
longitudinais. De acordo com a bibliografia consultada os conidios desta espécie possuem entre 1 e 5

ou 6 septos transversais e até 3 septos longitudinais (Quadro 2).

O isolado A. arborescens apresentou conidioforos primarios septados, médios a longos, com formacgao
aérea e conidios em cadeias curtas, simples ou ramificadas, ocorrendo formagédo de conidiéforos
secundarios curtos na zona apical do esporo. As caracteristicas observadas estdo de acordo com as
descricdes de Andersen et al. (2002) e Serdani (2002) para A. arborescens. Os conidios do isolado de
A. arborescens mostraram-se com forma elipséidal, ovéides ou ovéide-oblongos, castanhos a
castanhos-escuro e muriformes (Fig. 6 D). Contrariando a bibliografia consultada, ndo se observaram
esporos com bico afunilado que, por vezes, apresentavam uma tonalidade mais escura (Bessadat et
al., 2014a). Contudo, as caracteristicas observadas estao de acordo as descricées de Andersen et al.
(2002) e Serdani (2002) para esta espécie.
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Fig. 6 — Fotografias do padrdo de ramificacéo, conidios e conidi6foros de A. alternata (A, B e C), A. arborescens (D), A.
tenuissima (E), A. infectoria (F e G) e A. consortialis (H, | e J), obtidas a partir de colénias com 7 dias de crescimento em meio
de cultura de gelose 1%, na obscuridade, a 25+1°C. Nas fotografias identificadas como E e G estdo evidenciadas
caracteristicas como a producgdo de conidios com bico no isolado identificado como A. tenuissima (PT624) e a formacao
lateral de um conidiéforo secundario no isolado identificado como A. infectoria, respetivamente.
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Para o isolado identificado como A. tenuissima (PT624) registaram-se valores de comprimento a variar
entre 22,8 e 39,3 um, um intervalo de valores mais restrito comparando com a bibliografa consultada,
com intervalo de valores de comprimento entre 13,2 e 45,5 pm, em meio PDA, e 9,8 e 60,2 um, em
meio de cultura PSA. Para o mesmo isolado foram registados valores de largura entre 9,7 e 18,1 pm.
Durand (2017) registou um valor minimo para a largura dos conidios de 6,4 um, em meio PDA, e os
autores Lin et al.(2016) um méaximo de 17,7 um para o mesmo meio de cultura. Os conidios registaram
2 a 5 septos transversais e até 3 septos longitudinais. De acordo com os autores Bessadat et al. (2014b)
e Durand (2017), os conidios de A. tenuissima possuem entre 1 a 9 septos transversais, contrariando
outros autores como Lin et al. (2016) e Wee et al. (2016) que registaram um maximo de 4 septos
transversais. Durand (2017) observou conidios com até 6 septos longitudinais, todavia, a maioria dos
autores registou valores maximos de 1, 2 ou 3 septos longitudinais (Quadro 3). Por outro lado, os
conidios surgiram castanhos a castanhos claro, elipséidais, obclavados ou ovéides, muriformes e com
formacao ocasional de um bico (Fig. 6 E) . Estas caracteristicas identificaram-se, na sua maioria, com
a informacao recolhida na bibliografia. Contudo, Durand (2017) n&o registou a ocorréncia de bicos nos
conidios do isolado estudado, contrariamente aos autores Disalov et al. (2015). Adicionalmente, os
autores Bessadat et al. (2014a), registaram a formac&o de conidios com as paredes verrugosas, em
meio de cultura PSA.

No isolado em estudo, os conidi6foros primérios apresentaram-se médios a longos, conidios em
cadeias longas com um baixo grau de ramificacdo formando cadeias aéreas. Conidi6foros secundérios
formaram-se, por vezes, a partir do corpo dos primeiros conidios da cadeia formando ramificacfes com
até 3 a 5 conidios secundarios (Fig. 6 .E). Lin et al. (2016) e Wee et al (2016) registaram a formacao
de cadeias com até 12 e 17 conidios, respetivamente, em meio PDA. Durand (2017) verificou a
formagdo de cadeias ndo ramificadas mais curtas, com até 10 conidios, formadas a partir de um
conidioforo simples e geralmente curto. Adicionalmente, certos autores registaram também um baixo
grau de ramificagdo secundéria que se extendeu a um méaximo de 4 conidios secundarios (Lin et al.,
2016; Vakalounakis et al., 2016; Wee et al., 2016). Serdani (2002) e Rahimloo et al. (2015), registaram
a formacéo de conidi6foros primarios para a espécie A. tenuissima diretamente a superficie do meio de
cultura.

Os isolados identificados como A. infectoria registaram valores de comprimento dos conidios entre 15,5
e 89,8 um. Os isolados PT626 e PT625 mostraram valores médios de comprimento de 54,3 pum e 45,1
pum, diferindo significativamente dos restantes isolados identificados como A. infectoria, sendo que as
restantes médias variaram entre 21,5 e 34,4 um. Foram obtidos valores de largura entre 6,0 e 18,0 um,
com médias a variar entre 8,9 e 12,9 um (Quadro 10). Outros autores referiram um intervalo de valores
mais restrito, com o comprimento a variar entre 30,0 e 45,0 um (Rahimloo et al., 2015) e a largura
apenas entre 3,0 e 8,0 um (Rodriguez-Roa et al., 2013). Durand (2017) apresentou uma maior
variabilidade de valores, com o comprimento dos conidios a variar entre 12,0 e 78,8 um e largura entre
10,6 e 24,8 pm, em meio de cultura PDA. O nimero de septos dos esporos dos isolados de A. infectoria
variou entre 1 a 15 septos transversais, com moda frequente de 3 septos transversais e até 5 septos

longitudinais, com moda zero. De acordo com a bibliografia consultada, os autores registaram um valor
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minimo de 3 e um maximo de 11 septos transversais e até 6 septos longitudinais (Quadro 4).

Os isolados de A. infectoria desenvolveram conidiéforos primarios curtos, cadeias de conidios
castanhos que se mostraram elipsoidais, ovoides longos ou obclavados, com extensa ramificagcao
formando cadeias com até 9 conidios. Ocorreu, geralmente, formagédo de um conidiéforo secundario
longo e septado, por vezes geniculado, na extremidade dos conidios (Fig. 6 F-G). Em conformidade
com o descrito pelos autores Andersen et al. (1996), também neste isolado ocorreu a formacao
ocasional de conidiéforos secundarios a partir do corpo do esporo (Fig. 6 G). Rahimloo et al. (2015),

descreveram a espécie A. infectoria como produtora de conidios em cadeias ramificadas curtas.

O isolado identificado como A. consortialis (PT602) obteve valores de comprimento dos conidios a
variar entre 18,3 e 39,7 um. Para o mesmo isolado foram registados valores de largura entre 11,3 e
17,8 um. A bibliografia consultada registou valores de comprimento entre 14,0 e 40,0 um e um intervalo
de valores para a largura menos restrito, entre 7,0 e 21,0 um (Lawrence et al., 2016). Verificou-se a
presenca de um méximo de 5 septos transversais e 2 septos longitudinais ou obliquos. De acordo com
Runa et al. (2009) o isolado de A. consortialis possiu commumente mais de 4 septos transversais.

O isolado A. consortialis produziu conidiéforos primarios curtos e conidios solitarios castanho a
castanho-escuro de forma ovoide ou elipsoidal apresentando-se, por vezes, verrugosos (Fig. 6 H-J). A
bibliografia descreve nesta espécie conidios obovoides e sem bico, solidarios, formados a partir de
conidioforos curtos ou em cadeia existindo a possobilidade de formacédo de conidiéforos secundérios

na extremidade dos esporos, em meio de cultura PCA (Bessadat et al., 2016).
4.3Caracterizacao molecular

No decurso do presente trabalho procedeu-se a extraccdo de DNA, amplificacdo e sequenciacédo da
regido ITS do DNA ribossomal dos 30 isolados estudados, de 29 isolados para o caso do fragmento da

proteina TEF1-a e de 27 isolados para o caso da regido KOG1058.

As sequéncias obtidas foram editadas e submetidas, através da ferramenta BLASTn, a confronto com

a base de dados publica NCBI para identificac@o a espécie dos isolados em causa (Quadro 11).

Apos a edicdo e alinhamento das sequéncias obtidas, foi executada uma analise filogenética tendo-se
incluido nessa analise diversas sequéncias de referéncia depositadas na base de dados do NCBI para

a elaboracao das respetivas arvores filogenéticas.
4.3.1 Sequenciacéo de fragmentos da regido ITS do DNA ribossomal

O confronto das sequéncias nucleotidicas da regido ITS do rDNA obtidas para os isolados identificados
como A. alternata, A. arborescens, A. consortialis, A. infectoria (= Lewia infectoria) e A. tenuissima com

a base de dados publica NCBI, confirmou a identidade dos mesmos.
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Quadro 11— Lista de isolados para os quais se obtiveram sequéncias das regides ITS do DNA ribossomal, para o
gene da proteina TEF1-a e para a regido KOG1058, com a respectiva identificagdo com base nas caracteristicas
morfoldgicas e por confronto com a base de dados publica NCBI, com recurso a ferramenta BLASTn

Codigo L Identificacdo Molecular (BLAST)

lsolado ~ ESPecie ITS®  Homol.®  EFL-a®  Homol.® KOG1058@  Homol.®
PT574 A. alternata A. alternata 99 A. alternata 99 A. alternata 99
PT575 A. alternata A. alternata 99 A. alternata 98 A. alternata 99
PT579 A. alternata A. alternata 99 A. alternata 98 A. alternata 99
PT580 A. aborescens A. arborescens 99 A. arborescens 99 A. arborescens 99
PT583 A. infectoria A. infectoria 99 Lewia infectoria 97 A. alternata 87
PT585 A. alternata A. alternata 99 A. alternata 98 A. alternata 99
PT587 A. alternata A. alternata 100 A. alternata 98 A. alternata 99
PT589 A. alternata A. alternata 98 A. alternata 100 A. alternata 98
PT600 A. alternata A. alternata 99 A. alternata 99 A. alternata 99
PT601  A.infectoria A. infectoria 99 Lewia infectoria 97 ©

PT602 A. consortiale  A. consortiale 99 (c) (©

PT603 A. infectoria A. infectoria 99 Lewia infectoria 98 A. alternata 87
PT604 A. alternata A. alternata 99 A. alternata 100 A. alternata 99
PT605 A. alternata A. alternata 100 A. alternata 100 A. alternata 99
PT606 A. infectoria A. infectoria 99 Lewia infectoria 99 A. alternata 87
PT608 A. alternata (© A. alternata 98 A. alternata 99
PT611 A. alternata A. alternata 99 A. alternata 98 A. alternata 99
PT612 A. alternata A. alternata 99 A. alternata 99 A. alternata 99
PT615 A. alternata A. alternata 99 A. alternata 97 A. alternata 99
PT616 A. alternata A. alternata 100 A. alternata 100 A. alternata 99
PT619 A. infectoria A. infectoria 99 Lewia infectoria 98 A. alternata 87
PT620 A. alternata A. alternata 99 A. alternata 99 A. alternata 99
PT621 A. alternata A. alternata 99 A. alternata 100 A. alternata 99
PT622 A. alternata A. alternata 100 A. alternata 99 A. alternata 99
PT623 A. infectoria A. infectoria 99 Lewiz infectoria 99 A. alternata 87
PT624 A. tenuissima  A. tenuissima 99 A. tenuissima 99 (c)

PT625 A. infectoria A. infectoria 99 Lewia infectoria 100 A. alternata 87
PT626 A. infectoria A. infectoria 99 Lewia infectoria 97 A. alternata 87
PT627 A. alternata A. alternata 99 A. alternata 99 A. alternata 99
PT628 A. alternata A. alternata 99 A. alternata 99 A. alternata 99

(a) Identificacéo molecular por confronto com a base de dados NCBI, com recurso a ferramenta BLAStn; (b) Homologia expressa em %
segundo a identificagdo fornecida pela base de dados NCBI; (c) a regido em causa néo foi sequenciada para o isolado.

No Anexo 4 apresenta-se o alinhamento das 63 sequéncias nucleotidicas utilizadas na analise

filogenética (total de 437 pb ap0s eliminacdo de gaps).

Os resultados da analise filogenética (Fig. 7) mostram uma separacao significativa entre dois grupos.
O grupo maior € composto pelos isolados filogeneticamente préximos de A. alternata, pelos isolados
de A. consortialis e ainda a sequéncia referéncia de A. solani, sendo suportado por um valor de
bootstrap de 54%. O segundo grupo (93% de bootstrap) é constituido pelos isolados que agruparam
com as sequéncias referéncia de A. infectoria. Ja os isolados PT574 e PT587 (A. alternata) agruparam

separados dos restantes (98% de bootstrap).
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Os resultados obtidos mostraram-se idénticos aos de Woudenberg et al. (2013 & 2015), ndo tendo sido
possivel discriminar entre A. alternata, A. arborescens, A. gaisen e A. tenuissima, espécies
pertencentes a secgdo Alternata. Da mesma forma, as sequéncias de A. consortialis e de A. solani
agruparam separadas entre si e dos demais isolados, constituindo dois grupos mais proximos

filogeneticamente da secc¢éo Alternata do que da Infectoriae.
4.3.2 Sequenciacdo de fragmentos do gene TEF-1a e da regido KOG1058

O confronto das sequéncias nucleotidicas de fragmentos do gene TEF-1a e da regido KOG1058 obtidas
para os isolados identificados como A. alternata, A. arborescens, A. consortialis, A. infectoria (= Lewia

infectoria) e A. tenuissima com a base de dados publica NCBI, confirmou a identidade dos mesmos.

No Anexo 5 apresenta-se o alinhamento das sequéncias nucleotidicas utilizadas na anélise filogenética
de fragmentos do gene TEF-la e da regido KOG1058 com um total de 209 pb e de 863 pb,

respetivamente, apdés eliminagédo de gaps.

Os dados da sequenciacdo para o gene TEF1-a (Fig. 8) permitiram, a semelhanc¢a do observado para
aregido ITS, a separacéo entre os isolados pertencentes as secc¢des Alternata e Infectoriae, ndo sendo
possivel discriminar entre isolados dentro da primeira sec¢do. Tal como se verificou para a analise da
regido ITS, os isolados de A. consortialis e de A. solani agruparam separados entre si e dos isolados

de A. alternata, ainda que com baixo valor de bootstrap.

Os resultados da andlise filogenética das sequéncias nucleotidicas da regido KOG1058 nao diferiram
dos resultados obtidos para as duas regiées anteriores (Fig. 9). Apesar de ndo se terem incluido na
andlise sequéncias de referéncia de A. infectoria, por ndo se encontrarem disponiveis nas bases de
dados, os isolados que morfologicamente apresentaram carateristicas coerentes com as daquela
espécie, e que nas analises filogenéticas anteriores agruparam com sequéncias da seccao Infectoriae,
constituem um grupo a parte dos isolados colocados na sec¢éo Alternata de Woudenberg et al. (2013
& 2015). No grupo onde se encontraram os isolados de A. alternata foi possivel observar uma maior
variabiliadade quando comparado com as analises filogenéticas para as regides ITS e TEF-1a. Assim,
por exemplo, os isolados PT627 e PT628 parecem mais préximos de A. arborescens do que das
restantes referéncias de A. alternata utilizadas. Segundo Woudenberg et al. (2015), a regido KOG1058
do DNA, sendo uma regiéo pouco conservada, permitira discriminar entre espécies da seccao Alternata.

Neste estudo néo foi possivel confirmar tal poder discriminante.
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MG282916 Alternaria alternata
MG596645 Alternaria alternata
MF435161 Alternaria arborescens
MF102104
Ky419541
KX783408
KXT768145
KX179485
KX073997 Alternaria alternata
KU936229
KU324787
KT280009
KR912289
KP§38336
KJ526175
KC584197 Alternaria gaisen
JFB02118 Alternaria alternata
HQG647307 Alternaria tenuissima
AF347033 Alternaria arborescens
AF347032 Alternaria tenuissima
AF347031 Alternaria alternata
PT628

PT624

PT622

PT620

PT616

PT615

[|PT612

PT611

PT605

PT604

PT600

PT585

PT580

PT579

PT575

MGT711600 Alternaria alternata
PT589

PT621

PT&27

KMa77773 Alternaria consortiales
PT602

KC584247  Alternaria consortiales
KC584217 Alternaria solani

E‘— PT587

PT601
KT192298

PT574

KU375628 | Aternaria infectoria
MG736194

KPG641146

PT626

PT606

KR912323 Alternaria infectoria
9B PT583

PT603

PT619

PT623

PT625

DO323697

KR912317 | Alternaria infectoria
Y17066

KC584239 Stemphylium herbarum CBS 191.86

—
10

Fig. 7 - Dendrograma consenso resultante da analise das sequéncias nucleotidicas da regido ITS do DNA
ribossomal para isolados de Alternaria spp., obtido através do agrupamento por Maximum Likelihood method;
foram utilizadas 1000 bootstraps e matrizes de distancia de acordo com o modelo Jukes-Cantor; em cada nd, os
valores apresentados representam o respetivo valor de bootstrap (valores superiores a 50 %); sequéncias obtidas
de base de dados séo identificadas com a respetiva referéncia; a sequéncia de Stemphylium herbarum foi utilizada
como outgroup.
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LT707524 Alternaria tenuissima
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Fig. 8 - Dendrograma consenso resultante da analise das sequéncias nucleotidicas de fragmentos do gene TEF-
1a para isolados de Alternaria spp., obtido através do agrupamento por Maximum Likelihood method; foram
utilizadas 1000 bootstraps e matrizes de distancia de acordo com o modelo evolutivo Kimura 2; em cada né os
valores apresentados representam o respetivo valor de bootstrap (valores superiores a 50 %); sequéncias obtidas
de base de dados sao identificadas com a respetiva referéncia; a sequéncia de Stemphylium herbarum foi utilizada
como outgroup.
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Fig. 9 - Dendrograma consenso resultante da analise das sequéncias nucleotidicas de fragmentos da regido
KOG1058 para isolados de Alternaria spp., obtido através do agrupamento por Maximum Likelihood method; foram
utilizadas 1000 bootstraps e matrizes de distancia de acordo com o modelo evolutivo Kimura 2 (+G); em cada n6
os valores apresentados representam o respetivo valor de bootstrap (valores superiores a 50 %); sequéncias
obtidas de base de dados sé&o identificadas com a respetiva referéncia; a sequéncia de Alternaria alternanthera foi
utilizada como outgroup.
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4.4Estudos de patogenicidade e viruléncia dos isolados de Alternaria spp.

Como resultado das inocula¢c@es dos discos de folhas de malagueta, pimento, fisalis, jil6, tomateiro e
batateira obteve-se uma escala de severidade com os valores 0, 1, 2, 3, 4 e 5 de acordo com o grau
de doenca observado nos discos sete dias apds a inoculagédo (Quadro 5), o qual permitiu obter para os
30 isolados os indices de Doenca quando inoculados no seu hospedeiro de origem, no tomateiro e na
batateira (Quadro 12).

Como referido anteriormente, apenas as folhas de tomateiro utilizadas neste estudo e as folhas de
batateira utilizadas na primeira série de inoculacdes, provieram na totalidade de plantas produzidas na
estufa do ISA. O restante material vegetal teve origem numa quinta em Alcochete. Por conseguinte,
apesar da utilizagdo de material vegetal assintomatico, em muitos casos ocorreu 0 aparecimento de
esporos de Alternaria na testemunha. Nestes casos, sempre que possivel, concluiu-se sobre o grau de
doenca tendo em consideracdo a proximidade das estruturas das espécies de Alternaria ao local de
inoculacdo e o seu padrdo de esporulacéo, dada ser esta a caracteristica morfolégica com maior poder
discrimitativo entre as espécies sob andlise. Todavia, a primeira série de inoculagées em folhas de
pimenteiro ficou inviabilizada, dada a impossibilidade de distincao das espécies de Alternaria tornando

os resultados inconclusivos.

Pela analise do Quadro 12 verificou-se que os dois isolados obtidos de malagueta (A. alternata PT575
e PT589) originaram ID de 26% e 24% no hospedeiro de origem e que dos seis isolados obtidos do
pimento, quatro (A. alternata PT574, PT579 e PT587 e A. arborescens PT580) n&o originaram sintomas
nos discos de folhas deste hospedeiro, tendo o isolado de A. infectoria (PT583) e o isolado PT587 de
A. alternata induzido um ID de 6%. Para o isolado PT600 (A. alternata proveniente do jilé) o ID foi de
41% na inoculagdo de discos de folhas desta solanacea e para o isolado PT585 (A. alternata
proveniente de fisalis) ndo houve sintomas de doenca. Apesar dos valores de ID obtidos para alguns
dos isolados estudados serem superior a 0%, os resulados ndo permitem garantir a patogenicidade
dos isolados dessas espécies de Alternaria, obtidos a apartir de C. annuum, C. frutescens, P. peruviana
e S. aethiopicum, apesar de existirem estudos que mostram que A. alternata, A. arborescens e A.
infectoria tém sido isoladas em folhas de solonaceas (Bessadat et al., 2016; Kokaeva et al., 2017) e
que isolados dessas espécies tém capacidade para provocar infecdo em varias espécies desta familia
boténica (Bessadat et al., 2014a, 2014b, 2016; Dube, 2014).

De notar que nas inoculagfes dos discos das folhas de batateira e do tomateiro, 0s mesmos isolados
originaram valores de ID que variaram entre 62 e 100%, nas folhas da batateira, e entre 2 e 41%, nas

folhas de tomateiro.

As inocula¢des em discos de folha de batateira dos isolados de A. alternata obtidos a partir deste
hospedeiro (PT604, PT605 e PT608) revelaram-se menos virulentos, com valores de ID entre 33 e
60%, que os isolados da mesma espécie obtidos a partir de tomateiro, com valores de ID geralmente

superiores a 50%, com o isolado PT620 a produzir um indice de 70%.
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As inoculacdes em discos de folha de tomateiro dos isolados de A. alternata obtidos a partir deste
hospedeiro, nomeadamente os isolados PT612, PT620 e PT621, revalaram-se mais virulentos, com
valores de ID de 21%, 15% e 50% respetivamente. Para os restantes isolados (A. alternata PT611,
PT616, PT622, PT627 e PT628) e para os isolados provenientes de batateira (PT604, PT606 e PT608)

nao se conseguiu provar a patogenicidade dado que o ID se mostraram inferior a 10%.

Os isolados das espécies A. alternata, A. arborescens e A. infectoria, provenientes de pimenteiro e
malagueta, mostraram-se mais virulentos em tomateiro e batateira que nos hospedeiros de origem e
que os outros isolados destas espécies, obtidos a partir de tomateiro e batateira. O isolado PT583 foi
de entre os isolados da espécie A. infectoria que se mostrou virulento em tomateiro e batateira. gerando
um ID de 23% e de 80%, respetivamente. Os restates isolados desta espécie provocaram ID menos
significativos em batateira, com um méximo de 32% (PT623 proveniente de tomateiro), e em tomateiro,
com um ID maximo de apenas 8% (PT603 proveniente de batateira). O isolado PT580 (A. arborescens)
provocou um ID de 92% e de 29%, em batateira e em tomateiro. Ja a espécie A. consortialis, mostrou-
se patogénica para o hospedeiro de origem, provocando um ID de 46% em batateira, no entanto, apesar
de na bibliografia ter sido associada ao tomateiro (Bessadat et al. 2016), neste hospedeiro revelou um

ID pouco relevante (ID=11%).

Pela analise do Quadro 12, a diferen¢a de patogenicidade e viruléncia entre isolados da mesma espécie

é evidente, nomeadamente, entre os isolados de A. alternata.

No entanto, todos os isolados, independentemente da espécie e do hospedeiro de origem, mostraram-
se mais virulentos em batateira que em qualquer outro hospedeiro inoculado. Estes resultados podem
estar estreitamente associados a maior senescéncia observada nos discos de batateira e ao facto de
em laboratério se inocular os discos de folhas com uma suspenséo de conidios com um concentragao

superior a encontrada na natureza.

Por outro lado, o fator da idade das plantas, cujo influencia diretamente a sua suscetibilidade, é
contrariado com os resultados deste teste uma vez que, de acordo com a bibliografia consultada, a

batateira possui um pico de menor suscetibilidade a alternariose nas primeiras fases de crescimento.
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Quadro 12— indice de doenca (%) dos isolados de Alternaria estudados nos diferentes hospedeiros inoculados, calculados com base na escala de severidade proposta em
Materiais e Métodos.

indice de doenca (%)

Isolado Hospedeiro de origem Espécie

Batateira Tomateiro Pimento* Fisalis Jilé Malagueta
PT575 Capsicum frutescens A. alternata 62 41 - - - 26
PT589 Capsicum frutescens A. alternata 100 17 - - - 24
PT574 Capsicum annuum A. alternata 98 2 0 - - -
PT579 Capsicum annuum A. alternata 100 26 0 - - -
PT580 Capsicum annuum A. arborescens 92 29 0 - - -
PT583 Capsicum annuum A. infectoria 80 23 6 - - -
PT587 Capsicum annuum A. alternata 92 27 6 - - -
PT615 Capsicum annuum A. alternata 100 22 0 - - -
PT585 Physalis peruviana A. alternata 92 17 - 0 - -
PT600 Solanum aethiopicum A. alternata 92 9 - - 41 -
PT611 Solanum lycopersicum A. alternata 62 7 - - - -
PT612 Solanum lycopersicum A. alternata 64 21 - - - -
PT616 Solanum lycopersicum A. alternata 57 7 - - - -
PT620 Solanum lycopersicum A. alternata 70 15 - - - -
PT621 Solanum lycopersicum A. alternata 29 50 - - - -
PT622 Solanum lycopersicum A. alternata 54 6 - - - -
PT623 Solanum lycopersicum A. infectoria 32 1 - - - -
PT624 Solanum lycopersicum A. tenuissima 60 1 - - - -
PT625 Solanum lycopersicum A. infectoria 18 0 - - - -
PT626 Solanum lycopersicum A. infectoria 12 0 - - - -
PT627 Solanum lycopersicum A. alternata 56 11 - - - -
PT628 Solanum lycopersicum A. alternata 50 10 - - - -
PT601 Solanum tuberosum A. infectoria 30 6 - - - -
PT602 Solanum tuberosum A. consortialis 46 11 - - - -
PT603 Solanum tuberosum A. infectoria 29 8 - - - -
PT604 Solanum tuberosum A. alternata 60 1 - - - -
PT605 Solanum tuberosum A. alternata a7 9 - - - -
PT606 Solanum tuberosum A. infectoria 3 2 - - - -
PT608 Solanum tuberosum A. alternata 33 3 - - - -
PT619 Solanum tuberosum A. infectoria 28 0 - - - -

*valores calculados apenas com os resultados da segunda série de inoculacdes
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Pela analise do Quadro 13, verifica-se que as espécies A. tenuissima e A. infectoria, bem como A.
consortialis, mostraram-se nada ou pouco virulentas em tomateiro e que, para este hospedeiro, 0s
maiores valores de patogenicidade foram registados para a espécie A. arborescens (29%). No entanto,
apesar desta espécie se encontrar associada a tomateiro na bibliografia, para além de ter sido isolada
a partir do pimenteiro (ID=41%) mostrou-se altamente virulenta em folhas de batateira, com um indice
superior a 90%. Assim, o isolado A. arborescens (PT580 proveniente de pimenteiro) mostra-se mais
virulento em batateira que a espécie A. alternata, cuja gerou um ID de 70,3%.

A espécie A. alternata também se mostrou virulenta em jil6 e malagueta, com valores de ID de 41% e
25%.

Quadro 13 — indice de doenca (%) de cada espécie de Alternaria no hospedeiro de origem, em batateira e em
tomateiro, calculados com base na escala de severidade proposta em Materiais e Métodos.

indice de doenca (%)*

Especie Batateira  Tomateiro  Pimento** Fisalis Jilé Malagueta
A. alternata 70,3%£1,6 16,315 1,2+0,2 0,0+0,0 41,0+1,7 25,0£2,0
A. infectoria 29,0+1,4 5,0+0,8 6,0+0,5 - - -
A arborescens 92,0+0,9 29,0+1,6 0,0+0,0 - - -
A tenuissima 60,0£1,6 1,0+0,2 - - - -
A consortialis 46,0+1,0 11+0,5 - - - -

*0s resultados estdo apresentados sob a forma de (média ponderadazdesvio padrdo ponderados);**valores calculados apenas
com os resultados da segunda série de inoculagées;

N&o foi feito nenhum ensaio para avaliar a produgcdo e/ou acdo de enzimas especificas ou néo
especificas na patogenicidade e viruléncia. Nos discos de folhas inoculados ndo se verificaram
sintomas que indiquem a proliferagéo de toxinas, nomeadamente a formagéo de halos cleroticos em
torno da zona de inoculag¢éo. No entanto, 0s casos em que as espécies de Alternaria nao se mostraram
patogénicas nos hospedeiros de origem e que se mostram virulentos noutros hospedeiros, sugerem
que tenham capacidade para atuar como saproéfitas ou agentes patogénicos fracos.
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5 CONCLUSOES E PERSPETIVAS

Da prospecédo realizada em distintos campo de cultura e estufas de producdo de solanaceas,
nomeadamente producdo de tomate, nas regies do Ribatejo e Oeste de Portugal, compds-se uma
colecao com 30 isolados de Alternaria spp., dos quais 12 foram obtidos a partir de tomateiro, oito de
batateira, seis isolados provieram de pimenteiro, dois de malagueta, um de fisdlis e, por fim, um isolado

de jil6.

A avaliagdo morfocultural dos isolados, como as caracteristicas das suas col6nias e o estudo da
morfologia e biometria dos esporos em cruzamento com o padrdo de esporulagdo, permitiram

diferenciar as espécies A. alternata, A. arborescens, A. tenuissima, A. infectoria e A. consortialis.

Os resultados da sequenciagéo para a regido ITS do DNA ribossomal e para os fragmentos do gene
TEF1-a mostraram-se de acordo com as identificacdes obtidas através da caracteriza¢do morfocultural
dos isolados, nomeadamente na diferenciacdo dos isolados de A. infectoria dos isolados da seccéo
Alternata. No entanto, mostraram-se insuficientes para a distingdo de espécies dentro desta seccéo,
entre as espécies A. alternata, A. arborescens e A. tenuissima. Os resultados de sequenciacdo da

regido KOG1058, ndo diferiram dos resultados obtidos para as duas regides anteriores.

O cruzamento da avaliacdo das caracteristicas morfoculturais e da biologia molecular permitui concluir
gue as espécies da colecao pertenciam maioritariamente a espécie A. alternata, contrubuindo com 60%
da totalidade dos isolados estudados (19 isolados). Obtiveram-se ainda oito isolados de A. infectoria,
um isolado de A. arborescens proveniente de pimenteiro, um isolado de A. tenuissima, de tomateiro, e
um isolado de A. consortialis, de batateira. Confirmou-se, assim, a diversidade da populagdo de fungos
do género Alternaria associados a solanaceas. De referir, no entanto, que a espécie A. arborescens
apenas foi isolada em pimenteiro apesar de se encontrar na bibliografia frequentemente associada a

tomateiro.

O indice de doenca nos testes de patogenicidade e viruléncia variou com a espécie e o hospedeiro
inoculado, sendo que todos os isolados da cole¢&o foram inoculados nos hospedeiros de origem, em
folha de tomateiro e em folha de batateira. Os isolados obidos a partir de malagueta, pimento, fisalis e
jil6 foram responsaveis por indices de doenga mais elevados, para as espécies A. alternata, A.
arborescens e A. infectoria, em tomateiro e batateira, que isolados provenientes destes hospedeiros.
Nomeadamente, isolados de A. alternata ndo se mostraram patogénicos em pimenteiro, hospedeiro de
origem, e mostraram-se muito virulentos em batateira com ID de 92% e 100%. Para o isolado A.
tenuissima registaram-se valores de ID de 60% e de 1%, em batateira e tomateiro, respetivamente.
Similarmente, o isolado A. consortialis mostrou-se mais virulento em batateira, provocando um ID de

46% e de apenas 11% em tomateiro.

O presente trabalho revelou existir diversidade de fungos do género Alternaria associados a solanaceas
ainda pouco caraterizada e estudada. O papel destes fungos na sanidade das culturas que afetam esta

também insuficientemente esclarecida. Desta forma, e dada a importancia de algumas destas culturas
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para a agricultura do nosso pais, ha todo o interesse em aprofundar o tema da alternariose em
solanaceas: as prospecdes deverdo ser estendidas a maiores areas e sistemas culturais; o papel das
infestantes como repositdrio de indculo de Alternaria spp. devera também ser avaliado e a caraterizagao
morfoldgica e molecular dos isolados devera ser otimizada, nomeadamente recorrendo a outros
caratéres e genes; por fim, a patogenicadade dos isolados deve ser estudada, nomeadamente em

condicdes de cultura de forma a se verificar a validade e praticabilidade dos resultados obtidos.
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7 ANEXOS

Anexo 1 — Protocolo de extracao de DNA

QIAGEN® Protocol — Isolation of Total DNA from Plant Tissue Using the DNeasy Plant Mini Kit
(adaptado de QIAGEN 2004. DNeasy Plant Mini and DNeasy Plant Maxi Handbook 01/2004.
QIAGEN, Hilden, Germany)

Reagents and materials provided with the Kit
Buffer AP1

Buffer AP2

Buffer AP3

Buffer AW

Buffer AE

RNase A (100 mg.ml?)

DNeasy Spin Columns

QlAshredder ™ Mini Spin Columns

Collection Tubes (2 ml)

Equipment required but not provided
Microcentrifuge tubes (1.5 ml)

Microcentrifuge with rotor for 2 ml tubes

1. Add 400 pl of Buffer AP1 and 4 pl of RNase A stock solution (100 mg.ml?t) to a maximum of 20

mg (dried) fungal tissue and vortex vigorously.
No tissue clumps should be visible. Vortex or pipet further to remove any clumps. Clumped tissue will
not lyse properly and will therefore result in a lower yield of DNA. In the rare case where clumps cannot

be removed by pipetting and vortexing, a disposable micropestle may be used.

2. Incubate the mixture for 10 min at 65°C. Mix 2-3 times during incubation by inverting tube. This
step lyses the cells.
3. Add 130 pl of Buffer AP2 to the lysate, mix, and incubate for 5 min on ice.
This step precipitates detergent, proteins, and polysaccharides. Centrifuge the lysate for 5 min at 20,000
X g (14,000 rpm).

4. Apply the lysate to the QlAshredder Mini Spin Column (lilac) placed in a 2 ml collection tube
and centrifuge for 2 min at 20,000 x g (14,000 rpm).

It may be necessary to cut the end of the pipet tip to apply the lysate to the QlAshredder Mini Column.

The QlAshredder Mini Column removes most precipitates and cell debris, but a small amount will pass

through and form a pellet in the collection tube. Be careful not to disturb this pellet in step 5.

5. Transfer flow-through fraction from step 4 to a new tube (not supplied) without disturbing the

cell debris pellet.
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Typically 450 pl of lysate is recovered. For some plant species less lysate is recovered. In this case,

determine volume for the next step.

6. Add 1.5 volumes of Buffer AP3/E to the cleared lysate and mix by pipetting.

It is important to pipet Buffer AP3/E directly onto the cleared lysate and to mix immediately.

7. Apply 650 pl of the mixture from step 6, including any precipitate which may have formed, to the
DNeasy Mini Spin Column sitting in a 2 ml collection tube (supplied). Centrifuge for 1 min at
26,000 x g (corresponds to 28,000 rpm for most microcentrifuges) and discard flow-through.
Reuse the collection tube in step 8.
8. Repeat step 7 with remaining sample. Discard flow-through* and collection tube.
Place DNeasy Mini Spin Column in a new 2 ml collection tube (supplied), add 500 pl Buffer AW
to the DNeasy Mini Spin Column and centrifuge for 1 min at 26,000 x g (=8,000 rpm). Discard
flow-through and reuse the collection tube in step 10.
10. Add 500 pl Buffer AW to the DNeasy Mini Spin Column and centrifuge for 2 min at 20,000 x g
(14,000 rpm) to dry the membrane.
Itis important to dry the membrane of the DNeasy Mini Spin Column since residual ethanol may interfere
with subsequent reactions. This spin ensures that no residual ethanol will be carried over during elution.

Discard flow-through and collection tube.

11. Transfer the DNeasy Mini Spin Column to a 1.5 ml or 2 ml microcentrifuge tube (not supplied)
and pipet 100 of Buffer AE directly onto the DNeasy membrane. Incubate for 5 min at room
temperature (15-25°C) and then centrifuge for 1 min at 26,000 x g (=8,000 rpm) to elute.

Elution with 50 pl (instead of 100 pl) increases the final DNA concentration in the eluate significantly,
but also reduces overall DNA vyield. If larger amounts of DNA (>20 ug) are loaded, eluting with 200 pl

(instead of 100 pl) increases yield.

12. Repeat step 11 once.
A new microcentrifuge tube can be used for the second elution step to prevent dilution of the first eluate.

Alternatively, the microcentrifuge tube can be reused for the second elution step to combine the eluates.

Note: All centrifugation steps were carried out at room temperature (15-25°C).
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Anexo 2 — Protocolo de purificacdo de DNA

QIAquick PCR Purification Kit Protocol (adaptado de QIAGEN 2002. QALquick® Spin Handbook,
July/2004. QIAGEN, Hilden, Germany)

This protocol is designed to purify single- or double-stranded DNA fragments from PCR and other
enzymatic reactions. For cleanup of other enzymatic reactions, follow the protocol as described for PCR
samples or use the new MinElute Reaction Cleanup Kit. Fragments ranging from 100 bp to 10 kb are
purified from primers, nucleotides, polymerases, and salts using QIAquick spin columns in a
microcentrifuge.

Reagents and materials provided with the Kit
Buffer PB

Buffer PE

Buffer EB

Buffer AW

QIAquick Spin Columns

Collection Tubes (2 ml)

Equipment required but not provided
Microcentrifuge tubes (1.5 ml)

Microcentrifuge with rotor for 2 ml tubes

1. Transfer each PCR sample into a microcentrifuge tube (1.5 ml). Add Buffer 0.1mM Tris pH 8.0

up to a final volume of 50 pl.

Add 5 volumes of Buffer PB to 1 volume of the PCR sample and mix.

Place a QIAquick spin column in a provided 2 ml collection tube.

To bind DNA, apply the sample to the QIAquick column and centrifuge for 30-60 s, at 8,000-
10,000 rpm.

5. Discard flow-through. Place the QIAquick column back into the same tube. Collection tubes are
re-used to reduce plastic waste.

6. To wash, add 0.75 ml Buffer PE to the QIAquick column and centrifuge for 30-60 s, at 10,000
rpm.

7. Discard flow-through and place the QlAquick column back in a new tube (take the lid out).
Centrifuge the column for an additional 1 min, at maximum speed. Let the column stand for 1
min.

8. Place QlAquick column in a clean 1.5 ml microcentrifuge tube.

To elute DNA, add 50 ul Buffer EB (10 mM Tris-Cl, pH 8.5) or H20 to the center of the QIAquick

membrane, let the column stand for 1-2 min, and then centrifuge for 1 min at 10,000 rpm.
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Anexo 3 — Resultados dos testes de patogenicidade e viruléncia — Moda e correlacdo

Quadro 14 - Resultados das duas séries de inoculagdes em discos de folhas destacadas de tomateiro, batateria e do respetivo hospedeiro de origem para os isolados. S&o
apresentadas as modas para cada série de inoculagfes, de acordo com a escala de severidade proposta em ‘Materiais e Métodos’, e a respetiva correlagdo (*ndo definido).

) ) . Batateira Tomateiro Hospedeiro de origem
Isolado Hospedeiro de origem Especie 12 série 22série Correl 12série 22 série  Correl 12 série 22 série Correl
575 Capsicum frutescens A. alternata 2 2 1 5 0 0,68 5 0 nd*
589 Capsicum frutescens A. alternata 5 5 1 0 0 0,88 0 0 nd*
574 Capsicum annuum A. alternata 5 5 1 0 0 nd* 0 0
579 Capsicum annuum A. alternata 5 5 1 4 0 0,49 0 0
580 Capsicum annuum A. arborescens 5 5 1 1 0 0,98 Sem 0 0
583 Capsicum annuum A. infectoria 4 4 1 3 0 nd* resultados 0 0
587 Capsicum annuum A. alternata 5 5 1 0 0 0,57 0 0
615 Capsicum annuum A. alternata 5 5 1 0 0 nd* 0 0
585 Physalis peruviana A. alternata 5 5 1 1 0 0,95 0 0 1
600 Solanum aethiopicum A. alternata 5 5 1 0 0 0,97 4 0 0,47
611 Solanum lycopersicum A. alternata 5 0 0,34 0 0 0,97 - - -
612 Solanum lycopersicum A. alternata 5 1 0,67 0 0 0,76 - - -
616 Solanum lycopersicum A. alternata 5 0 0,74 1 0 nd* - - -
620 Solanum lycopersicum A. alternata 5 3 0,80 0 0 nd* - - -
621 Solanum lycopersicum A. alternata 0 3 0,20 5 0 0,41 - - -
622 Solanum lycopersicum A. alternata 4 2 0,75 0 0 0,58 - - -
623 Solanum lycopersicum A. infectoria 2 1 0,79 0 0 nd* - - -
624 Solanum lycopersicum A. tenuissima 5 1 0,61 0 0 nd* - - -
625 Solanum lycopersicum A. infectoria 0 1 0,70 0 0 nd* - - -
626 Solanum lycopersicum A. infectoria 0 2 nd* 0 0 nd* - - -
627 Solanum lycopersicum A. alternata 3 1 0,83 0 0 nd* - - -
628 Solanum lycopersicum A. alternata 3 3 0,76 0 0 0,51 - - -
601 Solanum tuberosum A. infectoria 2 1 0,88 0 0 nd* - - -
602 Solanum tuberosum A. consortialis 2 1 0,85 1 0 0,53 - - -
603 Solanum tuberosum A. infectoria 2 0 0,92 1 0 nd* - - -
604 Solanum tuberosum A. alternata 5 1 0,61 0 0 nd* - - -
605 Solanum tuberosum A. alternata 3 3 0,74 0 0 0,97 - - -
606 Solanum tuberosum A. infectoria 0 0 0,67 0 0 nd* - - -
608 Solanum tuberosum A. alternata 0 2 0,76 0 0 nd* - - -
619 Solanum tuberosum A. infectoria 3 1 0,82 0 0 nd* - - -
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Anexo 4

Alinhamento multiplo das sequéncias daregido ITS do rDNA dos isolados de Alternaria spp.

em estudo, incluindo as sequéncias dos isolados retirados do NCBI
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PT574 NNNNNNNNNN NNNNNNNATA TGAGG---GG GGCTGGAC-- -C-TCTCGG- --GGTTAC-A GCCTTGCTGA ATTATTC-AC CCTTGTCTTT TGCGTACTTC
PT575 NNNNNNNNNN NNNNNNAAAA AATGAAGG-- CGGGCTGGAC ---C-TCTCG G---GGTTAC -AGCCTTGCT GAATTATTC- ACCCTTGTCT TTTGCGTACT
PT579 NNNNNNNNNN NNNNNNNAAA TATGAAG--- CGGGCTGGAC ---C-TCTCG G---GGTTAC -AGCCTTGCT GAATTATTC- ACCCTTGTCT TTTGCGTACT
PT580 NNNNNNNNNN NNNNNNAAAA TATGAGG--- CGGGCTGGAC ---C-TCTCG G---GGTTAC -AGCCTTGCT GAATTATTC- ACCCTTGTCT TTTGCGTACT
PT583 CAGGCGGGTT -GGACACCCC CC-GCTGGGC ACTGCTTCAC GGCGTGCGCG GC-GGGGC-- CGGCCCTGCT GAATTATTC- ACCCGTGTCT TTTGCGTACT
PT585 NNNNNNNNNN NNNNNNNNNA ATTGAAG--- CGGGCT-GGA --CC-TCTCG G---GGTTAC -AGCCTTGCT GAATTATTC- ACCCTTGTCT TTTGCGTACT
PT587 NNNNNNNNNN NNNAAATATG AAG---CGGG CTGGAC---C -TCTCGG--- GGTTAC-AGC CTTGCTGAAT TATTC-ACCC TTGTCTTTTG CGTACTTCTT
PT589 NNNNNNNNNN NNNNTTAAGT TACAGARAG- AGGGGGAGGC A--C-TCTCG G---GGTTAC -AGCCTTGCT GAAT-ATTC- ACCCTTGTCT TTTGCGTACT
PT600 NNNNNNNNNN NNNNAAACAA TATGAGG--- CGGGCTGGAC ---C-TCTCG G---GGTTAC -AGCCTTGCT GAATTATTC- ACCCTTGTCT TTTGCGTACT
PT601 TGAGCGGGCT -GGACACCCT CCAGCCGGGC ACTGCTTCAC GGCGTGCGCG GCTGGAGC-- CGGCCCTGCT GAATTATTC- ACCCGTGTCT TTTGCGTACT
PT602 NNNNNNNNNN NNNNNNNNAA AATATGAG-- CGGGCTGGCA T--C-CTTCG G---GGTTAC -AGCCTTGCT GAATTATTC- ACCCGTGTCT TTTGCGTACT
PT603 CAGGCGGGCT -GGACACCCC CC-GCTGGGC ACTGCTTCAC GGCGTGCGCG GC-GGGGC-- CGGCCCTGCT GAATTATTC- ACCCGTGTCT TTTGCGTACT
PT604 NNNNNNNNNN NNNNNNNNNA AATGAAAGG- CGGGCTGGAC ---C-TCTCG G---GGTTAC -AGCCTTGCT GAATTATTC- ACCCTTGTCT TTTGCGTACT
PT605 AATG, GGG CGGGCTGGAC ---C-TCTCG G---GGTTAC -AGCCTTGCT GAATTATTC- ACCCTTGTCT TTTGCGTACT
PT606 GGGGCGGGCT TGGACACCCC CC-GCTGGGC ACTGCTTCAC GGCGTGCGCG GC-GGGGC-- CGGCCCTGCT GAATTATTC- ACCCGTGTCT TTTGCGTACT
PT611 NNNNNNNNNN NNNNNNNNAA TTTGAG---- CGGGCTGGAC ---C-TCTCG G---GGTTAC -AGCCTTGCT GAATTATTC- ACCCTTGTCT TTTGCGTACT
PT612 NNNNNNNNNN NNNNNNNAAA AATGAAAGG- CGGGCTGGAC ---C-TCTCG G---GGTTAC -AGCCTTGCT GAATTATTC- ACCCTTGTCT TTTGCGTACT
PT615 NNNNNNNNNN NNNNNNAAAA TATGAAG--- CGGGCTGGAC ---C-TCTCG G---GGTTAC -AGCCTTGCT GAATTATTC- ACCCTTGTCT TTTGCGTACT
PT616 NNNNNNNNNN NNNNNNAAAA TATGAGG--- CGGGCTGGAC ---C-TCTCG G GGTTAC -AGCCTTGCT GAATTATTC- ACCCTTGTCT TTTGCGTACT
PT619 AAGGCGGGCT -GGACACCCC CC-GCTGGGC ACTGCTTCAC GGCGTGCGCG GC-GGGGC-- CGGCCCTGCT GAATTATTC- ACCCGTGTCT TTTGCGTACT
PT620 NNNNNNNNNN NNNNNAAAAA TATGAAG--- CGGGCTGGAC ---C-TCTCG G---GGTTAC -AGCCTTGCT GAATTATTC- ACCCTTGTCT TTTGCGTACT
PT621 NNNNNNNNNN NNNNNNNAAA ATTGAAAGG- CGGGCTGGAC ---C-TCTCG G GGTTAC -AGCCTTGCT GAATTATTC- ACCCTTGTCT TTTGCGCACT
PT622 NNNNNNNNNN NNNNNNAAAA TATGAGG--- CGGGCTGGAC ---C-TCTCG G GGTTAC -AGCCTTGCT GAATTATTC- ACCCTTGTCT TTTGCGTACT
PT623 CAGGCGGGCT -GGACACCCC CC-GCTGGGC ACTGCTTCAC GGCGTGCGCG GC-GGGGC-- CGGCCCTGCT GAATTATTC- ACCCGTGTCT TTTGCGTACT
PT624 NNNNNNNNNN NNNNNAAAAA TATGAGG--- CGGGCTGGAC ---C-TCTCG G---GGTTAC -AGCCTTGCT GAATTATTC- ACCCTTGTCT TTTGCGTACT
PT625 AAGGCGGGCT -GGACACCCC CC-GCTGGGC ACTGCTTCAC GGCGTGCGCG GC-GGGGC-- CGGCCCTGCT GAATTATTC- ACCCGTGTCT TTTGCGTACT
PT626 AAGGCGGGCT -GGACACCCC CC-GCTGGGC ACTGCTTCAC GGCGTGCGCG GC-GGGGC-- CGGCCCTGCT GAATTATTC- ACCCGTGTCT TTTGCGTACT
PT627 —-= CGGGCTTGGA ACCT-CCTCG GGTTAC -AGCCTTGCT GAATTATTC- ACCCTTGTCT TTTGCGTACT
PT628 - CGGGCTTGGA --CC-TCTCG GGTTAC -AGCCTTGCT GAATTATTC- ACCCTTGTCT TTTGCGTACT
AF347031 NNNAGGGATC ATTACACAAA TATGAAGG-- CGGGCTGGAA --CC-TCTCG GGTTAC -AGCCTTGCT GAATTATTC- ACCCTTGTCT TTTGCGTACT
AF347032 NNNAGGGATC ATTACACAAA TATGAAGG-- CGGGCTGGAA --CC-TCTCG GGTTAC -AGCCTTGCT GAATTATTC- ACCCTTGTCT TTTGCGTACT
AF347033 NNNAGGGATC ATTACACAAA TATGAAGG-- CGGGCTGGAA --CC-TCTCG GGTTAC -AGCCTTGCT GAATTATTC- ACCCTTGTCT TTTGCGTACT
DQ323697 AAGGCGGGCT -GGACACCCC CC-GCTGGGC ACTGCTTCAC GGCGTGCGCG GC-GGGGC-- CGGCCCTGCT GAATTATTC- ACCCGTGTCT TTTGCGTACT
HQ647307 NNNNNNNNNN NNNNNAAAAA TATGAGG--- CGGGCTGGAC ---C-TCTCG GGTTAC -AGCCTTGCT GAATTATTC- ACCCTTGTCT TTTGCGTACT
JF802118 NNNNNNNNNN NNNNNNNNAA TATGAAG--- CGGGCTGGAC ---C-TCTCG -AGCCTTGCT GAATTATTC- ACCCTTGTCT TTTGCGTACT
KC584197 NNNNNNNATC ATTACACAAA TATGAAGG-- CGGGCTGGAA --CC-TCTCG -AGCCTTGCT GAATTATTC- ACCCTTGTCT TTTGCGTACT
KC584217 NNNNNNNATC ATTACACAAA TATGAAGG-- CGGGCTGGCA --CC-TCCCG CAGCCTTGCT GAATTATTCC ACCCGTGTCT TTTGCGTACT
KC584239 NNNNNNNNAT CATTACACAA TATGAAAG-- CGGGTTGGGA CCTCACCTCG GTGAGGGCTC CAGCTTGTCT GAATTATTC- ACCCATGTCT TTTGCGCACT
KC584247 NNNNNNNNAT CATTACACAA TATGAAAG-- CGGGCTGGCA T--C-CTTCG G---GGTTAC -AGCCTTGCT GAATTATTC- ACCCGTGTCT TTTGCGTACT
KJ526175 NNNNNNNNNN NTGGCAACAA TATGAGG--- CGGGCTGGAC ---C-TCTCG GGTTAC -AGCCTTGCT GAATTATTC- ACCCTTGTCT TTTGCGTACT
KM977773 NNNNNNNNNN GGGAAATCAA TATGGAAG-- CGGGCTGGCA T--C-CTTCG GGTTAC -AGCCTTGCT GAATTATTC- ACCCGTGTCT TTTGCGTACT
KP638336 NNNNNNNNNN NGTTCTCTGG ATTG-ACG-- CGGGCT-GGA --CC-TCTCG GGTTAC -AGCCTTGCT GAATTATTC- ACCCTTGTCT TTTGCGTACT
KP641146 CAGGCGGGCT -GGACACCCC CC-GCTGGGC ACTGCTTCAC GGCGTGCGCG GC-GGGGC-- CGGCCCTGCT GAATTATTC- ACCCGTGTCT TTTGCGTACT
KR912289 NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN ATTGCAGG-- CGGGCT-GGA --CC-TCTCG G---GGTTAC -AGCCTTGCT GAATTATTC- ACCCTTGTCT TTTGCGTACT
KR912317 CAGGCGGGCT -GGACACCCC CC-GCTGGGC ACTGCTTCAC GGCGTGCGCG GC-GGGGC-- CGGCCCTGCT GAATTATTC- ACCCGTGTCT TTTGCGTACT
KR912323 CAGGCGGGTT -GGACACCCC CC-GCTGGGC ACTGCTTCAC GGCGTGCGCG GC-GGGGC-- CGGCCCTGCT GAATTATTT- ACCCGTGTCT TTTGCGTACT
KT192298 AAGGCGGGCT -GGACACCCT CCAGCCGGGC ACTGCTTCAC GGCGTGCGCG GCTGGAGC-- CGGCCCTGCT GAATTATTC- ACCCGTGTCT TTTGCGTACT
KT280009 CGGAGGGATC ATTACACAAA TATGAAGG-- CGGGCTGGAA --CC-TCTCG G---GGTTAC -AGCCTTGCT GAATTATTC- ACCCTTGTCT TTTGCGTACT
KU324787 NNNNNNNNNN GGGGTTTCCA TATGAGG--- CGGGCTGGAC ---C-TCTCG G---GGTTAC -AGCCTTGCT GAATTATTC- ACCCTTGTCT TTTGCGTACT
KU375629 AAGGCGGGCT -GGACACCCC CC-GCTGGGC ACTGCTTCAC GGCGTGCGCG GC-GGGGC-- CGGCCCTGCT GAATTATTC- ACCCGTGTCT TTTGCGTACT
KU936229 NNNNNNNTTG TACGTGAARAG TATGAAGG-- CGGGCTGGAC ---C-TCTCG G---GGTTAC -AGCCTTGCT GAATTATTC- ACCCTTGTCT TTTGCGTACT
KX073997 NNNNNNAGGA AATTACCAAA TATGAAGG-- CGGGCTGGAA C--C-TCTCG G---GGTTAC -AGCCTTGCT GAATTATTC- ACCCTTGTCT TTTGCGTACT
KX179485 NNNNNNNNNN NNNNGGAAAA TATGAGG--- CGGGCTGGAC ---C-TCTCG G---GGTTAC -AGCCTTGCT GAATTATTC- ACCCTTGTCT TTTGCGTACT
KX768145 CGGAGGGATC ATTACACAAA TATGAAGG-- CGGGCTGGAA --CC-TCTCG G---GGTTAC -AGCCTTGCT GAATTATTC- ACCCTTGTCT TTTGCGTACT
KX783408 NNNNNNNNNN NTGGGCACGA TATGATG--- CGGGCTGGAC ---C-TCTCG G---GGTTAC -AGCCTTGCT GAATTATTC- ACCCTTGTCT TTTGCGTACT
KY419541 NNNNNNNNNN NNNACACAAA TATGAAGG-- CGGGCTGGAA --CC-TCTCG G---GGTTAC -AGCCTTGCT GAATTATTC- ACCCTTGTCT TTTGCGTACT
MF102104 NNNNNNNNGA GGGAATACGA TATGATG--- CGGGCTGGAC ---C-TCTCG G---GGTTAC -AGCCTTGCT GAATTATTC- ACCCTTGTCT TTTGCGTACT
MF435161 CGGAGGGATC ATTACACAAA TATGAAGG-- CGGGCTGGAA --CC-TCTCG GGTTAC -AGCCTTGCT GAATTATTC- ACCCTTGTCT TTTGCGTACT
MG282916 CGGAGGGATC ATTACACAAA TATGAAGG-- CGGGCTGGAA --CC-TCTCG GGTTAC -AGCCTTGCT GAATTATTC- ACCCTTGTCT TTTGCGTACT
MG596645 NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NATGTAGG-- CGGGCT-GGA --CC-TCTCG GGTTAC -AGCCTTGCT GAATTATTC- ACCCTTGTCT TTTGCGTACT
MG711600 NNNNNNNNNN NNNNNNCAAA TATGATG--- CGGGCTGGAC ---C-TCTCG G---GGTTAC -AGCCTTGCT GAATTATTC- ACCCTTGTCT TTTGCGTACT
MG736194 AAGGCGGGCT -GGACACCCC CC-GCTGGGC ACTGCTTCAC GGCGTGCGCG GC-GGGGC-- CGGCCCTGCT GAATTATTC- ACCCGTGTCT TTTGCGTACT
Y17066 AAGGCGGGCT -GGACACCCC CC-GCTGGGC ACTGCTTCAC GGCGTGCGCG GC-GGGGC-- CGGCCCTGCT GAATTATTC- ACCCGTGTCT TTTGCGTACT
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PT574 TTGTTTCCTT GGTGGGTTCG CCCACCACTA GGACAAAC-- ATAAACCTTT T-GTAATTGC AATCAGCGTC AGTAACAAA- --TTAATAAT T-ACAACTTT
PT575 TCTTGTTTCC TTGGTGGGTT CGCCCACCAC TAGGACARAC --ATAAACCT TTT-GTAATT GCAATCAGCG TCAGTAACAA A---TTAATA ATT-ACAACT
PT579 TCTTGTTTCC TTGGTGGGTT CGCCCACCAC TAGGACAAAC --ATAAACCT TTT-GTAATT GCAATCAGCG TCAGTAACAA A---TTAATA ATT-ACAACT
PT580 TCTTGTTTCC TTGGTGGGTT CGCCCACCAC TAGGACAAAC --ATAAACCT TTT-GTAATT GCAATCAGCG TCAGTAACAA A---TTAATA ATT-ACAACT
PT583 TCTTGTTTCC TGGGTGGGCT CGCCCGCCCT CAGGACCAAC C-ACAAACCT TTT-GCAATA GCAATCAGCG TCAGTAACAA CG---TAATT AATTACAACT
PT585 TCTTGTTTCC TTGGTGGGTT CGCCCACCAC TAGGACAAAC --ATAAACCT TTT-GTAATT GCAATCAGCG TCAGTAACAA A---TTAATA ATT-ACAACT
PT587 GTTTCCTTGG TGGGTTCGCC CACCACTAGG ACAAAC--AT AAACCTTTT- GTAATTGCAA TCAGCGTCAG TAACAAA--- TTAATAATT- ACAACTTTCA
PT589 TCTTGTTTCC TTGGTGGGTT CGCCCACCAC TATGACAAAC --ATAAACCT TTT-GTAATT GCCATCAGCG TCAGTAACAA A---TTAATA ATT-ACTTCT
PT600 TCTTGTTTCC TTGGTGGGTT CGCCCACCAC TAGGACAAAC --ATAAACCT TTT-GTAATT GCAATCAGCG TCAGTAACAA A---TTAATA ATT-ACAACT
PT601 TCTTGTTTCC TGGGTGGGCT CGCCCGCCAT CAGGACCAAC C-ATAAACCT TTTTGTAATA GCAATCAGCG TCAGTAACAA CG---TAATT AATTACAACT
PT602 TCTTGTTTCC TTGGTGGGTT CGCCCACCA- TAGGACAAAC C-ATAAACCT TTTTGTAATT GCAATCAGCG TCAGTAAAAA AAAATTAATA ATT-ACAACT
PT603 TCTTGTTTCC TGGGTGGGCT CGCCCGCCCT CAGGACCAAC C-ACAAACCT TTT-GCAATA GCAATCAGCG TCAGTAACAA CG---TAATT AATTACAACT
PT604 TCTTGTTTCC TTGGTGGGTT CGCCCACCAC TAGGACAAAC --ATAAACCT TTT-GTAATT GCAATCAGCG TCAGTAACAA A---TTAATA ATT-ACAACT
PT605 TCTTGTTTCC TTGGTGGGTT CGCCCACCAC TAGGACAAAC --ATAAACCT TTT-GTAATT GCAATCAGCG TCAGTAACAA A---TTAATA ATT-ACAACT
PT606 TCTTGTTTCC TGGGTGGGCT CGCCCGCCCT CAGGACCAAC C-ACAAACCT TTT-GCAATA GCAATCAGCG TCAGTAACAA CG---TAATT AATTACAACT
PT611 TCTTGTTTCC TTGGTGGGTT CGCCCACCAC TAGGACAAAC --ATAAACCT TTT-GTAATT GCAATCAGCG TCAGTAACAA A---TTAATA ATT-ACAACT
PT612 TCTTGTTTCC TTGGTGGGTT CGCCCACCAC TAGGACAAAC --ATAAACCT TTT-GTAATT GCAATCAGCG TCAGTAACAA A---TTAATA ATT-ACAACT
PT615 TCTTGTTTCC TTGGTGGGTT CGCCCACCAC TAGGACAAAC --ATAAACCT TTT-GTAATT GCAATCAGCG TCAGTAACAA A---TTAATA ATT-ACAACT
PT616 TCTTGTTTCC TTGGTGGGTT CGCCCACCAC TAGGACAAAC --ATAAACCT TTT-GTAATT GCAATCAGCG TCAGTAACAA A---TTAATA ATT-ACAACT
PT619 TCTTGTTTCC TGGGTGGGCT CGCCCGCCCT CAGGACCAAC C-ACAAACCT TTT-GCAATA GCAATCAGCG TCAGTAACAA CG---TAATT AATTACAACT
PT620 TCTTGTTTCC TTGGTGGGTT CGCCCACCAC TAGGACAAAC --ATAAACCT TTT-GTAATT GCAATCAGCG TCAGTAACAA A---TTAATA ATT-ACAACT
PT621 TCTTGTTTCC TTGGTGGGTT CGCCCACCAC TAGGACAAAC --ATAAACCT TTT-GTAATT GCAATCAGCG TCAGTAACAA A---TTAATA ATT-ACAACT
PT622 TCTTGTTTCC TTGGTGGGTT CGCCCACCAC TAGGACAAAC --ATAAACCT TTT-GTAATT GCAATCAGCG TCAGTAACAA A---TTAATA ATT-ACAACT
PT623 TCTTGTTTCC TGGGTGGGCT CGCCCGCCCT CAGGACCAAC C-ACAAACCT TTT-GCAATA GCAATCAGCG TCAGTAACAA CG---TAATT AATTACAACT
PT624 TCTTGTTTCC TTGGTGGGTT CGCCCACCAC TAGGACAAAC --ATAAACCT TTT-GTAATT GCAATCAGCG TCAGTAACAA A---TTAATA ATT-ACAACT
PT625 TCTTGTTTCC TGGGTGGGCT CGCCCGCCCT CAGGACCAAC C-ACAAACCT TTT-GCAATA GCAATCAGCG TCAGTAACAA CG---TAATT AATTACAACT
PT626 TCTTGTTTCC TGGGTGGGCT CGCCCGCCCT CAGGACCAAC C-ACAAACCT TTT-GCAATA GCAATCAGCG TCAGTAACAA CG---TAATT AATTACAACT
PT627 TCTTGTTTCC TTGGTGGGTT CGCCCACCAC TAGGACAAAC --ATAAACCT TTT-GTAATT GCAATCAGCG TCAGTAACAA A---TTAATA ATT-ACAACT
PT628 TCTTGTTTCC TTGGTGGGTT CGCCCACCAC TAGGACAAAC --ATAAACCT TTT-GTAATT GCAATCAGCG TCAGTAACAA ATT-ACAACT
AF347031 TCTTGTTTCC TTGGTGGGTT CGCCCACCAC TAGGACAAAC --ATAAACCT TTT-GTAATT GCAATCAGCG TCAGTAACAA A---TTAATA ATT-ACAACT
AF347032 TCTTGTTTCC TTGGTGGGTT CGCCCACCAC TAGGACAAAC --ATAAACCT TTT-GTAATT GCAATCAGCG TCAGTAACAA A---TTAATA ATT-ACAACT
AF347033 TCTTGTTTCC TTGGTGGGTT CGCCCACCAC TAGGACAAAC --ATAAACCT TTT-GTAATT GCAATCAGCG TCAGTAACAA A---TTAATA ATT-ACAACT
DQ323697 TCTTGTTTCC TGGGTGGGCT CGCCCGCCCT CAGGACCAAC C-ACAAACCT TTT-GCAATA GCAATCAGCG TCAGTAACAA CG---TAATT AATTACAACT
HQ647307 TCTTGTTTCC TTGGTGGGTT CGCCCACCAC TAGGACAAAC --ATAAACCT TTT-GTAATT GCAATCAGCG TCAGTAACAA A---TTAATA ATT-ACAACT
JF802118 TCTTGTTTCC TTGGTGGGTT CGCCCACCAC TAGGACAAAC --ATAAACCT TTT-GTAATT GCAATCAGCG TCAGTAACAA A---TTAATA ATT-ACAACT
KC584197 TCTTGTTTCC TTGGTGGGTT CGCCCACCAC TAGGACAAAC --ATAAACCT TTT-GTAATT GCAATCAGCG TCAGTAACAA A---TTAATA ATT-ACAACT
KC584217 TCTTGTTTCC TTGGTGGGCT CGCCCACCAC AAGGACCAAC CCATAAACCT TTTTGCAATG GCAATCAGCG TCAGTAACAA T---GTAATA ATTTACAACT
KC584239 TCTTGTTTCC TGGGCGGGTT CGCCCGCCAC CAGGACCAAA CCATAAACCT TTTTGTAATT GCAATCAGCG TCAGTAAACA AT--GTAATT ATT-ACAACT
KC584247 TCTTGTTTCC TTGGTGGGTT CGCCCACCA- TAGGACAAAC C-ATAAACCT TTT-GTAATT GCAATCAGCG TCAGTAAAAA AA--TTAATA ATT-ACAACT
KJ526175 TCTTGTTTCC TTGGTGGGTT CGCCCACCAC TAGGACAAAC --ATAAACCT TTT-GTAATT GCAATCAGCG TCAGTAACAA A---TTAATA ATT-ACAACT
KM977773 TCTTGTTTCC TTGGTGGGTT CGCCCACCA- TAGGACAAAC C-ATAAACCT TTT-GTAATT GCAATCAGCG TCAGTAAAAA AAA-TTAATA ATT-ACAACT
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KP638336
KP641146
KR912289
KR912317
KR912323
KT192298
KT280009
KU324787
KU375629
KU936229
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TGGGTGGGCT
TGGGTGGGCT

et
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TCTCTTGGTT
GATCTCTTGG
GATCTCTTGG
GATCTCTTGG
GATCTCTTGG
GATCTCTTGG
TCTTGGTTCT
GATCTCTTGG
GATCTCTTGG
GATCTCTTGG
GATCTCTTGG
GATCTCTTGG
GATCTCTTGG
GATCTCTTGG
GATCTCTTGG
GATCTCTTGG
GATCTCTTGG
GATCTCTTGG
GATCTCTTGG
GATCTCTTGG
GATCTCTTGG
GATCTCTTGG
GATCTCTTGG
GATCTCTTGG
GATCTCTTGG
GATCTCTTGG
GATCTCTTGG
GATCTCTTGG
GATCTCTTGG
GATCTCTTGG
GATCTCTTGG
GATCTCTTGG
GATCTCTTGG
GATCTCTTGG
GATCTCTTGG
GATCTCTTGG
GATCTCTTGG
GATCTCTTGG
GATCTCTTGG
GATCTCTTGG
GATCTCTTGG
GATCTCTTGG
GATCTCTTGG
GATCTCTTGG
GATCTCTTGG
GATCTCTTGG
GATCTCTTGG
GATCTCTTGG
GATCTCTTGG
GATCTCTTGG
GATCTCTTGG
GATCTCTTGG
GATCTCTTGG
GATCTCTTGG
GATCTCTTGG
GATCTCTTGG
GATCTCTTGG
GATCTCTTGG
GATCTCTTGG
GATCTCTTGG
GATCTCTTGG
GATCTCTTGG
GATCTCTTGG

Sy |
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CCTTTGGTAT
GCCCTTTGGT
GCCCTTTGGT
GCCCTTTGGT
GCCCTTTGGT
GCCCTTTGGT
TTTGGTATTC
GCCCTTTGGT
GCCCTTTGGT
GCCCTTTGGT
GCCCTTTGGT
GCCCTTTGGT
GCCCTTTGGT
GCCCTTTGGT
GCCCTTTGGT
GCCCTTTGGT
GCCCTTTGGT
GCCCTTTGGT
GCCCTTTGGT
GCCCTTTGGT
GCCCTTTGGT
GCCCTTTGGT
GCCCTTTGGT
GCCCTTTGGT
GCCCTTTGGT
GCCCTTTGGT
GCCCTTTGGT
GCCCTTTGGT
GCCCTTTGGT

CGCCCACCAC
CGCCCGCCCT
CGCCCACCAC
CGCeeaeeeT
CGCceaeeeT
CGCCCGCCAT
CGCCCACCAC
CGCCCACCAC
CGCceaeeeT
CGCCCACCAC
CGCCCACCAC
CGCCCACCAC
CGCCCACCAC
CGCCCACCAC
CGCCCACCAC
CGCCCACCAC
CGCCCACCAC
CGCCCACCAC
CGCCCACCAC
CGCCCACCAC
CGCceaeeeT
CGCeeaeeeT

225
CTGGCATCGA
TTCTGGCATC
TTCTGGCATC
TTCTGGCATC
TTCTGGCATC
TTCTGGCATC
GGCATCGATG
TTCTGGCATC
TTCTGGCATC
TTCTGGCATC
TTCTGGCATC
TTCTGGCATC
TTCTGGCATC
TTCTGGCATC
TTCTGGCATC
TTCTGGCATC
TTCTGGCATC
TTCTGGCATC
TTCTGGCATC
TTCTGGCATC
TTCTGGCATC
TTCTGGCATC
TTCTGGCATC
TTCTGGCATC
TTCTGGCATC
TTCTGGCATC
TTCTGGCATC
TTCTGGCATC
TTCTGGCATC
TTCTGGCATC
TTCTGGCATC
TTCTGGCATC
TTCTGGCATC
TTCTGGCATC
TTCTGGCATC
TTCTGGCATC
TTCTGGCATC
TTCTGGCATC
TTCTGGCATC
TTCTGGCATC
TTCTGGCATC
TTCTGGCATC
TTCTGGCATC
TTCTGGCATC
TTCTGGCATC
TTCTGGCATC
TTCTGGCATC
TTCTGGCATC
TTCTGGCATC
TTCTGGCATC
TTCTGGCATC
TTCTGGCATC
TTCTGGCATC
TTCTGGCATC
TTCTGGCATC
TTCTGGCATC
TTCTGGCATC
TTCTGGCATC
TTCTGGCATC
TTCTGGCATC
TTCTGGCATC
TTCTGGCATC
TTCTGGCATC

325
TCCRAAGGGC
ATTCCAAAGG
ATTCCAAAGG
ATTCCAAAGG
ATTCCAAAGG
ATTCCAAAGG
CAAAGGGCAT
ATTCCAAAGG
ATTCCAAAGG
ATTCCAAAGG
ATTCCAAAGG
ATTCCAAAGG
ATTCCAAAGG
ATTCCAAAGG
ATTCCAAAGG
ATTCCAAAGG
ATTCCAAAGG
ATTCCAAAGG
ATTCCAAAGG
ATTCCAAAGG
ATTCCAAAGG
ATTCCAAAGG
ATTCCAAAGG
ATTCCAAAGG
ATTCCAAAGG
ATTCCAAAGG
ATTCCAAAGG
ATTCCAAAGG
ATTCCAAAGG

TAGGACAAAC
CAGGACCAAC
TAGGACAAAC
CAGGACCAAC
CAGGACCAAC
CAGGACCAAC
TAGGACAAAC
TAGGACAAAC
CAGGACCAAC
TAGGACAAAC
TAGGACAAAC
TAGGACARAC
TAGGACAAAC
TAGGACARAC
TAGGACAAAC
TAGGACAAAC
TAGGACAAAC
TAGGACAAAC
TAGGACAAAC
TAGGACAAAC
CAGGACCAAC
CAGGACCAAC
RN I |
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TGAAGAACGC
GATGAAGAAC
GATGAAGAAC
GATGAAGAAC
GATGAAGAAC
GATGAAGAAC
AAGAACGCAG
GATGAACAAC
GATGAAGAAC
GATGAAGAAC
GATGAAGAAC
GATGAAGAAC
GATGAAGAAC
GATGAAGAAC
GATGAAGAAC
GATGAAGAAC
GATGAAGAAC
GATGAAGAAC
GATGAAGAAC
GATGAAGAAC
GATGAAGAAC
GATGAAGAAC
GATGAAGAAC
GATGAAGAAC
GATGAAGAAC
GATGAAGAAC
GATGAAGAAC
GATGAAGAAC
GATGAAGAAC
GATGAAGAAC
GATGAAGAAC
GATGAAGAAC
GATGAAGAAC
GATGAAGAAC
GATGAAGAAC
GATGAAGAAC
GATGAAGAAC
GATGAAGAAC
GATGAAGAAC
GATGAAGAAC
GATGAAGAAC
GATGAAGAAC
GATGAAGAAC
GATGAAGAAC
GATGAAGAAC
GATGAAGAAC
GATGAAGAAC
GATGAAGAAC
GATGAAGAAC
GATGAAGAAC
GATGAAGAAC
GATGAAGAAC
GATGAAGAAC
GATGAAGAAC
GATGAAGAAC
GATGAAGAAC
GATGAAGAAC
GATGAAGAAC
GATGAAGAAC
GATGAAGAAC
GATGAAGAAC
GATGAAGAAC
GATGAAGAAC

celeeaad
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ATGCCTGTTC
GCATGCCTGT
GCATGCCTGT
GCATGCCTGT
GCATGCCTGT
GCATGCCTGT
GCCTGTTCGA
GCATGCCTGT
GCATGCCTGT
GCATGCCTGT
GCATGCCTGT
GCATGCCTGT
GCATGCCTGT
GCATGCCTGT
GCATGCCTGT
GCATGCCTGT
GCATGCCTGT
GCATGCCTGT
GCATGCCTGT
GCATGCCTGT
GCATGCCTGT
GCATGCCTGT
GCATGCCTGT
GCATGCCTGT
GCATGCCTGT
GCATGCCTGT
GCATGCCTGT
GCATGCCTGT
GCATGCCTGT

—--ATAAACCT
C-ACARAACCT
--ATAAACCT
C-ACAAACCT
C-ACAAACCT
C-ATAAACCT
—--ATAAACCT
--ATAAACCT
C-ACAAACCT
—--ATAAACCT
--ATAAACCT
—--ATAAACCT
--ATAAACCT
—--ATAAACCT
—--ATAAACCT
--ATAAACCT
—--ATAAACCT
--ATAAACCT
—--ATAAACCT
—--ATAAACCT
C-ACARACCT
C-ACAAACCT

245
AGCGAAATGC
GCAGCGARAT
GCAGCGARAT
GCAGCGARAT
GCAGCGARAT
GCAGCGARAT
CGAAATGCGA
GCAGCGARAT
GCAGCGARAT
GCAGCGARAT
GCAGCGARAT
GCAGCGARAT
GCAGCGARAT
GCAGCGARAT
GCAGCGARAT
GCAGCGARAT
GCAGCGARAT
GCAGCGARAT
GCAGCGARAT
GCAGCGARAT
GCAGCGAARAT
GCAGCGARAT
GCAGCGARAT
GCAGCGARAT
GCAGCGARAT
GCAGCGARAT
GCAGCGARAT
GCAGCGARAT
GCAGCGARAT
GCAGCGARAT
GCAGCGARAT
GCAGCGARAT
GCAGCGARAT
GCAGCGARAT
GCAGCGARAT
GCAGCGARAT
GCAGCGARAT
GCAGCGARAT
GCAGCGARAT
GCAGCGARAT
GCAGCGARAT
GCAGCGARAT
GCAGCGARAT
GCAGCGARAT
GCAGCGARAT
GCAGCGARAT
GCAGCGARAT
GCAGCGARAT
GCAGCGARAT
GCAGCGARAT
GCAGCGARAT
GCAGCGARAT
GCAGCGARAT
GCAGCGARAT
GCAGCGARAT
GCAGCGARAT
GCAGCGARAT
GCAGCGARAT
GCAGCGARAT
GCAGCGARAT
GCAGCGARAT
GCAGCGARAT
GCAGCGARAT

345
GAGCGTCATT
TCGAGCGTCA
TCGAGCGTCA
TCGAGCGTCA
TCGAGCGTCA
TCGAGCGTCA
GCGTCATTTG
TCGAGCGTCA
TCGAGCGTCA
TCGAGCGTCA
TCGAGCGTCA
TCGAGCGTCA
TCGAGCGTCA
TCGAGCGTCA
TCGAGCGTCA
TCGAGCGTCA
TCGAGCGTCA
TCGAGCGTCA
TCGAGCGTCA
TCGAGCGTCA
TCGAGCGTCA
TCGAGCGTCA
TCGAGCGTCA
TCGAGCGTCA
TCGAGCGTCA
TCGAGCGTCA
TCGAGCGTCA
TCGAGCGTCA
TCGAGCGTCA

TTT-GTAATT
TTT-GCAATA
TTT-GTAATT
TTT-GCAATA
TTT-GCAATA
TTTTGTAATA
TTT-GTAATT
TTT-GTAATT
TTT-GCAATA
TTT-GTAATT
TTT-GTAATT
TTT-GTAATT
TTT-GTAATT
TTT-GTAATT
TTT-GTAATT
TTT-GTAATT
TTT-GTAATT
TTT-GTAATT
TTT-GTAATT
TTT-GTAATT
TTT-GCAATA
TTT-GCAATA

Sl
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GATAAGTAGT
GCGATAAGTA
GCGATAAGTA
GCGATAAGTA
GCGATACGTA
GCGATAAGTA
TAAGTAGTGT
GCGATAAGTA
GCGATAAGTA
GCGATACGTA
GCGATAAGTA
GCGATACGTA
GCGATAAGTA
GCGATAAGTA
GCGATACGTA
GCGATAAGTA
GCGATAAGTA
GCGATAAGTA
GCGATAAGTA
GCGATACGTA
GCGATAAGTA
GCGATAAGTA
GCGATAAGTA
GCGATACGTA
GCGATAAGTA
GCGATACGTA
GCGATACGTA
GCGATAAGTA
GCGATAAGTA
GCGATAAGTA
GCGATAAGTA
GCGATAAGTA
GCGATACGTA
GCGATAAGTA
GCGATAAGTA
GCGATAAGTA
GCGATAAGTA
GCGATACGTA
GCGATAAGTA
GCGATAAGTA
GCGATAAGTA
GCGATAAGTA
GCGATACGTA
GCGATAAGTA
GCGATACGTA
GCGATACGTA
GCGATACGTA
GCGATAAGTA
GCGATAAGTA
GCGATACGTA
GCGATAAGTA
GCGATAAGTA
GCGATAAGTA
GCGATAAGTA
GCGATAAGTA
GCGATAAGTA
GCGATAAGTA
GCGATAAGTA
GCGATAAGTA
GCGATAAGTA
GCGATAAGTA
GCGATACGTA
GCGATACGTA

el
355
TGTACCCTCA
TTTGTACCCT
TTTGTACCCT
TTTGTACCCT
TTTGTACCCT
TTTGTACCCT
TACCCTCARAG
TTTGTACCCT
TTTGTACCCT
TTTGTACCCT
TTTGTACCCT
TTTGTACCCT
TTTGTACCCT
TTTGTACCCT
TTTGTACCCT
TTTGTACCCT
TTTGTACCCT
TTTGTACCCT
TTTGTACCCT
TTTGTACCCT
TTTGTACCCT
TTTGTACCCT
TTTGTACCCT
TTTGTACCCT
TTTGTACCCT
TTTGTACCCT
TTTGTACCCT
TTTGTACCCT
TTTGTACCCT

78

GCRATCAGCG
GCAATCAGCG
GCAATCAGCG
GCAATCAGCG
GCAATCAGCG
GCAATCAGCG
GCAATCAGCG
GCAATCAGCG
GCAATCAGCG
GCAATCAGCG
GCAATCAGCG
GCAATCAGCG
GCAATCAGCG
GCAATCAGCG
GCAATCAGCG
GCAATCAGCG
GCAATCAGCG
GCAATCAGCG
GCAATCAGCG
GCAATCAGCG
GCAATCAGCG
GCAATCAGCG

265
GTGAATTGCA
GTGTGAATTG
GTGTGRATTG
GTGTGAATTG
GTGTGAATTG
GTGTGRATTG
GAATTGCAGA
GTGTGARATTG
GTGTGAATTG
GTGTGAATTG
GTGTGRATTG
GTGTGAATTG
GTGTGARATTG
GTGTGAATTG
GTGTGAATTG
GTGTGRATTG
GTGTGAATTG
GTGTGARATTG
GTGTGAATTG
GTGTGAATTG
GTGTGAATTG
GTGTGAATTG
GTGTGAATTG
GTGTGAATTG
GTGTGAATTG
GTGTGARATTG
GTGTGAATTG
GTGTGARATTG
GTGTGAATTG
GTGTGAATTG
GTGTGARATTG
GTGTGAATTG
GTGTGARATTG
GTGTGAATTG
GTGTGAATTG
GTGTGRATTG
GTGTGAATTG
GTGTGRATTG
GTGTGAATTG
GTGTGAATTG
GTGTGRATTG
GTGTGAATTG
GTGTGARATTG
GTGTGAATTG
GTGTGAATTG
GTGTGRATTG
GTGTGAATTG
GTGTGRATTG
GTGTGAATTG
GTGTGAATTG
GTGTGAATTG
GTGTGAATTG
GTGTGAATTG
GTGTGAATTG
GTGTGAATTG
GTGTGRATTG
GTGTGAATTG
GTGTGRATTG
GTGTGAATTG
GTGTGAATTG
GTGTGRATTG
GTGTGAATTG
GTGTGRATTG

365
AGCTTTGCTT

TCAGTAACAA
TCAGTAACAA
TCAGTAACAA
TCAGTAATAA
TCAGTAACAA
TCAGTAACAA
TCAGTAACAA
TCAGTAACAA
TCAGTAACAA
TCAGTAACAA
TCAGTAACAA
TCAGTAACAA
TCAGTAACAA
TCAGTAACAA
TCAGTAACAA
TCAGTAACAA
TCAGTAACAA
TCAGTAACAA
TCAGTAACAA
TCAGTAACAA
TCAGTAACAA
TCAGTAACAA

RN I |
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GAATTCAGTG
CAGAATTCAG
CAGAATTCAG
CAGAATTCAG
CAGAATTCAG
CAGAATTCAG
ATTCAGTGAA
CATAATTCAG
CAGAATTCAG
CAGAATTCAG
CAGAATTCAG
CAGAATTCAG
CAGAATTCAG
CAGAATTCAG
CAGAATTCAG
CAGAATTCAG
CAGAATTCAG
CAGAATTCAG
CAGAATTCAG
CAGAATTCAG
CAGAATTCAG
CAGAATTCAG
CAGAATTCAG
CAGAATTCAG
CAGAATTCAG
CAGAATTCAG
CAGAATTCAG
CAGAATTCAG
CAGAATTCAG
CAGAATTCAG
CAGAATTCAG
CAGAATTCAG
CAGAATTCAG
CAGAATTCAG
CAGAATTCAG
CAGAATTCAG
CAGAATTCAG
CAGAATTCAG
CAGAATTCAG
CAGAATTCAG
CAGAATTCAG
CAGAATTCAG
CAGAATTCAG
CAGAATTCAG
CAGAATTCAG
CAGAATTCAG
CAGAATTCAG
CAGAATTCAG
CAGAATTCAG
CAGAATTCAG
CAGAATTCAG
CAGAATTCAG
CAGAATTCAG
CAGAATTCAG
CAGAATTCAG
CAGAATTCAG
CAGAATTCAG
CAGAATTCAG
CAGAATTCAG
CAGAATTCAG
CAGAATTCAG
CAGAATTCAG
CAGAATTCAG

Sy |
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GGTGTTGGGC

A---TTAATA
CG---TAATT
A---TTAATA
CG---TAATT
CG---TAATT
CG---TAATT
A---TTAATA
A---TTAATA
CG---TAATT

A---TTAATA
A---TTAATA

A---TTAATA
A---TTAATA
A---TTAATA
A---TTAATA

CG---TAATT
CG---TAATT

285

AATCATCGAA
TGAATCATCG
TGAATCATCG
TGAATCATCG
TGAATCATCG
TGAATCATCG
TCATCGAATC
TGAATCATCG
TGAATCATCG
TGAATCATCG
TGAATCATCG
TGAATCATCG
TGAATCATCG
TGAATCATCG
TGAATCATCG
TGAATCATCG
TGAATCATCG
TGAATCATCG
TGAATCATCG
TGAATCATCG
TGAATCATCG
TGAATCATCG
TGAATCATCG
TGAATCATCG
TGAATCATCG
TGAATCATCG
TGAATCATCG
TGAATCATCG
TGAATCATCG
TGAATCATCG
TGARATCATCG
TGAATCATCG
TGAATCATCG
TGAATCATCG
TGAATCATCG
TGAATCATCG
TGAATCATCG
TGAATCATCG
TGAATCATCG
TGAATCATCG
TGAATCATCG
TGAATCATCG
TGAATCATCG
TGAATCATCG
TGAATCATCG
TGAATCATCG
TGAATCATCG
TGAATCATCG
TGAATCATCG
TGAATCATCG
TGAATCATCG
TGAATCATCG
TGAATCATCG
TGAATCATCG
TGAATCATCG
TGAATCATCG
TGAATCATCG
TGAATCATCG
TGAATCATCG
TGAATCATCG
TGAATCATCG
TGAATCATCG
TGAATCATCG

385
GTCTT--GTC

CAAGCTTTGC
CAAGCTTTGC

TTGGTGTTG
TTGGTGTTGG

CGTCTT--G
GCGTCTT--G

CAAGCTTTGC
CAAGCTTTGC
CAAGCTTTGC
CTTTGCTTGG
CAAGCTTTGC

TTGGTGTTG

TTGGTGTTGG
TTGGTGTTGG
TGTTGGGCGT
GTGGTGTTGG

CGTCTT--G
GCGTCTTTTG
GCGTICTT--G
CTT--GTCTC
GCGTCGT--G

CAAGCTTTGC
CAAGCTTTGC
CAAGCTTTGC
CAAGCTTTGC
CAAGCTTTGC
CAAGCTTTGC
CAAGCTTTGC
CAAGCTTTGC

TTGGTGTTG

TTGGTGTTGG
TTGGTGTTGG
TTGGTGTTGG
TTGGTGTTGG
TTGGTGTTGG
TTGGTGTTGG
TTGGTGTTGG

CGTCTT--G
GCGTCTTTTG
GCGTCTT--G
GCGTCTTTTG
GCGTCTT--G
GCGTCTT--G
GCGTCTTTTG
GCGTICTT--G

CAAGCTTTGC
CAAGCTTTGC

TTGGTGTTG
TTGGTGTTGG

CGTCTT
GCGTICTT--G

@

CAAGCTTTGC
CAAGCTTTGC
CAAGCTTTGC
CAAGCTTTGC
CAAGCTTTGC

TTGGTGTTG

TTGGTGTTGG
TTGGTGTTGG
TTGGTGTTGG
TTGGTGTTGG

CGTCTT--G
GCGTCTTTTG
GCGTCTT--G
GCGTCTT--G
GCGTCTT--G

CAAGCTTTGC
CAAGCTTTGC
CAAGCTTTGC

TTGGTGTTG
TTGGTGTTGG
TTGGTGTTGG

CGTCTTTTG
GCGTCTT--G
GCGTCTTTTG

CAAGCTTTGC
CAAGCTTTGC

TTGGTGTTG
TTGGTGTTGG

CGTCTTTTG
GCGTCTT--G

CAAGCTTTGC

TTGGTGTTG

CGTCTT--G

ATT-ACAACT
AATTACAACT
ATT-ACAACT
AATTACAACT
AATTACAACT
AATTACAACT
ATT-ACAACT
ATT-ACAACT
AATTACAACT
ATT-ACAACT
ATT-ACAACT
ATT-ACAACT
ATT-ACAACT
ATT-ACAACT
ATT-ACAACT
ATT-ACAACT
ATT-ACAACT
ATT-ACAACT
ATT-ACAACT
ATT-ACAACT
AATTACAACT
AATTACAACT
RN |
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TCTTTGAACG
AATCTTTGAA
ARTCTTTGAA
AATCTTTGAA
AATCTTTGAA
ARTCTTTGAA
TTTGAACGCA
AATCTTTGAA
AATCTTTGAA
AATCTTTGAA
AATCTTTGAA
AATCTTTGAA
AATCTTTGAA
AATCTTTGAA
AATCTTTGAA
AATCTTTGAA
AATCTTTGAA
AATCTTTGAA
AATCTTTGAA
AATCTTTGAA
AATCTTTGAA
AATCTTTGAA
AATCTTTGAA
AATCTTTGAA
AATCTTTGAA
AATCTTTGAA
AATCTTTGAA
AATCTTTGAA
AATCTTTGAA
AATCTTTGAA
AATCTTTGAA
AATCTTTGAA
AATCTTTGAA
AATCTTTGAA
AATCTTTGAA
AATCTTTGAA
AATCTTTGAA
AATCTTTGAA
AATCTTTGAA
AATCTTTGAA
AATCTTTGAA
AATCTTTGAA
AATCTTTGAA
AATCTTTGAA
AATCTTTGAA
AATCTTTGAA
AATCTTTGAA
AATCTTTGAA
AATCTTTGAA
AATCTTTGAA
AATCTTTGAA
AATCTTTGAA
AATCTTTGAA
AATCTTTGAA
AATCTTTGAA
AATCTTTGAA
AATCTTTGAA
AATCTTTGAA
AATCTTTGAA
AATCTTTGAA
AATCTTTGAA
AATCTTTGAA
AATCTTTGAA

celeeaad
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TCTAGCTTTG
TCTCTAGCTT
TCTCTAGCTT
TCTCTAGCTT
TCTCCAG-TT
TCTCTAGCTT
TAGCTTTGCT
TCTCTAGCTT
TCTCTAGCTT
TCTCCAG-CT
TCTCCAG-TT
TCTCCAG-TT
TCTCTAGCTT
TCTCTAGCTT
TCTCCAG-TT
TCTCTAGCTT
TCTCTAGCTT
TCTCTAGCTT
TCTCTAGCTT
TCTCCAG-TT
TCTCTAGCTT
TCTCTAGCTT
TCTCTAGCTT
TCTCCAG-TT
TCTCTAGCTT
TCTCCAG-TT
TCTCTAG-TT
TCTCTAGCTT
TCTCTAGCTT



AF347031
AF347032
AF347033
DQ323697
HQ647307
JF802118
KC584197
KC584217
KC584239
KC584247
KJ526175
KM977773
KP638336
KP641146
KR912289
KR912317
KR912323
KT192298
KT280009
KU324787
KU375629
KU936229
KX073997
KX179485
KX768145
KX783408
KY419541
MF102104
MF435161
MG282916
MG596645
MG711600
MG736194
Y17066

PT574
PT575
PT579
PT580
PT583
PT585
PT587
PT589
PT600
PT601
PT602
PT603
PT604
PT605
PT606
PT611
PT612
PT615
PT616
PT619
PT620
PT621
PT622
PT623
PT624
PT625
PT626
PT627
PT628
AF347031
AF347032
AF347033
DQ323697
HQ647307
JF802118
KC584197
KC584217
KC584239
KC584247
KJ526175
KM977773
KP638336
KP641146
KR912289
KR912317
KR912323
KT192298
KT280009
KU324787
KU375629
KU936229
KX073997
KX179485
KX768145
KX783408
KY419541
MF102104
MF435161
MG282916
MG596645
MG711600
MG736194
Y17066

PT574
PT575
PT579
PT580
PT583
PT585
PT587
PT589
PT600
PT601
PT602
PT603
PT604
PT605
PT606
PT611
PT612
PT615
PT616
PT619

CGCACATTGC
CGCACATTGC
CGCACATTGC
CGCACATTGC
CGCACATTGC
CGCACATTGC
CGCACATTGC
CGCACATTGC
CGCACATTGC
CGCACATTGC
CGCACATTGC
CGCACATTGC
CGCACATTGC
CGCACATTGC
CGCACATTGC
CGCACATTGC
CGCACATTGC
CGCACATTGC
CGCACATTGC
CGCACATTGC
CGCACATTGC
CGCACATTGC
CGCACATTGC
CGCACATTGC
CGCACATTGC
CGCACATTGC
CGCACATTGC
CGCACATTGC
CGCACATTGC
CGCACATTGC
CGCACATTGC
CGCACATTGC
CGCACATTGC
CGCACATTGC

405
CTGGAGACTC
TGCTGGAGAC
TGCTGGAGAC
TGCTGGAGAC
CGCTGGAGAC
TGCTGGAGAC
GGAGACTCGC
TGCTGGAGAC
TGCTGGAGAC
CGCTGGAGAC
CGCTGGAGAC
CGCTGGAGAC
TGCTGGAGAC
TGCTGGAGAC
CGCTGGAGAC
TGCTGGAGAC
TGCTGGAGAC
TGCTGGAGAC
TGCTGGAGAC
CGCTGGAGAC
TGCTGGAGAC
TGCTGGAGAC
TGCTGGAGAC
CGCTGGAGAC
TGCTGGAGAC
CGCTGGAGAC
CGCTGGAGAC
TGCTGGAGAC
TGCTGGAGAC
TGCTGGAGAC
TGCTGGAGAC
TGCTGGAGAC
CGCTGGAGAC
TGCTGGAGAC
TGCTGGAGAC
TGCTGGAGAC
TGCGGGAGAC
CTCACGAGAC
CGCTGGAGAC
TGCTGGAGAC
CGCTGGAGAC
TGCTGGAGAC
CGCTGGAGAC
TGCTGGAGAC
CGCTGGAGAC
CGCTGGAGAC
CGCTGGAGAC
TGCTGGAGAC
TGCTGGAGAC
CGCTGGAGAC
TGCTGGAGAC
TGCTGGAGAC
TGCTGGAGAC
TGCTGGAGAC
TGCTGGAGAC
TGCTGGAGAC
TGCTGGAGAC
TGCTGGAGAC
TGCTGGAGAC
TGCTGGAGAC
TGCTGGAGAC
CGCTGGAGAC
CGCTGGAGAC

|
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AGCCTT--TT
TAAGCCTT--
TAAGCCTT!

TAAGCCTT--
CAAGCCTT--
TAAGCCTT--
CCTT--TTTT
TAAGCCTT--
TAAGCCTT--
CAAGCCTT--

TAAGCCTT--
CAAGCCTT--

TAAGCCTT--
CAAGCCTT--

GCCCTTTGGT
GCCCTTTGGT
GCCCTTTGGT
GCCCTTTGGT
GCCCTTTGGT
GCCCTTTGGT
GCCCTTTGGT
GCCCTTTGGT
GCCCTTTGGT
GCCCTTTGGT
GCCCTTTGGT
GCCCTTTGGT
GCCCTTTGGT
GCCCTTTGGT
GCCCTTTGGT
GCCCTTTGGT
GCCCTTTGGT
GCCCTTTGGT
GCCCTTTGGT
GCCCTTTGGT
GCCCTTTGGT
GCCCTTTGGT
GCCCTTTGGT
GCCCTTTGGT
GCCCTTTGGT
GCCCTTTGGT
GCCCTTTGGT
GCCCTTTGGT
GCCCTTTGGT
GCCCTTTGGT
GCCCTTTGGT
GCCCTTTGGT
GCCCTTTGGT
GCCCTTTGGT

Er |
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GCCTTAAAGT
TCGCCTTAARA
TCGCCTTAARA
TCGCCTTAAA
TCGCCTTAARA
TCGCCTTAAA
CTTAAAGTAA
TCGCCTTAARA
TCGCCTTAAA
TCGCCTTAARA
TCGCCTTAAA
TCGCCTTAARA
TCGCCTTAARA
TCGCCTTAAA
TCGCCTTAAA
TCGCCTTAAA
TCGCCTTAAA
TCGCCTTAARA
TCGCCTTAAA
TCGCCTTAARA
TCGCCTTAAA
TCGCCTTAARA
TCGCCTTAARA
TCGCCTTAAA
TCGCCTTAARA
TCGCCTTAAA
TCGCCTTAARA
TCGCCTTAARA
TCGCCTTAAA
TCGCCTTAARA
TCGCCTTAAA
TCGCCTTAARA
TCGCCTTAARA
TCGCCTTAAA
TCGCCTTAARA
TCGCCTTAAA
TCGCCTTAARA
TCGCCTTAARA
TCGCCTTAAA
TCGCCTTAARA
TCGCCTTAAA
TCGCCTTAARA
TCGCCTTAAA
TCGCCTTAAA
TCGCCTTAAA
TCGCCTTAAA
TCGCCTTAAA
TCGCCTTAARA
TCGCCTTAAA
TCGCCTTAARA
TCGCCTTAAA
TCGCCTTAARA
TCGCCTTAARA
TCGCCTTAAA
TCGCCTTAARA
TCGCCTTAAA
TCGCCTTAARA
TCGCCTTAARA
TCGCCTTAAA
TCGCCTTAARA
TCGCCTTAAA
TCGCCTTAARA
TCGCCTTAARA

el

515
TTT--CAACT
TTTTT--CAA

TTTTT--CAA
TTTT---CAA
T--CAACTTT
TTTTT--CAA
TTTTT--CAA

TTTTT--CAA
TTTTT--CAA
TTTTT--CAA

TTTTT--CAA
TTTTT--CAA

ATTCCAAAGG
ATTCCAAAGG
ATTCCAAAGG
ATTCCARAGG
ATTCCAAAGG
ATTCCAAAGG
ATTCCAAAGG
ATTCCAAAGG
ATTCCAAAGG
ATTCCAAAGG
ATTCCAAAGG
ATTCCAAAGG
ATTCCAAAGG
ATTCCAAAGG
ATTCCAAAGG
ATTCCAAAGG
ATTCCAAAGG
ATTCCAAAGG
ATTCCAAAGG
ATTCCAAAGG
ATTCCAAAGG
ATTCCAAAGG
ATTCCAAAGG
ATTCCAAAGG
ATTCCAAAGG
ATTCCAAAGG
ATTCCAAAGG
ATTCCAAAGG
ATTCCAAAGG
ATTCCAAAGG
ATTCCAAAGG
ATTCCARAGG
ATTCCAAAGG
ATTCCAAAGG
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AATTGGCAGC
GTAATTGGCA
GTAATTGGCA
GTRATTGGCA
GTCATTGGCA
GTRATTGGCA
TTGGCAGCCG
GTAATTGGCA
GTRATTGGCA
GTCATTGGCA
GTRATTGGCA
GTCATTGGCA
GTAATTGGCA
GTRATTGGCA
GTCATTGGCA
GTRATTGGCA
GTAATTGGCA
GTAATTGGCA
GTAATTGGCA
GTCATTGGCA
GTAATTGGCA
GTAATTGGCA
GTAATTGGCA
GTCATTGGCA
GTAATTGGCA
GTCATTGGCA
GTCATTGGCA
GTAATTGGCA
GTAATTGGCA
GTAATTGGCA
GTAATTGGCA
GTAATTGGCA
GTCATTGGCA
GTRATTGGCA
GTAATTGGCA
GTRATTGGCA
GTCATTGGCA
ATGATTGGCA
GTRATTGGCA
GTAATTGGCA
GTRATTGGCA
GTAATTGGCA
GTCATTGGCA
GTRATTGGCA
GTCATTGGCA
GTCATTGGCA
GTCATTGGCA
GTAATTGGCA
GTAATTGGCA
GTCATTGGCA
GTAATTGGCA
GTAATTGGCA
GTAATTGGCA
GTAATTGGCA
GTAATTGGCA
GTAATTGGCA
GTAATTGGCA
GTAATTGGCA
GTAATTGGCA
GTAATTGGCA
GTAATTGGCA
GTCATTGGCA
GTCATTGGCA
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TTTGACCTCG
CTTTTGACCT
CTTTTGACCT
CTTTTGACCT
CCTTTGACCT
CTTTTGACCT
TGACCTCGGA
CTTTTGACCT
CTTTTGACCT
CCTTTGACCT
CTTTTGACCT
CCTTTGACCT
CTTTTGACCT
CTTTTGACCT
CCTTTGACCT
CTTTTGACCT
CTTTTGACCT
CTTTTGACCT
CTTTTGACCT
CCTTTGACCT

GCATGCCTGT
GCATGCCTGT
GCATGCCTGT
GCATGCCTGT
GCATGCCTGT
GCATGCCTGT
GCATGCCTGT
GCATGCCTGT
GCATGCCTGT
GCATGCCTGT
GCATGCCTGT
GCATGCCTGT
GCATGCCTGT
GCATGCCTGT
GCATGCCTGT
GCATGCCTGT
GCATGCCTGT
GCATGCCTGT
GCATGCCTGT
GCATGCCTGT
GCATGCCTGT
GCATGCCTGT
GCATGCCTGT
GCATGCCTGT
GCATGCCTGT
GCATGCCTGT
GCATGCCTGT
GCATGCCTGT
GCATGCCTGT
GCATGCCTGT
GCATGCCTGT
GCATGCCTGT
GCATGCCTGT
GCATGCCTGT

B |
435
CGGCCTACTG
GCCGGCCTAC
GCCGGCCTAC
GCCGGCCTAC
GCCGGCCTAC
GCCGGCCTAC
GCCTACTGGT
GCCGGCCTAC
GCCGGCCTAC
GCCGGCCTAC
GCCGGCCTAC
GCCGGCCTAC
GCCGGCCTAC
GCCGGCCTAC
GCCGGCCTAC
GCCGGCCTAC
GCCGGCCTAC
GCCGGCCTAC
GCCGGCCTAC
GCCGGCCTAC
GCCGGCCTAC
GCCGGCCTAC
GCCGGCCTAC
GCCGGCCTAC
GCCGGCCTAC
GCCGGCCTAC
GCCGGCCTAC
GCCGGCCTAC
GCCGGCCTAC
GCCGGCCTAC
GCCGGCCTAC
GCCGGCCTAC
GCCGGCCTAC
GCCGGCCTAC
GCCGGCCTAC
GCCGGCCTAC
GCCGGCCTAC
GCCGACCTAC
GCCGGCCTAC
GCCGGCCTAC
GCCGGCCTAC
GCCGGCCTAC
GCCGGCCTAC
GCCGGCCTAC
GCCGGCCTAC
GCCGGCCTAC
GCCGGCCTAC
GCCGGCCTAC
GCCGGCCTAC
GCCGGCCTAC
GCCGGCCTAC
GCCGGCCTAC
GCCGGCCTAC
GCCGGCCTAC
GCCGGCCTAC
GCCGGCCTAC
GCCGGCCTAC
GCCGGCCTAC
GCCGGCCTAC
GCCGGCCTAC
GCCGGCCTAC
GCCGGCCTAC
GCCGGCCTAC

GATCAGGTAG
CGGATCAGGT
CGGATCAGGT
CGGATCAGGT
CGGATCAGGT
CGGATCAGGT
TCAGGTAGGG
CCGATCAGGT
CGGATCAGGT
CGGATCAGGT
CGGATCAGGT
CGGATCAGGT
CGGATCAGGT
CGGATCAGGT
CGGATCAGGT
CGGATCAGGT
CGGATCAGGT
CGGATCAGGT
CGGATCAGGT
CGGATCAGGT

TCGAGCGTCA
TCGAGCGTCA
TCGAGCGTCA
TCGAGCGTCA
TCGAGCGTCA
TCGAGCGTCA
TCGAGCGTCA
TCGAGCGTCA
TCGAGCGTCA
TCGAGCGTCA
TCGAGCGTCA
TCGAGCGTCA
TCGAGCGTCA
TCGAGCGTCA
TCGAGCGTCA
TCGAGCGTCA
TCGAGCGTCA
TCGAGCGTCA
TCGAGCGTCA
TCGAGCGTCA
TCGAGCGTCA
TCGAGCGTCA
TCGAGCGTCA
TCGAGCGTCA
TCGAGCGTCA
TCGAGCGTCA
TCGAGCGTCA
TCGAGCGTCA
TCGAGCGTCA
TCGAGCGTCA
TCGAGCGTCA
TCGAGCGTCA
TCGAGCGTCA
TCGAGCGTCA
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GTTTCGGAGC
TGGTTTCGGA
TGGTTTCGGA
TGGTTTCGGA
TGGTTTCGGA
TGGTTTCGGA
TTCGGAGCGC
TGGTTTCGGA
TGGTTTCGGA
TGGTTTCGGA
TGGTTTCGGA
TGGTTTCGGA
TGGTTTCGGA
TGGTTTCGGA
TGGTTTCGGA
TGGTTTCGGA
TGGTTTCGGA
TGGTTTCGGA
TGGTTTCGGA
TGGTTTCGGA
TGGTTTCGGA
TGGTTTCGGA
TGGTTTCGGA
TGGTTTCGGA
TGGTTTCGGA
TGGTTTCGGA
TGGTTTCGGA
TGGTTTCGGA
TGGTTTCGGA
TGGTTTCGGA
TGGTTTCGGA
TGGTTTCGGA
TGGTTTCGGA
TGGTTTCGGA
TGGTTTCGGA
TGGTTTCGGA
TGGTTTCGGA
TGGTTTCGGA
TGGTTTCGGA
TGGTTTCGGA
TGGTTTCGGA
TGGTTTCGGA
TGGTTTCGGA
TGGTTTCGGA
TGGTTTCGGA
TGGTTTCGGA
TGGTTTCGGA
TGGTTTCGGA
TGGTTTCGGA
TGGTTTCGGA
TGGTTTCGGA
TGGTTTCGGA
TGGTTTCGGA
TGGTTTCGGA
TGGTTTCGGA
TGGTTTCGGA
TGGTTTCGGA
TGGTTTCGGA
TGGTTTCGGA
TGGTTTCGGA
TGGTTTCGGA
TGGTTTCGGA
TGGTTTCGGA

GGATACCCGC
AGGGATACCC
AGGGATACCC
AGGGATACCC
AGGGATACCC
AGGGATACCC
ATACCCGCTG
AGGGATACCC
AGGGATACCC
AGGGATACCC
AGGGATACCC
AGGGATACCC
AGGGATACCC
AGGGATACCC
AGGGATACCC
AGGGATACCC
AGGGATACCC
AGGGATACCC
AGGGATACCC
AGGGATACCC

TTTGTACCCT
TTTGTACCCT
TTTGTACCCT
TTTGTACCCT
TTTGTACCCT
TTTGTACCCT
TTTGTACCCT
TTTGTACCCT
TTTGTACCCT
TTTGTACCCT
TTTGTACCCT
TTTGTACCCT
TTTGTACCCT
TTTGTACCCT
TTTGTACCCT
TTTGTACCCT
TTTGTACCCT
TTTGTACCCT
TTTGTACCCT
TTTGTACCCT
TTTGTACCCT
TTTGTACCCT
TTTGTACCCT
TTTGTACCCT
TTTGTACCCT
TTTGTACCCT
TTTGTACCCT
TTTGTACCCT
TTTGTACCCT
TTTGTACCCT
TTTGTACCCT
TTTGTACCCT
TTTGTACCCT
TTTGTACCCT
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GCAGCACARAG
GCGCAGCACA
GCGCAGCACA
GCGCAGCACA
GCGCAGCACA
GCGCAGCACA
AGCACRAGTC
GCGCAGCACA
GCGCAGCACA
GCGCAGCACA
GCGCAGCACA
GCGCAGCACA
GCGCAGCACA
GCGCAGCACA
GCGCAGCACA
GCGCAGCACA
GCGCAGCACA
GCGCAGCACA
GCGCAGCACA
GCGCAGCACA
GCGCAGCACA
GCGCAGCACA
GCGCAGCACA
GCGCAGCACA
GCGCAGCACA
GCGCAGCACA
GCGCAGCACA
GCGCAGCACA
GCGCAGCACA
GCGCAGCACA
GCGCAGCACA
GCGCAGCACA
GCGCAGCACA
GCGCAGCACA
GCGCAGCACA
GCGCAGCACA
GCGCAGCACA
GCGCAGCACA
GCGCAGCACA
GCGCAGCACA
GCGCAGCACA
GCGCAGCACA
GCGCAGCACA
GCGCAGCACA
GCGCAGCACA
GCGCAGCACA
GCGCAGCACA
GCGCAGCACA
GCGCAGCACA
GCGCAGCACA
GCGCAGCACA
GCGCAGCACA
GCGCAGCACA
GCGCAGCACA
GCGCAGCACA
GCGCAGCACA
GCGCAGCACA
GCGCAGCACA
GCGCAGCACA
GCGCAGCACA
GCGCAGCACA
GCGCAGCACA
GCGCAGCACA
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TGAACTTAAG
GCTGAACTTA
GCTGAACTTA
GCTGAACTTA
GCTGAACTTA
GCTGAACTTA
AACTTAAGCA
GCTGAACTTA
GCTGAACTTA
GCTGAACTTA
GCTGAACTTA
GCTGAACTTA
GCTGAACTTA
GCTGAACTTA
GCTGAACTTA
GCTGAACTTA
GCTGAACTTA
GCTGAACTTA
GCTGAACTTA
GCTGAACTTA
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CAAGCTTTGC
CAAGCTTTGC
CAAGCTTTGC
CAAGCTTTGC
CAAGCTTTGC
CAAGCTTTGC
CAAGCTTTGC
CAAGCTTTGC
CAAGCTTTGC
CAAGCTTTGC
CAAGCTTTGC
CAAGCTTTGC
CAAGCTTTGC
CAAGCTTTGC
CAAGCTTTGC
CAAGCTTTGC
CAAGCTTTGC
CAAGCTTTGC
CAAGCTTTGC
CAAGCTTTGC
CAAGCTTTGC
CAAGCTTTGC
CAAGCTTTGC
CAAGCTTTGC
CAAGCTTTGC
CAAGCTTTGC
CAAGCTTTGC
CAAGCTTTGC
CAAGCTTTGC
CAAGCTTTGC
CAAGCTTTGC
CAAGCTTTGC

TTGGTGTTGG
TTGGTGTTGG
TTGGTGTTGG
TTGGTGTTGG
TTGGTGTTGG
TTGGTGTTGG
TTGGTGTTGG
TTGGTGTTGG
TTGGTGTTGG
TTGGTGTTGG
TTGGTGTTGG
TTGGTGTTGG
TTGGTGTTGG
TTGGTGTTGG
TTGGTGTTGG
TTGGTGTTGG
TTGGTGTTGG
TTGGTGTTGG
TTGGTGTTGG
TTGGTGTTGG
TTGGTGTTGG
TTGGTGTTGG
TTGGTGTTGG
TTGGTGTTGG
TTGGTGTTGG
TTGGTGTTGG
TTGGTGTTGG
TTGGTGTTGG
TTGGTGTTGG
TTGGTGTTGG
TTGGTGTTGG
TTGGTGTTGG

GCGTCTT--G
GCGTCTT--G
GCGTCTT--G
GCGTCTTTTG
GCGTCTT--G
GCGTCTT--G
GCGTCTT--G
GCGTCTTT-T
GCGTCTT--—
GCGTCTT--G
GCGTCTT
GCGTCTT--G
GCGTCTT--G
GCGTCTTTTG
GCGTCTT--G
GCGTCTTTTG
GCGTCTTTTG
GCGTCTTTTG
GCGTCTT--G
GCGTCTT--G
GCGTCTTTTG
GCGTCTT--G
GCGTCTT--G
GCGTCTT--G
GCGTCTT--G
GCGTCTT
GCGTCTT--G
GCGTCTT--G
GCGTCTT--G
GCGTCTT--G
GCGTCTT
GCGTCTT--G

@

@

@

CAAGCTTTGC
CAAGCTTTGC

465
TC--GCACTC
AGTC--GCAC
AGTC--GCAC
AGTC--GCAC
AGTC--GCGC
AGTC--GCAC
--GCACTCTC
AGTC--GCAC
AGTC--GCAC
AGTC--GCGC
AGTC--GCGC
AGTC--GCGC
AGTC--GCAC
AGTC--GCAC
AGTC--GCGC
AGTC--GCAC
AGTC--GCAC
AGTC--GCAC
AGTC--GCAC
AGTC--GCGC
AGTC--GCAC
AGTC--GCAC
AGTC--GCAC
AGTC--GCGC
AGTC--GCAC
AGTC--GCGC
AGTC--GCGC
AGTC--GCAC
AGTC--GCAC
AGTC--GCAC
AGTC--GCAC
AGTC--GCAC
AGTC--GCGC
AGTC--GCAC
AGTC--GCAC
AGTC--GCAC
AGTC--GCGC
ATTCTTGCAC
AGTC--GCGC
AGTC--GCAC
AGTC--GCGC
AGTC--GCAC
AGTC--GCGC
AGTC--GCAC
AGTC--GCGC
AGTC--GCGC
AGTC--GCGC
AGTC--GCAC
AGTC--GCAC
AGTC--GCGC
AGTC--GCAC
AGTC--GCAC
AGTC--GCAC
AGTC--GCAC
AGTC--GCAC
AGTC--GCAC
AGTC--GCAC
AGTC--GCAC
AGTC--GCAC
AGTC--GCAC
AGTC--GCAC
AGTC--GCGC
AGTC--GCGC
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565
CATATCAATA
AGCATATCAT
AGCATATCAT
AGCATATCAT
AGCATATCAA
AGCATATCTA
TATCNNNNNN
AGCATATCAC
AGCATATCAT
AGCATATCAA
AGCATATCAT
AGCATATCAT
AGCATATCNN
AGCATATCAT
AGCATATCAN
AGCATATCAA
AGCATATCAT
AGCATATCAA
AGCATATCAT
AGCATATCAT

TTGGTGTTG
TTGGTGTTGG

|

475
TCTATCAGCA
TCTCTATCAG
TCTCTATCAG
TCTCTATCAG
TCTTCGCCAG
TCTCTATCAG
TATCAGCA--
TCTCTATCAG
TCTCTATCAG
TCTTGCCCAG
TCTCTTCCAG
TCTTCGCCAG
TCTCTATCAG
TCTCTATCAG
TCTTTGCCAG
TCTCTATCAG
TCTCTATCAG
TCTCTATCAG
TCTCTATCAG
TCTTCGCCAG
TCTCTATCAG
TCTCTATCAG
TCTCTATCAG
TCTTCGCCAG
TCTCTATCAG
TCTTCGCCAG
TCTTTGCCAG
TCTCTATCAG
TCTCTATCAG
TCTCTATCAG
TCTCTATCAG
TCTCTATCAG
TCTTCGCCAG
TCTCTATCAG
TCTCTATCAG
TCTCTATCAG
TCTCTTCCAG
TTTGAATCAG
TCTCTTCCAG
TCTCTATCAG
TCTCTTCCAG
TCTCTATCAG
TCTTTGCCAG
TCTCTATCAG
TCTTCGCCAG
TCTTCGCCAG
TCTTGCCCAG
TCTCTATCAG
TCTCTATCAG
TCTTTGCCAG
TCTCTATCAG
TCTCTATCAG
TCTCTATCAG
TCTCTATCAG
TCTCTATCAG
TCTCTATCAG
TCTCTATCAG
TCTCTATCAG
TCTCTATCAG
TCTCTATCAG
TCTCTATCAG
TCTTTGCCAG
TCTTCGCCAG

R P
575
AGG-CNNNNN
AANNNNNNNN
AANNNNNNNN
AANNNNNNNN
ANNNNNNNNN
ANNNNNNNNN

AAGCNNNNNN
ARGGCGGAGG
AANNNNNNNN
AANNNNNNNN
NNNNNNNNNN
AANNNNNNNN
NNNNNNNNNN
TAGGCCGGAG
AANNNNNNNN
AANNNNNNNN
AANNNNNNNN
AANNNNNNNN

CGTCTTTTG
GCGTCTTTTG
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--AAGGTCTA
CA--RAGGTC
CA--RAGGTC
CA--AAGGTC
CC--RAGGTC
CA--AAGGTC
AAGGTCTAGC
CA--RAGGTC
CA--AAGGTC
CC--RAGGTC
CC--RAAGGTC
CC--RAGGTC
CA--RAGGTC
CA--AAGGTC
CC--RAGGTC
CA--AAGGTC
CA--RAGGTC
CA--RAGGTC
CA--AAGGTC
CC--RAGGTC
CA--AAGGTC
CA--RAGGTC
CA--RAGGTC
CC--RAAGGTC
CA--RAGGTC
CC--RAGGTC
CC--RAGGTC
CA--RAGGTC
CA--AAGGTC
CA--RAGGTC
CA--AAGGTC
CA--RAAGGTC
CC--RAGGTC
CA--AAGGTC
CA--RAGGTC
CA--AAGGTC
CCCCRAGGTC
CC--TTGGTT
CC--RAGGTC
CA--RAGGTC
CC--RAGGTC
CA--RAGGTC
CC--RAGGTC
CA--AAGGTC
CC--RAGGTC
CC--RAGGTC
CC--RAGGTC
CA--RAGGTC
CA--AAGGTC
CC--RAGGTC
CA--AAGGTC
CA--RAGGTC
CA--RAGGTC
CA--AAGGTC
CA--RAGGTC
CA--AAGGTC
CA--AAGGTC
CA--AAGGTC
CA--RAGGTC
CA--AAGGTC
CA--RAGGTC
CC--RAGGTC
CC--RAGGTC

TCTCTAGCTT
TCTCTAGCTT
TCTCTAGCTT
TCTCCAG-TT
TCTCTAGCTT
TCTCTAGCTT
TCTCTAGCTT
TGTCTCCCCT

TCTCCAG-TT
TCTCTAGCTT
TCTCCAG-TT
TCTCTAGCTT
TCTCCAG-TT
TCTCTAGCTT
TCTCCAG-TT
TCTCCAG-TT
TCTCCAG-CT
TCTCTAGCTT
TCTCTAGCTT
TCTCCAG-TT
TCTCTAGCTT
TCTCTAGCTT
TCTCTAGCTT
TCTCTAGCTT
TCTCTAGCTT
TCTCTAGCTT
TCTCTAGCTT
TCTCTAGCTT
TCTCTAGCTT
TCTCTAGCTT
TCTCTAGCTT
TCTCCAG-TT
TCTCCAG-TT

B |
495
GCATCCATTA
TAGCATCCAT
TAGCATCCAT
TAGCATCCAT
-AGCGTCCAG
TAGCATCCAT
ATCCATTAAG
TAGCATCCAT
TAGCATCCAT
-AGCGTCCAG
-AGCATCCAC
-AGCGTCCAG
TAGCATCCAT
TAGCATCCAT
-AGCGTCCAG
TAGCATCCAT
TAGCATCCAT
TAGCATCCAT
TAGCATCCAT
-AGCGTCCAG
TAGCATCCAT
TAGCATCCAT
TAGCATCCAT
-AGCGTCCAG
TAGCATCCAT
-AGCGTCCAG
~AGCGTCCAG
TAGCATCCAT
TAGCATCCAT
TAGCATCCAT
TAGCATCCAT
TAGCATCCAT
~AGCGTCCAG
TAGCATCCAT
TAGCATCCAT
TAGCATCCAT
TAGCATCCAC
GAGCATCCAT
-AGCATCCAC
TAGCATCCAT
-AGCATCCAC
TAGCATCCAT
~AGCGTCCAG
TAGCATCCAT
~AGCGTCCAG
-AGCGTCCAG
~AGCGTCCAG
TAGCATCCAT
TAGCATCCAT
~AGCGTCCAG
TAGCATCCAT
TAGCATCCAT
TAGCATCCAT
TAGCATCCAT
TAGCATCCAT
TAGCATCCAT
TAGCATCCAT
TAGCATCCAT
TAGCATCCAT
TAGCATCCAT
TAGCATCCAT
-AGCGTCCAG
-AGCGTCCAG



PT620
PT621
PT622
PT623
PT624
PT625
PT626
PT627
PT628
AF347031
AF347032
AF347033
DQ323697
HQ647307
JF802118
KC584197
KC584217
KC584239
KC584247
KJ526175
KM977773
KP638336
KP641146
KR912289
KR912317
KR912323
KT192298
KT280009
KU324787
KU375629
KU936229
KX073997
KX179485
KX768145
KX783408
KY419541
MF102104
MF435161
MG282916
MG596645
MG711600
MG736194
Y17066

TAAGCCTT--
TAAGCCTT--
TAAGCCTT!
CAAGCCTT--
TAAGCCTT--
CAAGCCTT--
CAAGCCTT--
TAAGCCTT!
TAAGCCTT--
TAAGCCTT--
TAAGCCTT!
TAAGCCTT!
CAAGCCTT!
TAAGCCTT--
TAAGCCTT--
TAAGCCTT!
CAAGCCTT--
CAAGACCACA
ARAGCCTT--
TAAGCCTT--
AAAGCCTT
TAAGCCTT--
CAAGCCTT--
TAAGCCTT--
CAAGCCTT--
CAAGCCTT!
CAAGCCTT--
TAAGCCTT--

TAAGCCTT--
TAAGCCTT--
TAAGCCTT;

TAAGCCTT--
TAAGCCTT--
TAAGCCTT;
TAAGCCTT--
TAAGCCTT--
CAAGCCTT!
CAAGCCTT--

TTTTT--CAA
TTTTT--CAA
TTTTT--CAA
TTTTT--CAA
TTTTT--CAA
TTTTT--CAA
TTTTT--CAA
TTTT

TTTT-
TTTTT--CAA
TTTTT--CAA
TTTT---CAA
TTTTTT-CAA
TTTTT--CAA
TTTTT--CAA
TTTT---CAA
TTTTTTTCAA
TTTTTTTCAA
TTTT---CAA
TTTTT--CAA
TTTT

TTTT-

TTTTT--CAA
TTTT---CAA
TTTTT--CAA
TTTTT--CAA
TTTT---CAA
TTTTT--CAA
TTTTT--CAA
TTTTT--CAA
TTTTT--CAA
TTTT---CAA
TTTTT--CAA
TTTT CAA
TTTTT--CAA
TTTTT--CAA
TTTT---CAA
TTTT---CAA
TTTTT--CAA
TTTTT--CAA
TTTTT--CAA
TTTTT--CAA
TTTTT--CAA

CTTTTGACCT
CTTTTGACCT
CTTTTGACCT
CCTTTGACCT
CTTTTGACCT
CCTTTGACCT
CCTTTGACCT
CTTTTGACCT
CTTTTGACCT
CTTTTGACCT
CTTTTGACCT
CTTTTGACCT
CCTTTGACCT
CTTTTGACCT
CTTTTGACCT
CTTTTGACCT
CTTTTGACCT
CTTTTGACCT
CTTTTGACCT
CTTTTGACCT
CTTTTGACCT
CTTTTGACCT
CCTTTGACCT
CTTTTGACCT
CCTTTGACCT
CCTTTGACCT
CCTTTGACCT
CTTTTGACCT
CTTTTGACCT
CCTTTGACCT
CTTTTGACCT
CTTTTGACCT
CTTTTGACCT
CTTTTGACCT
CTTTTGACCT
CTTTTGACCT
CTTTTGACCT
CTTTTGACCT
CTTTTGACCT
CTTTTGACCT
CTTTTGACCT
CCTTTGACCT
CCTTTGACCT

CGGATCAGGT
CGGATCAGGT
CGGATCAGGT
CGGATCAGGT
CGGATCAGGT
CGGATCAGGT
CGGATCAGGT
CGGATCAGGT
CGGATCAGGT
CGGATCAGGT
CGGATCAGGT
CGGATCAGGT
CGGATCAGGT
CGGATCAGGT
CGGATCAGGT
CGGATCAGGT
CGGATCAGGT
CGGATCAGGT
CGGATCAGGT
CGGATCAGGT
CGGATCAGGT
CGGATCAGGT
CGGATCAGGT
CGGATCAGGT
CGGATCAGGT
CGGATCAGGT
CGGATCAGGT
CGGATCAGGT
CGGATCAGGT
CGGATCAGGT
CGGATCAGGT
CGGATCAGGT
CGGATCAGGT
CGGATCAGGT
CGGATCAGGT
CGGATCAGGT
CGGATCAGGT
CGGATCAGGT
CGGATCAGGT
CGGATCAGGT
CGGATCAGGT
CGGATCAGGT
CGGATCAGGT

AGGGATACCC
AGGGATACCC
AGGGATACCC
AGGGATACCC
AGGGATACCC
AGGGATACCC
AGGGATACCC
AGGGATACCC
AGGGATACCC
AGGGATACCC
AGGGATACCC
AGGGATACCC
AGGGATACCC
AGGGATACCC
AGGGATACCC
AGGGATACCN
AGGGATACCN
AGGGATACCN
AGGGATACCN
AGGGATACCC
AGGGATACCC
AGGGATACCC
AGGGATACCC
AGGGATACCC
AGGGATACCC
AGGGATACCC
AGGGATACCC
AGGGATACCC
AGGGATACCC
AGGGATACCC
AGGGATACCC
AGGGATACCC
AGGGATACCC
AGGGATACCC
AGGGATACCC
AGGGATACCC
AGGGATACCC
AGGGATACCC
AGGGATACCC
AGGGATACCC
AGGGATACCC
AGGGATACCC
AGGGATACCC

GCTGAACTTA
GCTGAACTTA
GCTGAACTTA
GCTGAACTTA
GCTGAACTTA
GCTGAACTTA
GCTGAACTTA
GCTGAACTTA
GCTGAACTTA
GCTGAACTTA
GCTGAACTTA
GCTGAACTTA
GCTGAACTTA
GCTGAACTTA
GCTGAACTTA

AGCATATCAT
AGCATATCAT
AGCATATCAA
AGCATATCAT
AGCATATCAT
AGCATATCAT
AGCATATCAA
AGCATATCAA
AGCATATCTA
ANNNNNNNNN

ANNNNNNNNN NNI

ANNNNNNNNN
AGCATATCAA
AGCATATCAA
AGCATATCNN

ARACCCGGAG
AANNNNNNNN
TAAGC-GGAG
AAGCCGGAGG
AANNNNNNNN
AANNNNNNNN
ANNNNNNNNN
ARA-CCGGGA
AAC-CGGGAA
NNNNNNNNNN
INNNNNNNN
NNNNNNNNNN
TAAGCGGGAG
TAAGC-GGAG
NNNNNNNNNN

GCTGAACTTA
GCTGAACTTA
GCTGAACTTA
GCTGAACTTA
GCTGAACTTA
GCTGAACTTA
GCTGAACTTA
GCTGAACTTA
GCTGAACTTA
GCTGAACTTA
GCTGAACTTA
GCTGAACTTA
GCTGAACTTA
GCTGAACTTA
GCTGAACTTA
GCTGAACTTA
GCTGAACTTA
GCTGAACTTA
GCTGAACTTA
GCTGAACTTA
GCTGAACTTA
GCTGAACTTA
GCTGAACTTA
GCTGAACTTA
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AGCATATCAA
AGCATATCAT
AGCATATCAA
AGCATATCAA
AGCATATCAA
AGCATATCAA
AGCATATCAA
AGCATATCAA
AGCATATCAA
AGCATATCAA
AGCATATCAA
AGCATATCAA
AGCATATCAT
AGCATATCAA
AGCATATCAA
AGCATATCAA
AGCATATCAA
AGCATATCAA
AGCATATCAT
AGCATATCAT
AGCATATCAA
AGCATATCAT
AGCATATCAA
AGCATATCAA

AAGCCCGGAG
AGACCGGAAG
TAGCCCGGGA
GCGGGGGGGA
AAGCC-GGGA
TAAGCGGAGG
TAAGCGGAGG
AGGCCGGAGG
ARAACCGGGA
TAAGCGGAGG
TAAGNNNNNN
ARCGCGGGAR
AAGCCGGGAG
-AAGCCGGAG
TAGGCCGGAG
ARACCCGGAG
ARGCCGGGAG
ARACCCCGGA
ANNNNNNNNN
AAGNNNNNNN
TAAGC--GGA
ARACGGGGAA
NNNNNNNNNN
TAAGCNNNNN

ARNN
NNNN

GAAR
GAGG

GANN

@

NNNN
NNNN

g

GGRA
NNNN
NNNN



Anexo 5

Alinhamento multiplo das sequéncias de fragmentos do gene TEF-1a dos isolados de Alternaria spp. em

PT574
PT575
PT579
PT580
PT583
PT585
PT587
PT589
PT600
PT601
PT603
PT604
PT605
PT606
PT608
PT611
PT612
PT615
PT616
PT619
PT620
PT621
PT622
PT623
PT624
PT625
PT626
PT627
PT628
KC584636
KC584634
KC584693
KC584662
KC584658
KC584688
KC584742
KY094931
KY094930
KY094926
KY094925
FJ214918
FJ214912
FJ214911
FJ214908
FJ214924
FJ214934
LT707524
KY231162
KC584731

PT574
PT575
PT579
PT580
PT583
PT585
PT587
PT589
PT600
PT601
PT603
PT604
PT605
PT606
PT608
PT611
PT612
PT615
PT616
PT619
PT620
PT621
PT622
PT623
PT624
PT625
PT626
PT627
PT628
KC584636
KC584634
KC584693
KC584662
KC584658
KC584688
KC584742
KY094931
KY094930
KY094926
KY094925
FJ214918
FJ214912
FJ214911
FJ214908
FJ214924
FJ214934
LT707524
KY231162
KC584731

PT574
PT575
PT579
PT580

estudo, incluindo as sequéncias dos isolados retirados do NCBI

CT

NNNNN

CT

o
C.

NNNNN

=R

C.

NNNNN

CA
CT

CT

NNNNN

>

NNNNN

CT
CT

NNNNN

CA
CA

NNNNN

CT

CT

NNNNN A

CT

NNNNN

CT
CT

NNNNNGGCCT

NNNNN A

c—

c—

TATGGCATCA
TATGGCATCA
TATGGCATCA
TACGGCATCA
TATGGCATCA
TATGACATCA
TACGACATCA
NNNNNNNNGG
NNNNNNNNGG
NNNNNNGGGG
NNNNNNNNNA
TACGGCATCA
TACGGCATCA
TACGGCATCA
TACGGCATCA
TACGGCACCA
TACGGCATCA
TATGGCATCA
TATGGCATCA
TACGGCATCA

P
105
TT-TGGGTGG
TT-TGGGTGG
TT-TGGATGG
TT-TGGATGG
TT-TGGGTGG
TT-TGGGTGG
TT-TGGGTGG
TT-TGGGTGG
TT-TGGGTGG
TT-TGGGTGG
TT-TGGGTGG
TT-TGGGTGG
TT-TGGGTGG
TT-TGGGTGG
TT-TGGGTGG
TT-TGGGTGG
TT-TGGGTGG
TT-TGGATGG
TT-TGGGTGG
TT-TGGGTGG
TT-TGGGTGG
TT-TGGGTGG
TT-TGGGTGG
TT-TGGGTGG
TT-TGGGTGG
TT-TGGGTGG
TT-TGGGTGG
TT-TGGGTGG
TT-TGGGTGG
TT-TGGATGG
TT-TGGGTGG
TT-TGGGTGG
TT-TGGGTGG
TT-TGGGTGG
TT--TGGTGG
TT-TGGGTGG
TT-TGGGTGG
TT-TGGGTGG
TT-TGGGTGG
TT-TGGGTGG
TT-TGGGTGG
TT-TGGGTGG
TT-TGGGTGG
TT-TGGGTGG
TT-TGGGTGG
TT-TGGGTGG
TT-TGGGTGG
TT-TGGGTGG
AAATGGGTGG

205
ATTCTGGCCA
ATTCTGGCCA
ATTCTGGCCA
ATTCTGGCCA

CTTT-TCTTT
CTTT-TCTTT
CTTT-TCTTT
CTCT-CCTTT
CTTT-TCTTT
CTTTTCCTTT
CTTT-CCTTT
GAAA-ATTTC
GATG-ATTTA
TCAT-TTTCT
GGAA-CTTTC
CTCT-CCTTT
CTCT-CCTTT
CTCT-CTTTT
CTCT-CTTTT
CTCT-CCTTT
CTCT-CCTTT
CTTT-TCTTT
CTTT-TCTTT
CTTT-TCTTT
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TGGGGATGTG
TGGGGATGTG
TGGGGGTGTG
TGGGGGTGTG
TGGGGTTGTG
TGGGGGTGTG
TGGGGATGTG
TGGGGATGTG
TGGGGATGTG
TGGGGTTGTG
TGGGGTTGTG
TGGGGATGTG
TGGGGATGTG
TGGGGTTGTG
TGGGGGTGTG
TGGGGGTGTG
TGGGGATGTG
TGGGGGTGTG
TGGGGATGTG
TGGGGTTGTG
TGGGGATGTG
TGGGGATGTG
TGGGGATGTG
TGGGGTTGTG
TGGGGATGTG
TGGGGTTGTG
TGGGGTTGTG
TGGGGGTGTG
TGGGGGTGTG
TGGGGGTGTG
TGGGGATGTG
TGGGGATGTG
TGGGGTTGTG
TGGGGATGTG
TGGGGTTGTG
TGGGGTTGTG
TGGGGATGTG
TGGGGATGTG
TGGGGATGTG
TGGGGATGTG
TGGGGTTGTG
TGGGGTTGTG
TGGGGTTGTG
TGGGGTTGTG
TGGGGTTGTG
TGGGGTTGTG
TGGGGATGTG
TGGGGATGTG
TGGGGTTGTG

215
CAGCGAGCTA
CAGCGAGCTA
CAGCGAGCTA
CAGCGAGCTA

CACGCGGCCT
CACGCGGCCT
CACGCGGCCT
CACACGGGCA
CACGCGGCCT
CACACGGACT
CACATGGACA
TTCGCGGCCT
TTCGCGGCCT
TTCGCGGCCT
TTCGCGGCCT
CACATGGGCA
CACCTGGGCA
TACATGGGCA
TACATGGGCA
CACATGGGCA
CACATGGGCA
CACGCGGCCT
CACGCGGCCT
CACTCGCARA

125
CGRACTTTTA
CGAACTTTTA
CGRACTTTTA
CGAACTTTTA
CGRACTTTTA
CGRACTTTTA
CGAACTTTTA
CGRACTTTTA
CGAACTTTTA
CGRACTTTTA
CGRACTTTTA
CGAACTTTTA
CGRACTTTTA
CGAACTTTTA
CGRACTTTTA
CGRACTTTTA
CGAACTTTTA
CGRACTTTTA
CGAACTTTTA
CGRACTTTTA
CGRACTTTTA
CGAACTTTTA
CGRACTTTTA
CGAACTTTTA
CGRACTTTTA
CGRACTTTTA
CGAACTTTTA
CGAACTTTTA
CGAACTTTTA
CGAACTTTTA
CGAACTTTTA
CGAACTTTTA
CGAACTTTTA
CGAACTTTTA
CGGACTTTTA
CGAACTTTTA
CGAACTTTTA
CGAACTTTTA
CGAACTTTTA
CGAACTTTTA
CGAACTTTTA
CGAACTTTTA
CGAACTTTTA
CGAACTTTTA
CGAACTTTTA
CGAACTTTTA
CGAACTTTTA
CGAACTTTTA
CGAACTTTTA

225
ACAAGCCTCA
ACRAGCCTCA
ACAAGCCTCA
ACAAGCCTCA

35
--GTTGCGCC
-GGTTGCGCC
-TGTTGCGCC
-GGTTGCGCC
-T-TCGCGAC
-GGTTGCGCC
T-GTTGCGCC
--GTTGCGCC
--GTTGCGCC
-T-CCGCGAC
-T-CCGCGAC
--GTTGCGCC
--GTTGCGCC
-T-CCGCGAC
-GGTTGCGCC
-TGTTGCGCC
TGGTTGCGCC
-TGTTGCGCC
--GTTGCGCC
-T-CCGCGAC
-G-TTGCGCC
==GTTGCGCC
--GTTGCGCC
-TGTCGCAAC
==GTTGCGCC
-T-CCGCGAC
-TTCCGCGAC
-TGTTGCGCC
-TGTTGCGCC
==GTTGCGCC
--GTTGCGCC
==GTTGCGCC
--TCCGCGAC
--GTTGCGCC
-=-GCTGCATC
--GTCGCATC
==GTTGCGCC
--GTTGCGCC
--GTTGCGCC
==GTTGCGCC
--TCCGCGAC
--TCCGCGAC
--TTCGCAAC
--TCCGCGAC
--TCCGCGAC
--TCCGCGAC
==GTTGCGCC
--GTTGCGCC
--GTCGCCGC
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CGCGCTAGCG
CGCGCTAGCG
CGCGCTAGCG
CGCGCTAGCG
CGCGCTAGCG
CGCGCTAGCG
CGCGCTAGCG
CGCGCTAGCG
CGCGCTAGCG
CGCGCTAGCG
CGCGCTAGCG
CGCGCTAGCG
CGCGCTAGCG
CGCGCTAGCG
CGCGCTAGCG
CGCGCTAGCG
CGCGCTAGCG
CGCGCTAGCG
CGCGCTAGCG
CGCGCTAGCG
CGCGCTAGCG
CGCGCTAGCG
CGCGCTAGCG
CGCGCTAGCG
CGCGCTAGCG
CGCGCTAGCG
CGCGCTAGCG
CGCGCTAGCG
CGCGCTAGCG
CGCGCTAGCG
CGCGCTAGCG
CGCGCTAGCG
CGCGCTAGCG
CGCGCTAGCG
CGCGCTAGCG
CGCGCTAGCG
CGCGCTAGCG
CGCGCTAGCG
CGCGCTAGCG
CGCGCTAGCG
CGCGCTAGCG
CGCGCTAGCG
CGCGCTAGCG
CGCGCTAGCG
CGCGCTAGCG
CGCGCTAGCG
CGCGCTAGCG
CGCGCTAGCG
CGCGCTAGCG

235
CAGGAAGCCG
CAGGARAGCCG
CAGGAAGCCG
CAGGAAGCCG

CACCCGGTGC
CACCCGGTGC
CACCTGATGC
CACCTGATGC
CGTCCAGTGC
CACCTGATGC
CACCCGGTGC
CACCCGGTGC
CACCCGGTGC
CATCCAGTGC
CGTCCAGTGC
CACCCGGTGC
CACCCGGTGC
CGTCCAGTGC
CACCTGATGC
CACCTGATGC
CACCCGGTGC
CACCTGATGC
CACCCGGTGC
CGTCCAGTGC
CACCCGGTGC
CACCCGGTGC
CACCCGGTGC
CACCTGGTGC
CACCCGGTGC
CGTCCAGTGC
CATCCAGTGC
CACCTGATGC
CACCTGATGC
CACCTGATGC
CACCCGGTGC
CACCCGGTGC
CGTCCAGTGC
CACCCGGTGC
CACCTGGTGC
CACCTGGTGC
CACCCGGTGC
CACCCGGTGC
CACCCGGTGC
CACCCGGTGC
CGTCCAGTGC
CGTCCAGTGC
CACCTGGTGC
CATCCAGTGC
CGTCCAGTGC
CATCCAGTGC
CACCCGGTGC
CACCCGGTGC
CACCTGGTGC

145
CTAGTCCGCA
CTAGTCCGCA
CTAGTCCGCA
CTAGTCCGCA
CTAGTCCGCA
CTAGTCCGCA
CTAGTCCGCA
CTAGTCCGCA
CTAGTCCGCA
CTAGTCCGCA
CTAGTCCGTA
CTAGTCCGCA
CTAGTCCGCA
CTAGTCCGCA
CTAGTCCGCA
CTAGTCCGCA
CTAGTCCGCA
CTAGTCCGCA
CTAGTCCGCA
CTAGTCCGCA
CTAGTCCGCA
CTAGTCCGCA
CTAGTCCGCA
CTAGTCCGCA
CTAGTCCGCA
CTAGTCCGCA
CTAGTCCGCA
CTAGTCCGCA
CTAGTCCGCA
CTAGTCCGCA
CTAGTCCGCA
CTAGTCCGCA
CTAGTCCGCA
CTAGTCCGCA
CTAGCCCGCT
CTAATACGCA
CTAGTCCGCA
CTAGTCCGCA
CTAGTCCGCA
CTAGTCCGCA
CTAGTCCGCA
CTAGTCCGCA
CTAGTCCGCA
CTAGTCCGCA
CTAGTCCGCA
CTAGTCCGCA
CTAGTCCGCA
CTAGTCCGCA
CTAGTCCGCA

245
CCGAACTCGG
CCGAACTCGG
CCGAACTCGG
CCGAACTCGG

55
TTTCTCTGAG
TTTCTCTGAG
TTTCTCTGAG
TTTCTCTGAG
AC-CTTTGAG
TTTCTCTGAG
TTTCTCTGAG
TTTCTCTGAG
TTTCTCTGAG
AC-CTTTGAG
AC-CTTTGAG
TTTCTCTGAG
TTTCTCTGAG
AC-CTTTGAG
TTTCTCTGAG
TTTCTCTGAG
TTTCTCTGAG
TTTCTCTGAG
TTTCTCTGAG
AC-CTTTGAG
TTTCTCTGAG
TTTCTCTGAG
TTTCTCTGAG
AC-CTTTGAG
TTTCTCTGAG
AC-CTTTGAG
AC-CTTTGAG
TTTCTCTGAG
TTTCTCTGAG
TTTCTCTGAG
TTTCTCTGAG
TTTCTCTGAG
AC-CTTTGAG
TTTCTCTGAG
TTCCTCGTTG
ATTCTCTGAG
TTTCTCTGAG
TTTCTCTGAG
TTTCTCTGAG
TTTCTCTGAG
AC-CTTTGAG
AC-CTTTGAG
AC-CTTTGAG
AC-CTTTGAG
AC-CTTTGAG
AC-CTTTGAG
TTTCTCTGAG
TTTCTCTGAG
ATCTTCTGAG

leeaad
155
TGCGGCCT--
TGCGGCCT--
TGCGGCCT--
TGCGGCCT--
TGCGGCTT--
TGCGGCCT--
TGCGGCCT--
TGCGGCCT--
TGCGGCCT--
TGCGGCTT--
TGCGGCTT--
TGCGGCCT--
TGCGGCCT--
TGCGGCTT--
TGCGGCCT--
TGCGGCCT--
TGCGGCCT--
TGCGGCCT--
TGCGGCCT--
TGCGGCTT--
TGCGGCCT--
TGCGGCCT--
TGCGGCCT--
TGCGGCTT--
TGCGGCCT--
TGCGGCTT--
TGCGGCTT--
TGCGGCCT--
TGCGGCCT--
TGCGGCCT--
TGCGGCCT--
TGCGGCCT--
TGCGGCTT--
TGCGGCCT--
TGCAGCCGAC
TGCGGCGT-—
TGCGGCCT--
TGCGGCCT--
TGCGGCCT--
TGCGGCCT--
TGCGGCTT--
TGCGGCTT--
TGCGGCTT--
TGCGGCTT--
TGCGGCTT--
TGCGGCTT--
TGCGGCCT--
TGCGGCCT--
TTCGGCCT--

255
TAAGGGTCC-
TAAGGNNNNN
TAAGGGTTCC
TAAGGGTCNN

81

65
CGCGTAGCCA
CGCGTAGCCA
CGCGTAGCCA
CGCGTAGCCA
CGCTCTGCCA
CGCGTAGCCA
CGCGTAGCCA
CGCGTAGCCA
CGCGTAGCCA
CGCTCAGCTA
CGCTCAGCCA
CGCGTAGCCA
CGCGTAGCCA
CGCTCTGCCA
CGCGTAGCCA
CGCGTAGCCA
CGCGTAGCCA
CGCGTAGCCA
CGCGTAGCCA
CGCTCTGCCA
CGCGTAGCCA
CGCGTAGCCA
CGCGTAGCCA
CGCTCTGCCA
CGCGTAGCCA
CGCTCTGCCA
CGCTCAGCCA
CGCGTAGCCA
CGCGTAGCCA
CGCGTAGCCA
CGCGTAGCCA
CGCGTAGCCA
CGCTCAGCCA
CGCGTAGCCA
CGCGCAGCCA
CGCTTAGCTA
CGCGTAGCCA
CGCGTAGCCA
CGCGTAGCCA
CGCGTAGCCA
CGCTCAGCCA
CGCTCTGCCA
CGCTCTGCCA
CGCTCAGCCA
CGCTCTGCCA
CGCTCAGCCA
CGCGTAGCCA
CGCGTAGCCA
CGCGCAGCCA

P -
165
-TCGCGAACT
-TCGCGAACT
-TCGCGAACT
-TCGCGAACT
-TCGCGAACC
-TCGCGAACT
-TCGCGAACT
-TCGCGAACT
-TCGCGAACT
-TCGCGAACC
-TCGCGAACC
-TCGCGAACT
-TCGCGAACT
-TCGCGAACC
-TCGCGAACT
-TCGCGAACT
-TCGCGAACT
-TCGCGAACT
-TCGCGAACT
-TCGCGAACC
-TCGCGAACT
-TCGCGAACT
-TCGCGAACT
-TCGCGAACC
-TCGCGAACT
-TCGCGAACC
-TCGCGAACC
-TCGCGAACT
-TCGCGAACT
-TCGCGAACT
-TCGCGAACT
-TCGCGAACT
-TCGCGAACC
-TCGCGAACT
ATCATCACAC
-TCGCGAACT
-TCGCGAACT
-TCGCGAACT
-TCGCGAACT
-TCGCGAACT
-TCGCGAACC
-TCGCGAACC
-TCGCGAACC
-TCGCGAACC
-TCGCGAACC
-TCGCGAACC
-TCGCGAACT
-TCGCGAACT
-TCGCGAATC

265
TTCAAGTA
NNNNNNNN
TTCAAGTA
NNNNNNNN

B R
75
AAGCCT-GGC
ARGCCTAGGC
AAGCCT-GGC
AAGCCT-GGC
TTTCC--GGC
AAGCCT-GGC
AAGCCT-GGC
AAGCCT-GGC
AAGCCT-GGC
TTTCC--GGC
TTTAC--GGC
AAGCCT-GGC
AAGCCT-GGC
TTTCC--GGC
AAGCCT-GGC
AAGCCT-GGC
AAGCCT-GGC
AAGCCT-GGC
AAGCCT-GGC
TTTCC--GGC
AAGCCT-GGC
AAGCCT-GGC
AAGCCT-GGC
TTTCC--GGC
AAGCCT-GGC
TTTCC--GGC
TTCCT--GGC
AAGCCT-GGC
AAGCCT-GGC
AAGCCT-GGC
AAGCCT-GGC
AAGCCT-GGC
TTTCC--GGC
AAGCCT-GGC
AACTCT-GGC
TTTGCT-GGC
AAGCCT-GGC
AAGCCT-GGC
AAGCCT-GGC
AAGCCT-GGC
TTTAC--GGC
TTTCC--GGC
TTTCC--GGC
TTTCC--GGC
TTTCC--GGC
TTTCT--GGC
AAGCCT-GGC
AAGCCT-GGC
TTTTCT-GGC
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CCAACGCARAT
CCAACGCAAT
CCAACGCARAT
CCAACGCAAT
TCAACACCAT
CCAACGCARAT
CCAACGCAAT
CCAACGCARAT
CCAACGCAAT
TCAACACCAT
TCAACACCAT
CCAACGCAAT
CCAACGCARAT
CCAACACCAT
CCAACGCARAT
CCAACGCARAT
CCAACGCAAT
CCAACGCARAT
CCAACGCAAT
CCAACACCAT
CCAACGCARAT
CCAACGCAAT
CCAACGCARAT
CCAACACCAT
CCAACGCARAT
CCAACACCAT
CCAACACCAT
CCAACGCAAT
CCARACGCAAT
CCAACGCAAT
CCAACGCAAT
CCARACGCAAT
CCAACACCAT
CCARACGCAAT
GCGATGCAA-
CCAACACCAT
CCARACGCAAT
CCAACGCAAT
CCARACGCAAT
CCAACGCAAT
TCAACACCAT
CCAACACCAT
CCAACACCAT
CCAACACCAT
CCAACACCAT
CCAACACCAT
CCAACGCAAT
CCAACGCAAT
GCAACACCAT

85
TTATCGCGAT
TTATCGCGAT
TTATCGCGAT
TTATCGCGAT
TTATCGCGAT
TTATCGCGAT
TTATCGCGAT
TTATCGCGAT
TTATCGCGAT
TTATCGCGAT
TTATCGCGAT
TTATCGCGAT
TTATCGCGAT
TTATCGCGAT
TTATCGCGAT
TTATCGCGAT
TTATCGCGAT
TTATCGCGAT
TTATCGCGAT
TTATCGCGAT
TTATCGCGAT
TTATCGCGAT
TTATCGCGAT
TTATCGCGAT
TTATCGCGAT
TTATCGCGAT
TTATCGCGGT
TTATCGCGAT
TTATCGCGAT
TTATCGCGAT
TTATCGCGAT
TTATCGCGAT
TTATCGCGAT
TTATCGCGAT
TTATCGCGAT
TTATCGCGAT
TTATCGCGAT
TTATCGCGAT
TTATCGCGAT
TTATCGCGAT
TTATCGCGAT
TTATCGCGAT
TTATCGCGAT
TTATCGCGAT
TTATCGCGAT
TTATCGCGAT
TTATCGCGAT
TTATCGCGAT
TTATGGCGAA

185
GACGCACATG
GACGCACATG
GACGCACATG
GACGCACATG
GACGCACATC
GACGCACATG
GACGCACATG
GACGCACATG
GACGCACATG
GACGCACATC
GACGCACATC
GACGCACATG
GACGCACATG
GACGCACATC
GACGCACATG
GACGCACATG
GACGCACATG
GACGCACATG
GACGCACATG
GACGCACATA
GACGCACATG
GACGCACATG
GACGCACATG
GACGCACATC
GACGCACATG
GACGCACATA
GACGCACATA
GACGCACATG
GACGCACATG
GACGCACATG
GACGCACATG
GACGCACATG
GACGCACATC
GACGCACATG
GAGGRAGACC
GACGCACATC
GACGCACATG
GACGCACATG
GACGCACATG
GACGCACATG
GACGCACATC
GACGCACATA
GACGCACATC
GACGCACATC
GACGCACATC
GACGCACATC
GACGCACATG
GACGCACATG
GACGCACATG

95
GAGGGGCATT
GAGGGGCATT
GAGGGGCATT
GAGGGGCATT
GAGGGGCATT
GAGGGGCATT
GAGGGGCATT
GAGGGGCATT
GAGGGGCATT
GAGGGGCATT
GAGGGGCATT
GAGGGGCATT
GAGGGGCATT
GAGGGGCATT
GAGGGGCATT
GAGGGGCATT
GAGGGGCATT
GAGGGGCATT
GAGGGGCATT
GAGGGGCATT
GAGGGGCATT
GAGGGGCATT
GAGGGGCATT
GAGGGGCATT
GAGGGGCATT
GAGGGGCATT
GAGGGGCATT
GAGGGGCATT
GAGGGGCATT
GAGGGGCATT
GAGGGGCATT
GAGGGGCATT
GAGGGGCATT
GAGGGGCATT
GAGGGGCATT
GAGGGGCATT
GAGGGGCATT
GAGGGGCATT
GAGGGGCATT
GAGGGGCATT
GAGGGGCATT
GAGGGGCATT
GAGGGGCATT
GAGGGGCATT
GAGGGGCATT
GAGGGGCATT
GAGGGGCATT
GAGGGGCATT
GAGGGGCACA
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TAATTTCCCC
TAATTTCCCC
TAATTTCCCC
TAATTTCCCC
CATTTTCCCC
TAATTTCCCC
TAATTTCCCC
TAATTTCCCC
TAATTTCCCC
TAATTTTCCC
CAATTTCCCC
TAATTTCCCC
TAATTTCCCC
CAATTTCCCC
TAATTTCCCC
TAATTTCCCC
TAATTTCCCC
TAATTTCCCC
TAATTTCCCC
CAATTTCCCC
TAATTTCCCC
TAATTTCCCC
TAATTTCCCC
CAATTTCCCC
TAATTTCCCC
CAATTTCCCC
CAATTTCCCC
TAATTTCCCC
TAATTTCCCC
TAATTTCCCC
TAATTTCCCC
TAATTTCCCC
CAATTTTCCC
TAATTTCCCC
GAACACCCCA
CAATTTCCCT
TAATTTCCCC
TAATTTCCCC
TAATTTCCCC
TAATTTCCCC
CAATTTCCCC
CAATTTCCCC
CAATTTCCCC
CAATTTCCCC
CAATTTTCCC
CAATTTCCCC
TAATTTCCCC
TAATTTCCCC
CAAAATCCCA



PT583
PT585
PT587
PT589
PT600
PT601
PT603
PT604
PT605
PT606
PT608
PT611
PT612
PT615
PT616
PT619
PT620
PT621
PT622
PT623
PT624
PT625
PT626
PT627
PT628
KC584636
KC584634
KC584693
KC584662
KC584658
KC584688
KC584742
KY094931
KY094930
KY094926
KY094925
FJ214918
FJ214912
FJ214911
FJ214908
FJ214924
FJ214934
LT707524
KY231162
KC584731

AACTCGGCTT
ATTCTGGCCA
ATTCTGGCCA
ATTCTGGCCA
ATTCTGGCCA
AATTCGGCTT
AACTCGGCTT
ATTCTGGCCA
ATTCTGGCCA
AATTCGGCTT
ATTCTGGCCA
ATTCTGGCCA
ATTCTGGCCA
ATTCTGGCCA
ATTCTGGCCA
AATTTGGCTT
ATTCTGGCCA
ATTCTGGCCA
ATTCTGGCCA
AATTCGGCTT
ATTCTGGCCA
AATTCGGCTT
AATTCGGCTT
ATTCTGGCCA
ATTCTGGCCA
ATTCTGGCCA
ATTCTGGCCA
ATTCTGGCCA
AATCCGGCTT
ATTCTGGCCA
GGCGACTACA
ATTCTGGCCA
ATTCTGGCCA
ATTCTGGCCA
ATTCTGGCCA
ATTCTGGCCA
AACTCGGCTT
AATTCGGCTT
AATTCGGCTT
AATTCGGCTT
AATTCGGCTT
AATTCGGCTT
ATTCTGGCCA
ATTCTGGCCA
TCGTATGCTG

CAGTCTGCTA
CAGCGAGCTA
CAGCGAGCTA
CAGCGAGCTA
CAGCGAGCTA
CAGCCTACTA
CAGTCTGCTA
CAGCGAGCTA
CAGCGAGCTA
CAGTCTGCTA
CAGCGAGCTA
CAGCGAGCTA
CAGCGAGCTA
CAGCGAGCTA
CAGCGAGCTA
CAGTCTGCTA
CAGCGAGCTA
CAGCGAGCTA
CAGCGAGCTA
CAGTCTGCTA
CAGCGAGCTA
CAGTCTGCTA
CAGTTTGCTA
CAGCGAGCTA
CAGCGAGCTA
CAGCGAGCTA
CAGCGAGCTA
CAGCGAGCTA
CAGTCTGCTA
CAGCGAGCTA
TGGGGAGCGT
CAGCACGCTA
CAGCGAGCTA
CAGCGAGCTA
CAGCGAGCTA
CAGCGAGCTA
CAGTCTGCTA
CAGTCTGCTA
CAGTCTGCTA
CAGTCTGCTA
CAGTCTGCTA
CAGTCTGCTA
CAGCGAGCTA
CAGCGAGCTA
CACGGTGCTA

ACAATCCTCA
ACAAGCCTCA
ACAAGCCTCA
ACAAGCCTCA
ACAAGCCTCA
ACAAACCTCA
ACAATCCTCA
ACAAGCCTCA
ACAAGCCTCA
ACAAGCCTCA
ACAAGCCTCA
ACAAGCCTCA
ACAAGCCTCA
ACAAGCCTCA
ACAAGCCTCA
ACAAGCCTCA
ACAAGCCTCA
ACAAGCCTCA
ACAAGCCTCA
ACAAGCATCA
ACAAGCCTCA
ACAAGCCTCA
ACAAGCCTCA
ACAAGCCTCA
ACAAGCCTCA
ACAAGCCTCA
ACAAGCCTCA
ACAAGCCTCA
ATAAGCCTCA
ACAAGCCTCA
TCATCTTCCT
ACAAGCCTCA
ACAAGCCTCA
ACRAGCCTCA
ACRAGCCTCA
ACAAGCCTCA
ACAATCCTCA
ACAAGCCTCA
ACRAGCCTCA
ACRAGCCTCA
ACAAGCCTCA
ACRAGCCTCA
ACAAGCCTCA
ACRAGCCTCA
ACRAGCCTCA

CAGGAAGCCG
CAGGAAGCCG
CAGGAAGCCG
CAGGAAGCCG
CAGGAAGCCG
CAGGAAGCCG
CAGGAAGCCG
CAGGAAGCCG
CAGGAAGCCG
CAGGAAGCCG
CAGGAAGCCG
CAGGAAGCCG
CAGGAAGCCG
CAGGAAGCCG
CAGGAAGCCG
CAGGAAGCCG
CAGGAAGCCG
CAGGAAGCCG
CAGGAAGCCG
CAGGAAGCCG
CAGGAAGCCG
CAGGAAGCCG
CAGGAAGCCG
CAGGAAGCCG
CAGGAAGCCG
CAGGAAGCCG
CAGGAAGCCG
CAGGAAGCCG
CAGGAAGCCG
CAGGAAGCCG
CTTGTTGGCG
CAGGAAGCCG
CAGGAAGCCG
CAGGAAGCCG
CAGGAAGCCG
CAGGAAGCCG
CAGGAAGCCG
CAGGAAGCCG
CAGGAAGCCG
CAGGAAGCCG
CAGGAAGCCG
CAGGAAGCCG
CAGGAAGCCG
CAGGAAGCCG
TAGGAAGCCG

CCGARACTCGG
CCGAACTCGG
CCGAARCTCGG
CCGAACTCGG
CCGAACTCGG
CCGAARCTCGG
CCGAACTCGG
CCGAACTCGG
CCGAACTCGG
CCGAACTCGG
CCGAARCTCGG
CCGAACTCGG
CCGAARCTCGG
TGGAACTCGG
CCGAACTCGG
CCGAARCTCGG
CCGAACTCGG
CCGAARCTCGG
CCGAACTCGG
CCGAACTCGG
CCGAARCTCGG
CCGAACTCGG
CCGAARCTCGG
CCGAACTCGG
CCGAACTCGG
CCGAACTCNN
CCGAACTCNN
CCGAACTCNN
CCGAACTCNN
CCGAACTTNN
ATATCATGCC
CCGAACTCNN
CCGAARCTCGG
CCGAACTCGG
CCGAACTCGG
CCGAARCTCGG
CCGAACTCGG
CCGAARCTCGG
CCGAACTCGG
CCGAACTCGG
CCGAARCTCGG
CCGAACTCGG
CCGAARCTCGG
CCGAACTCGG
CCGAGCTCNN

TAAGGGTCCC
TAAGGGTCCC
TAAGGGTCC-
TAAGGGTTCC
TAAGGGTTCC
TAAGGGTTCC
TAAGGGTTCC
TAAGGGTTCC
TAAGGGTTCC
TAAGGGTCCC
TAAGGGTTCC
TAAGGGTCCC
TAAGGGTCCC
TAAGGGTTCC
TAAGGGTTCC
TAAGGGTTCC
TAAGGGTTCC
TAAGGGTTCC
TAAGGGTCC-
TAAGGGT-CC
TAAGGGTCCC
TAAGGGTTCC
TAAGGGTTCC
TAAGGGTTCC
TAAGGGTTCC
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN
CTGGCGACTA
NNNNNNNNNN
TAAGGGTTCC
TAAGGGTTCC
TAAGGGTTCC
TAAGGGTCCC
TAAGGGTTCC
TAAGGGTTCC
TAAGGGTTCC
TAAGGGTTCC
TAAGGGTTCC
TAAGGGTTCC
TAAGGGTTCC
TAAGGGTTCC
NNNNNNNNNN

82

TTCARGTA
TTCAAGTA
TTCAAGTA
TTCAAGTA
TTCAAGTA
TTCARGTA
TTCAAGTA
TTCARGTA
TTCAAGTA
TTCAAGTA
TTCARGTA
TTCAAGTA
TTCAARGTA
TTCAAGTA
TTCAAGTA
TTCARGTA
TTCAAGTA
TTCARGTA
TTCAAGTA
TTCAAGTA
TTCARGTA
TTCAAGTA
TTCARGTA
TTCAAGTA
TTCAAGTA
NNNNNNNN
NNNNNNNN
NNNNNNNN
NNNNNNNN
NNNNNNNN
CATGGGGG
NNNNNNNN
TTCARGTA
TTCAAGTA
TTCAAGTA
TTCARGTA
TTCAAGTA
TTCAARGTA
TTCAAGTA
TTCAAGTA
TTCAARGTA
TTCAAGTA
TTCAAGTA
TTCAAGTA
NNNNNNNN



Anexo 6

Alinhamento multiplo das sequéncias da regido KOG1058 dos isolados de Alternaria spp. em estudo,
incluindo as sequéncias dos isolados retirados do NCBI

5 15 25 35 45 55 65 75 85 95
PT574 NNNNNNNNNN NNNNTCTCGG GCC-TCGCAT A-TACCAGA- GCCAGACGGG CATCATGGCG GCCTTCCTCG AGAACTCGTA CAGTCTGGTA GGAACACCTG
PT575 NNNNNNNNNN NNNNNTTGGG ACC-TCGCAT A-TACCAGA- GCCAGACGGG CATCATGGCG GCCTTCCTCG AGAACTCGTA CAGTCTGGTA GGAACACCTG
PT579 NNNNNNNNNN NNNNNNNTTG GGCCTCGCAC A-TACCAGA- GCCAGACGGG CATCATGGCG GCCTTCCTCG AGAACTCGTA CAGTCTGGTA GGAACACCTG
PT580 NNNNNNNNNN NNNNNNNNGG GGCCTCGCAC A-TACCAGA- GCCAGACGGG CATCATGGCG GCCTTCCTCG AGAACTCGTA CAGTCTGGTA GGAACACCTG
PT583 NNNNNNNNNN NNNNNNGGGG CCTCC---AT A-TACCACA- --TAGCCCGG CATCATGGCG GCGTTTCTCG AGAACTCGTA CAGTCTGGTA GGAACACCTG
PT585 NNNNNNNNNN NNNNNNNNGG GCCCTCGCAC A-TACCAGA- GCCAGACGGG CATCATGGCG GCCTTCCTCG AGAACTCGTA CAGTCTGGTA GGAACACCTG
PT587 NNNNNNNNNN NNNNNATGGG GCC-TCGCAT A-TACCAGA- GCCAGACGGG CATCATGGCG GCCTTCCTCG AGAACTCGTA CAGTCTGGTA GGAACACCTG
PT589 T --TCCCAGA- GCCAGAAGGG CATCATGGCG GCTTTCCTCG AGAACTCGTA CAGTCTGGTA GGAACACCTG
PT600 NNNNNNNNNN NNNNCTGGGG ACT--CGCAT A-TACCAGA- GCCAGACGGG CATCATGGCG GCCTTCCTCG AGAACTCGTA CAGTCTGGTA GGAACACCTG
PT603 NNNNNNNNNN NNNNNNNGGG CCTCCC--CT A-TACCACA- --TAACCCGG CATCATGGCG GCGTTTCTCG AGAACTCGTA CAGTCTGGTA GGAACACCTG
PT604 NNNNNNNNNN NNNNNNNGGG GCC-TCGCAT A-TACCAGA- GCCAGACGGG CATCATGGCG GCTTTCCTCG AGAACTCGTA CAGTCTGGTA GGAACACCTG
PT605 NNNNNNNNNN NNNNNNNTGG GGCCACGCAT A-TACCAGA- GCCAGAAGGG CATCATGGCG GCTTTCCTCG AGAACTCGTA CAGTCTGGTA GGAACACCTG
PT606 NNNNNNNNNN NNNNNNNNNG CCTCCC--AT A-TACCACA- --TAACCCGG CATCATGGCG GCGTTTCTCG AGAACTCGTA CAGTCTGGTA GGAACACCTG
PT608 NNNNNNNNNN NNNNNNNNGG GGCCTCGCAC A-TACCAGA- GCCAGACGGG CATCATGGCG GCCTTCCTCG AGAACTCGTA CAGTCTGGTA GGAACACCTG
PT611 NNNNNNNNNN NNNNNNNNGG GGCCTCGCAC A-TACCAGA- GCCAGACGGG CATCATGGCG GCCTTCCTCG AGAACTCGTA CAGTCTGGTA GGAACACCTG
PT612 NNNNNNNNNN NNNNNNTGGG GCC-TCGCAT A-TATCAGA- GCCAGACGGG CATCATGGCG GCTTTCCTCG AGAACTCGTA CAGTCTGGTA GGAACACCTG
PT615 NNNNNNNNNN NNNNNNNGGG GCCTTCGCAC A-TACCAGA- GCCAGACGGG CATCATGGCG GCCTTCCTCG AGAACTCGTA CAGTCTGGTA GGAACACCTG
PT616 NNNNNNNNNN NNNNNTGGGG ACC-TCGCAT A-TACCAGA- GCCAGACGGG CATCATGGCG GCCTTCCTCG AGAACTCGTA CAGTCTGGTA GGAACACCTG
PT619 NNNNNNNNNN NNNNNNNGGG CCTCCCG-TT A-TACCACA- --TAACCCGG CATCATGGCG GCGTTTCTCG AGAACTCGTA CAGTCTGGTA GGAACACCTG
PT620 NNNNNNNNNN NNNNCTGGGG GCC-TCGCAT A-TATCAGA- GCCAGACGGG CATCATGGCG GCTTTCCTCG AGAACTCGTA CAGTCTGGTA GGAACACCTG
PT621 NNNNNNNNNN NNNNNTGGGG GCCCTCGCAT A-TACCAGA- GCCAGACGGG CATCATGGCG GCCTTCCTCG AGAACTCGTA CAGTCTGGTA GGAACACCTG
PT622 NNNNNNNNNN NNNNNNTGGG GCC-TCGCAT A-TACCAGA- GCCAGACGGG CATCATGGCG GCCTTCCTCG AGAACTCGTA CAGTCTGGTA GGAACACCTG
PT623 NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNTC----TT T-TACCACA- --TAACCCGG CATCATGGCG GCGTTTCTCG AGAACTCGTA CAGTCTGGTA GGAACACCTG
PT625 NNNNNNNNNN NNNNNNGGGG CCTTC A-TACCACA- --TAACCCGG CATCATGGCG GCGTTTCTCG AGAACTCGTA CAGTCTGGTA GGAACACCTG
PT626 NNNNNNNNNN NNNCGGGGGG CCTTC A-TATCACA- --TAACCCGG CATCATGGCG GCGTTTCTCG AGAACTCGTA CAGTCTGGTA GGAACACCTG
PT627 NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNTCCGCAC ATTACCAGAA GCCAGACGGG CATCATGGCG GCCTTCCTCG AGAACTCGTA CAGTCTGGTA GGAACACCTG
PT628 GCCTCGCAC ATTACCAGAA GCCAGACGGG CATCATGGCG GCCTTCCTCG AGAACTCGTA CAGTCTGGTA GGAACACCTG
KP125229 TGGATTCTGT ATACCTCGGG ACCATCGCAT A-TACCAGA- GCCAGACGGG CATCATGGCG GCCTTCCTCG AGAACTCGTA CAGTCTGGTA GGAACACCTG
KP125230 TGGATACTGT ATATCTCGGG ACCATCGCAT A-TACCAGA- GCCAGACGGG CATCATGGCG GCCTTCCTCG AGAACTCGTA CAGTCTGGTA GGAACACCTG
KP125233 TGGATACTGT ATACCTCGGG ACCAACGCAT A-TACCAGA- GCCAGAAGGG CATCATGGCG GCTTTCCTCG AGAACTCGTA CAGTCTGGTA GGAACACCTG
KP125234 TGGATACTGT ATACCTCGGG ACCATCGCAT A-TACCAGA- GCCAGACGGG CATCATGGCG GCCTTCCTCG AGAACTCGTA CAGTCTGGTA GGAACACCTG
KP125238 TGGATACTGT ATACCTCGGG ACCATCGCAT A-TACCAGA- GCCAGACGGG CATCATGGCG GCTTTCCTCG AGAACTCGTA CAGTCTGGTA GGAACACCTG
KP125249 TGGATTCTGT ATACCTCGGG ACCATCGCAT A-TACCAGA- GCCAGACGGG CATCATGGCG GCCTTCCTCG AGAACTCGTA CAGTCTGGTA GGAACACCTG
KP125255 TGGATACTGT ATATCTCGGG ACCATCGCAC AT-ACCAGA- GCCAGACGGG CATCATGGCG GCCTTCCTCG AGAACTCGTA CAGTCTGGTA GGAACACCTG
KP125264 TGGATACTGT ATACCTCGGG ACCATCGCAT A-TACCAGA- GCCAGACGGG CATCATGGCG GCTTTCCTCG AGAACTCGTA CAGTCTGGTA GGAACACCTG
KP125227 TGGAGACTGT GTAGCTTGGG GCCATTGCAT A-CATCAGA- GCCAGACGGG CACCATGGCG GCCTTCCTCG AGAACTCGTA CAGCCTGGTA GGAACACCTG
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PT574 GCAGTGGGTC TGGGGACATG GGGAAGCTGA CGGAGAACAA CAGGTGCATC AGGACARATGC TGCCGACGTA CCATCACAGA ATGAGCTGAA GAACGCTCTG
PT575 GCAGTGGGTC TGGGGACATG GG GCTGA CGGAG. CAGGTGCATC AGGACAATGC TGCCGACGTA CCATCACAGA ATGAGCTGAA GAACGCTCTG
PT579 GCAGTGGGTC TGGGGACATG GGGAAGCTGA CGGAGAACAA CAGGTGCACC AGGACARATGC TGCCGACGTA CCATCACAGA ATGAGCTGAA GAACGCTCTG
PT580 GCAGTGGGTC TGGGGACATG GG GCTGA CGGAG. CAGGTGCACC AGGACAATGC TGCCGACGTA CCATCACAGA ATGAGCTGAA GAACGCTCTG
PT583 GCAG---GTC -GTGGGTATG GGGAAGCTGA CGGGCAACAC CAGGTGCACC AGGACAATGC CGCCGACGTA CCATCACAGA ACGAGCTCAA GAATGCTCTG
PT585 GCAGTGGGTC TGGGGACATG GGGAAGCTGA CGGAGAACAA CAGGTGCACC AGGACAATGC TGCCGACGTA CCATCACAGA ATGAGCTGAA GAACGCTCTG
PT587 GCAGTGGGTC TGGGGACATG GG GCTGA CGGAG. CAGGTGCATC AGGACAATGC TGCCGACGTA CCATCACAGA ATGAGCTGAA GAACGCTCTG
PT589 GCAGTGGGTC TGGGGACATG GGGAAGCTGA CGGAGAACAA CAGGTGCACC AGGACAATGC TGCCGACGTA CCATCACAGA ATGAGCTGAA GAACGCTCTG
PT600 GCAGTGGGTC TGGGGACATG GGGAAGCTGA CGGAGAACAA CAGGTGCACC AGGACAATGC TGCCGATGTA CCATCACAGA ATGAGCTGAA GAACGCTCTG
PT603 GCAG---GTC -GTGGGTATG GGGAAGCTGA CGGGCAACAC CAGGTGCACC AGGACAATGC CGCCGACGTA CCATCACAGA ACGAGCTCAA GAATGCTCTG
PT604 GCAGTGGGTC TGGGGACATG GGGAAGCTGA CGGAGAACAA CAGGTGCACC AGGACAATGC TGCCGACGTA CCATCACAGA ATGAGCTGAA GAACGCTCTG
PT605 GCAGTGGGTC TGGGGACATG GGGAAGCTGA CGGAGAACAA CAGGTGCACC AGGACAATGC TGCCGACGTA CCATCACAGA ATGAGCTGAA GAACGCTCTG
PT606 GCAG---GTC -GTGGGTATG GGGAAGCTGA CGGGCAACAC CAGGTGCACC AGGACAATGC CGCCGACGTA CCATCACAGA ATGAGCTCAA GARATGCTCTG
PT608 GCAGTGGGTC TGGGGACATG GGGAAGCTGA CGGAGAACAA CAGGTGCACC AGGACAATGC TGCCGACGTA CCATCACAGA ATGAGCTGAA GAACGCTCTG
PT611 GCAGTGGGTC TGGGGACATG GGGAAGCTGA CGGAGAACAA CAGGTGCACC AGGACAATGC TGCCGACGTA CCATCACAGA ATGAGCTGAA GAACGCTCTG
PT612 GCAGTGGGTC TGGGGACATG GGGAAGCTGA CGGAGAACAA CAGGTGCACC AGGACAATGC TGCCGACGTA CCATCACAGA ATGAGCTGAA GAACGCTCTG
PT615 GCAGTGGGTC TGGGGACATG GG GCTGA CGGAG. CAGGTGCACC AGGACAATGC TGCCGACGTA CCATCACAGA ATGAGCTGAA GAACGCTCTG
PT616 GCAGTGGGTC TGGGGACATG GGGAAGCTGA CGGAGAACAA CAGGTGCATC AGGACAATGC TGCCGACGTA CCATCACAGA ATGAGCTGAA GAACGCTCTG
PT619 GCAG---GTC -GTGGGTATG GGGAAGCTGA CGGGCAACAC CAGGTGCACC AGGATAATGC TGCCGACGTA CCATCACAGA ACGAGCTCAA GAATGCTCTA
PT620 GCAGTGGGTC TGGGGACATG GGGAAGCTGA CGGAGAACAA CAGGTGCACC AGGACAATGC TGCCGACGTA CCATCACAGA ATGAGCTGAA GAACGCTCTG
PT621 GCAGTGGGTC TGGGGACATG GGGAAGCTGA CGGAGAACAA CAGGTGCATC AGGACAATGC TGCCGACGTA CCATCACAGA ATGAGCTGAA GAACGCTCTG
PT622 GCAGTGGGTC TGGGGACATG GGGAAGCTGA CGGAGAACAA CAGGTGCATC AGGACAATGC TGCCGACGTA CCATCACAGA ATGAGCTGAA GAACGCTCTG
PT623 GCAG---GTC -GTGGGTATG GGGAAGCTGA CGGGCAACAC TAGGTGCACC AGGACAATGC CGCCGACGTA CCATCACAGA ACGAGCTCAA GAATGCTCTG
PT625 GCAG---GTC -GTGGGTATG GGGAAGCTGA CGGGCAACAC TAGGTGCACC AGGACAATGC CGCCGACGTA CCATCACAGA ACGAGCTCAA GAATGCTCTG
PT626 GCAG---GTC -GTGGGTATG GGGAAGCTGA CGGGCAACAC TAGGTGCACC AGGACAATGC CGCCGACGTA CCATCACAGA ACGAGCTCAA GAATGCTCTG
PT627 GCAGTGGGTC TGGGGACATG GGGAAGCTGA CGGAGAACAA CAGGTGCACC AGGACAATGC TGCCGACGTA CCATCACAGA ATGAGCTGAA GAATGCTCTG
PT628 GCAGTGGGTC TGGGGACATG GGGAAGCTGA CGGAGAACAA CAGGTGCACC AGGACAATGC TGCCGACGTA CCATCACAGA ATGAGCTGAA GAATGCTCTG
KP125229 GCAGTGGGTC TGGGGACATG GGGAAGCTGA CGGAGAACAA CAGGTGCATC AGGACAATGC TGCCGACGTA CCATCACAGA ATGAGCTGAA GAACGCTCTG
KP125230 GCAGTGGGTC TGGGGACATG GGGAAGCTGA CGGAGAACAA CAGGTGCACC AGGACRATGC TGCCGACGTA CCATCACAGA ATGAGCTGAA GARATGCTCTG
KP125233 GCAGTGGGTC TGGGGACATG GGGAAGCTGA CGGAGAACAA CAGGTGCACC AGGACAATGC TGCCGACGTA CCATCACAGA ATGAGCTGAA GAACGCTCTG
KP125234 GCAGTGGGTC TGGGGACATG GGGAGGCTGA CGGAGAACAA CAGGTGCACC AGGACARATGC TGCCGACGTA CCATCACAGA ATGAGCTGAA GAACGCTCTG
KP125238 GCAGTGGGTC TGGGGACATG GGGAAGCTGA CGGAGAACAA CAGGTGCACC AGGACAATGC TGCCGACGTA CCATCACAGA ATGAGCTGAA GAACGCTCTG
KP125249 GCAGTGGGTC TGGGGACATG GGGAAGCTGA CGGAGAACAA CAGGTGCATC AGGACAATGC TGCCGACGTA CCATCACAGA ATGAGCTGAA GAACGCTCTG
KP125255 GCAGTGGGTC TGGGGACATG GGGAAGCTGA CGGAGAACAA CAGGTGCACC AGGACAATGC TGCCGACGTA CCATCACAGA ATGAGCTGAA GAATGCTCTG
KP125264 GCAGTGGGTC TGGGGACATG GGGAAGCTGA CGGAGAACAA CAGGTGCACC AGGACAATGC TGCCGACGTA CCATCACAGA ATGAGCTGAA GAATGCTCTG
KP125227 GCAGTGGGTC TGGGGCTATG GGGAAGCTGA CGGAGAGCAA CAGGTGCACC AGGACAATGC TGCCGACGTA CCCTCACAGA ATGAGCTCAA GAACGCTCTG
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PT574 GAARAGGGCA GCGATGAGCA GAAGATCGAG ACTATGGTGC GCTCTTGCAA TTGCAGTGCC CCGCGATGGT GGTAGTGAAT GCGACCGTCT GACAGCTTTG
PT575 GAARAGGGCA GCGATGAGCA GAAGATCGAG ACTATGGTGC GCTCTTGCAA TTGCAGTGCC CCGCGATGGT GGTAGTGAAT GCGACCGTCT GACAGCTTTG
PT579 GAAAAGGGCA GCGATGAGCA GAAGATCGAG ACTATGGTGC GCTCTTGCAA TTGCAGTGCC CCGCGATGGT GGTAGTGAAT GCGACCGTCT GACAGCTTTG
PT580 GAARAGGGCA GCGATGAGCA GAAGATCGAG ACTATGGTGC GCTCTTGCAA TTGCAGTGCC CCGCGATGGT GGTAGTGAAT GCGACCGTCT GACAGCTTTG
PT583 GAGAAGGGCA GCGATGAGCA GAAGATCGAG ACTATGGTGC GCTCCCGCAA TGGCACTGCC CCGCCTCGCT G------. AAT GCGACCGTCT GACAGCTCTG
PT585 GAAARAGGGCA GCGATGAGCA GAAGATCGAG ACTATGGTGC GCTCTTGCAA TTGCAGTGCC CCGCGATGGT GGTAGTGAAT GCGACCGTCT GACAGCTTTG
PT587 GAARAGGGCA GCGATGAGCA GAAGATCGAG ACTATGGTGC GCTCTTGCAA TTGCAGTGCC CCGCGATGGT GGTAGTGAAT GCGACCGTCT GACAGCTTTG
PT589 GAAARAGGGCA GCGATGAGCA GAAGATCGAG ACTATGGTGC GCTCTTGCAA TTGCAGTGCC CCGCGATGGT GGTAGTGAAT GCGACCGTCT GACAGCTTTG
PT600 GAARAGGGCA GCGATGAGCA GAAGATCGAG ACTATGGTGC GCTCTTGCAA TTGCAGTGCC CCGCGATGGT GGTAGTGAAT GCGACCGTCT GACAGCTTTG
PT603 GAGAAGGGCA GCGATGAGCA GAAGATCGAG ACTATGGTGC GCTCCCGCAA TGGCACTGCC CCGCCTCGCT G------. AAT GCGACCGTCT GACAGCTCTG
PT604 GAAAAGGGCA GCGATGAGCA GAAGATCGAG ACTATGGTGC GCTCTTGCAA TTGCAGTGCC CCGCGATGGT GGTAGTGAAT GCGACCGTCT GACAGCTTTG
PT605 GAARAGGGCA GCGATGAGCA GAAGATCGAG ACTATGGTGC GCTCTTGCAA TTGCAGTGCC CCGCGATGGT GGTAGTGAAT GCGACCGTCT GACAGCTTTG
PT606 GAGAAGGGCA GCGATGAGCA GAAGATCGAG ACTATGGTGC GCTCCCGCAA TGGCACTGCC CCGCCTCGCT G------ AAT GCGACCGTCT GACAGCTCTG
PT608 GAARAGGGCA GCGATGAGCA GAAGATCGAG ACTATGGTGC GCTCTTGCAA TTGCAGTGCC CCGCGATGGT GGTAGTGAAT GCGACCGTCT GACAGCTTTG
PT611 GAARAGGGCA GCGATGAGCA GAAGATCGAG ACTATGGTGC GCTCTTGCAA TTGCAGTGCC CCGCGATGGT GGTAGTGAAT GCGACCGTCT GACAGCTTTA
PT612 GAAARAGGGCA GCGATGAGCA GAAGATCGAG ACTATGGTGC GCTCTTGCAA TTGCAGTGCC CCGCGATGGT GGTAGTGAAT GCGACCGTCT GACAGCTTTG
PT615 GAARAGGGCA GCGATGAGCA GAAGATCGAG ACTATGGTGC GCTCTTGCAA TTGCAGTGCC CCGCGATGGT GGTAGTGAAT GCGACCGTCT GACAGCTTTG
PT616 GAARAGGGCA GCGATGAGCA GAAGATCGAG ACTATGGTGC GCTCTTGCAA TTGCAGTGCC CCGCGATGGT GGTAGTGAAT GCGACCGTCT GACAGCTTTG
PT619 GAGAAGGGCA GCGATGAGCA GAAGATCGAG ACTATGGTGC GCTCCCGCAA TGGCACTGCC CCGCCTCGCT G------. AAT GCGACCGTCT GACAGCTCTG
PT620 GAARAGGGCA GCGATGAGCA GAAGATCGAG ACTATGGTGC GCTCTTGCAA TTGCAGTGCC CCGCGATGGT GGTAGTGAAT GCGACCGTCT GACAGCTTTG
PT621 GAAAAGGGCA GCGATGAGCA GAAGATCGAG ACTATGGTGC GCTCTTGCAA TTGCAGTGCC CCGCGATGGT GGTAGTGAAT GCGACCGTCT GACAGCTTTG
PT622 GAARAGGGCA GCGATGAGCA GAAGATCGAG ACTATGGTGC GCTCTTGCAA TTGCAGTGCC CCGCGATGGT GGTAGTGAAT GCGACCGTCT GACAGCTTTG
PT623 GAGAAGGGCA GCGATGAGCA GAAGATCGAG ACTATGGTGC GCTCCCGCAA TGGCACTGCC CCGCCTCGCT T GCGACCGTCT GACAGCTCTG
PT625 GAGAAGGGCA GCGATGAGCA GAAGATCGAG ACTATGGTGC GCTCCCGCAA TGGCACTGCC CCGCCTCGCT GCGACCGTCT GACAGCTCTG
PT626 GAGAAGGGCA GCGATGAGCA GAAGATCGAG ACTATGGTGC GCTCCCGCAA TGGCACTGCC CCGCCTCGCT GCGACCGTCT GACAGCTCTG
PT627 GAARAGGGCA GCGATGAGCA GAAGATCGAG ACTATGGTGC GCTCTTACAA TTGCAGTGCC CCGCGATGGT GGTAGTGAAT GCGACCGTCT GACAGCTTTG
PT628 GAARAGGGCA GCGATGAGCA GAAGATCGAG ACTATGGTGC GCTCTTACAA TTGCAGTGCC CCGCGATGGT GGTAGTGAAT GCGACCGTCT GACAGCTTTG
KP125229 GAARAGGGCA GCGATGAGCA GAAGATCGAG ACTATGGTGC GCTCTTGCAA TTGCAGTGCC CCGCGATGGT GGTAGTGAAT GCGACCGTCT GACAGCTTTG
KP125230 GAARAGGGCA GCGATGAGCA GAAGATCGAG ACTATGGTGC GCTCTTGCAA TTGCAGTGCC CCGCGATGGT GGTAGTGAAT GCGACCGTCT GACAGCTTTG
KP125233 GAARAGGGCA GCGATGAGCA GAAGATCGAG ACTATGGTGC GCTCTTGCAA TTGCAGTGCC CCGCGATGGT GGTAGTGAAT GCGACCGTCT GACAGCTTTG
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GARAAGGGCA
GAARAGGGCA

CAGAAGARAGA
CAGAAGAAGA
CAGAAGARAGA

CAGAAGAAGA
CAGAARGARAGA
CAGAAGAAGA

CAGAAGARAGA
CAGAAGAAGA
CAGAAGAAGA

CAGAAGAAGA
CAGAAGAAGA
CAGAAGAAGA
CAGAAGAAGA
CAGAAGAAGA
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AGAAGCTCAT
AGAAGCTCAT
AGAAGCTCAT
AGAAGCTCAT
AGAAGCTCAT
AGAAGCTCAT
AGAAGCTCAT
AGAAGCTCAT
AGAAGCTCAT
AGAAGCTCAT
AGAAGCTCAT
AGAAGCTCAT
AGAAGCTCAT
AGAAGCTCAT
AGAAGCTCAT
AGAAGCTCAT
AGAAGCTCAT
AGAAGCTCAT
AGAAGCTCAT
AGAAGCTCAT
AGAAGCTCAT
AGAAGCTCAT
AGAAGCTCAT
AGAAGCTCAT
AGAAGCTCAT
AGAAGCTCAT
AGAAGCTCAT
AGAAGCTCAT
AGAAGCTCAT
AGAAGCTCAT
AGAAGCTCAT
AGAAGCTCAT
AGAAGCTCAT
AGAAGCTCAT
AGAAGCTCAT
AGAAGCTCAT

505
CGCCGAGTGC
CGCCGAGTGC
CGCCGAGTGC
CGCCGAGTGC
TACCACATGA
CGCCGAGTGC
CGCCGAGTGC
CGCCGAGTGC
CGTCGAGTGC
TACCACATGA
TACCGAGTGC
CGCCGAGTGC
TACCACATGA
CGCCGAGTGC
CGCCGAGTGC
TACCGAGTGC
CGCCGAGTGC
CGCCGAGTGC
TACCACATGA
TACCGAGTGC
CGCCGAGTGC
CGCCGAGTGC
TACCACATGA
TACCACATGA
TACCACATGA
CGCCGAGTGC
CGCCGAGTGC
CGCCGAGTGC
CGCCGAGTGC
CGCCGAGTGC
CGCCGAGTGC
TACCGAGTGC
CGCCGAGTGC
CGCCGAGTGC
CGCCGAGTGC
CGTCGAGCGC

GCGATGAGCA
GCGATGAGCA
GCGATGAGCA
GCGATGAGCA
GCGATGAGCA
GCGATGAGCA
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TCCTCTCGAT
TCCTCTCGAT
TCCTCTCGAT
TCCTCTCGAT
TTCTCTCGAT
TCCTCTCGAT
TCCTCTCGAT
TCCTCTCGAT
TCCTCTCGAT
TTCTCTCGAT
TCCTCTCGAT
TCCTCTCGAT
TCCTCTCGAT
TCCTCTCGAT
TCCTCTCGAT
TCCTCTCGAT
TCCTCTCGAT
TCCTCTCGAT
TCCTCTCGAT
TCCTCTCGAT
TCCTCTCGAT
TCCTCTCGAT
TTCTCTCGAT
TTCTCTCGAT
TTCTCTCGAT
TCCTCTCGAT
TCCTCTCGAT
TCCTCTCGAT
TCCTCTCGAT
TCCTCTCGAT
TCCTCTCGAT
TCCTCTCGAT
TCCTCTCGAT
TCCTCTCGAT
TCCTCTCGAT
TCCTCTCCAT
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GTACTTCTTC
GTACTTCTTC
GTACTTCTTC
GTACTTCTTC
GTACTTCTTC
GTACTTCTTC
GTACTTCTTC
GTACTTCTTC
GTACTTCTTC
GTACTTCTTC
GTACTTCTTC
GTACTTCTTC
GTACTTCTTC
GTACTTCTTC
GTACTTCTTC
GTACTTCTTC
GTACTTCTTC
GTACTTCTTC
GTACTTCTTC
GTACTTCTTC
GTACTTCTTC
GTACTTCTTC
GTACTTCTTC
GTACTTCTTC
GTACTTCTTC
GTACTTCTTC
GTACTTCTTC
GTACTTCTTC
GTACTTCTTC
GTACTTCTTC
GTACTTCTTC
GTACTTCTTC
GTACTTCTTC
GTACTTCTTC
GTACTTCTTC
GTACTTCTTC
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AACGGCTGCT
AACGGCTGCT
AACGGCTGCT
AACGGCTGCT
AGC--TTGCT
AACGGCTGCT
AACGGCTGCT
AACGGCTGCT
AACGGCTGCT
AGC--TTGCT
AACGGCTGCT
AACGGCTGCT
AGC--TTGCT
AACGGCTGCT
AACGGCTGCT
AACGGCTGCT
AACGGCTGCT
AACGGCTGCT
AGC--TTGCT
AACGGCTGCT
AACGGCTGCT
AACGGCTGCT
AGC--TTGCT
AGC--TTGCT
AGC--TTGCT
AACGGCTGCT
AACGGCTGCT
AACGGCTGCT
AACGGCTGCT
AACGGCTGCT
AACGGCTGCT
ARCGGCTGCT
ARCGGCTGCT
AACGGCTGCT
AACGGCTGCT
AACGGTTGCT

GAAGATCGAG
GAAGATCGAG
GAAGATCGAG
GAAGATCGAG
GAAGATCGAG
AAAGATCGAG
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TATGCTCAAT
TATGCTCARAT
TATGCTCAAT
TATGCTCARAT
TATGCTCAAT
TATGCTCAAT
TATGCTCARAT
TATGCTCAAT
TATGCTCARAT
TATGCTCAAT
TATGCTCAAT
TATGCTCARAT
TATGCTCAAT
TATGCTCARAT
TATGCTCAAT
TATGCTCAAT
TATGCTCARAT
TATGCTCAAT
TATGCTCARAT
TATGCTCAAT
TATGCTCAAT
TATGCTCARAT
TATGCTCAAT
TATGCTCARAT
TATGCTCAAT
TATGCTCAAT
TATGCTCAAT
TATGCTCAAT
TATGCTCAAT
TATGCTCAAT
TATGCTCAAT
TATGCTCAAT
TATGCTCAAT
TATGCTCAAT
TATGCTCAAT
CATGCTCAAT

425
TTCGAGGTAT
TTCGAGGTAT
TTCGAGGTAT
TTCGAGGTAT
TTCGAGGTCT
TTCGAGGTAT
TTCGAGGTAT
TTCGAGGTAT
TTCGAGGTAT
TTCGAGGTCT
TTCGAGGTAT
TTCGAGGTAT
TTCGAGGTCT
TTCGAGGTAT
TTCGAGGTAT
TTCGAGGTAT
TTCGAGGTAT
TTCGAGGTAT
TTCGAGGTCT
TTCGAGGTAT
TTCGAGGTAT
TTCGAGGTAT
TTCGAGGTCT
TTCGAGGTCT
TTCGAGGTCT
TTCGAGGTAT
TTCGAGGTAT
TTCGAGGTAT
TTCGAGGTAT
TTCGAGGTAT
TTCGAGGTAT
TTCGAGGTAT
TTCGAGGTAT
TTCGAGGTAT
TTCGAGGTAT
TTCGAGGTAT
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-GACTGTGCT
-GACTGTGCT
-GACTGTGCT
-GACTGTGCT
-AACTGGCAT
-GACTGTGCT
-GACTGTGCT
-GACTGTGCT
-GACTGTGCT
-AACTGGCAT
-GACTGTGCT
-GACTGTGCT
-AATCGATAC
-GACTGTGCT
-GACTGTGCT
-GACTGTGCT
-GACTGTGCT
-GACTGTGCT
-AATCGATAC
-GACTGTGCT
-GACTGTGCT
-GACTGTGCT
-AACTGGCAT
-AARCTGGCAT
-AACTGGCAT
-GACTGTGCT
-GACTGTGCT
-GACTGTGCT
-GACTGTGCT
-GACTGTGCT
-GACCGTGCT
-GACTGTGCT
-GACTGTGCT
-GACTGTGCT
-GACTGTGCT
-GACTGTGCT

ACTATGGTGC
ACTATGGTGC
ACTATGGTGC
ACTATGGTGC
ACTATGGTGC
ACTATGGTGC
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GGCGACCCCC
GGCGACCcCCC
GGCGACCCCcC
GGCGACCcCCcC
GGCGACCCCC
GGCGACCcCcC
GGCGACCcCcCC
GGCGACCcCcC
GGCGACCcCCC
GGCGACCCCC
GGCGACCCCcC
GGCGACCcCCC
GGCGACCCCC
GGCGACCcCCC
GGCGACCCCcC
GGCGACCCCC
GGCGACCcCCC
GGCGACCCCcC
GGCGACCcCCC
GGCGACCCCC
GGCGACCCCC
GGCGACCcCCC
GGCGACCCCcC
GGCGACCCCC
GGCGACCCCC
GGCGACCCCC
GGCGACCCCC
GGCGACCCCC
GGCGACCCCC
GGCGACCCCC
GGCGACCCCC
GGCGACCCcCC
GGCGACCCCC
GGCGACCcCCC
GGCGACCCCC
GGCGATCCCC
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GCCCCAAGCA
GCCCCAAGCA
GCCCCAAGCA
GCCCCAAGCA
GCCCCAAGCA
GCCCCAAGCA
GCCCCAAGCA
GCCCCAAGCA
GCCCCAAGCA
GCCCCAAGCA
GCCCCAAGCA
GCCCCAAGCA
GCCCCAAGCA
GCCCCAAGCA
GCCCCAAGCA
GCCCCAAGCA
GCCCCAAGCA
GCCCCAAGCA
GCCCCAAGCA
GCCCCAAGCA
GCCCCAAGCA
GCCCCAAGCA
GCCCCAAGCA
GCCCCAAGCA
GCCCCAAGCA
GCCCCAAGCA
GCCCCAAGCA
GCCCCAAGCA
GCCCCAAGCA
GCCCCAAGCA
GCCCCAAGCA
GCCCCAAGCA
GCCCCAAGCA
GCCCCAAGCA
GCCCCAAGCA
GCCCCAAGCA
R

535
AGTAATGCGA
AGTAATGCGA
AGTAATGCGA
AGTAATGCGA
AGTAATGCGA
AGTAATGCGA
AGTAATGCGA
AGTAATGCGA
AGTAATGCGA
AGTAATGCGA
AGTAATGCGA
AGTAATGCGA
AGTAATGCGA
AGTAATGCGA
AGTAATGCGA
AGTAATGCGA
AGTAATGCGA
AGTAATGCGA
AGTAATGCGA
AGTAATGCGA
AGTAATGCGA
AGTAATGCGA
AGTAATGCGA
AGTAATGCGA
AGTAATGCGA
AGTAATGCGA
AGTAATGCGA
AGTAATGCGA
AGTAATGCGA
AGTAATGCGA
AGTAATGCGA
AGTAATGCGA
AGTAATGCGA
AGTAATGCGA
AGTAATGCGA
AGCAATGCGA

GCTCTTGCARAA
GCTCTTGCAA
GCTCTTGCARA
GCTCTTACAA
GCTCTTACAA
GCTCTTGCRA

345
AGGCCGGTTT
AGGCCGGTTT
AGGCCGGTTT
AGGCCGGTTT
AGGCTGGCCT
AGGCCGGTTT
AGGCCGGTTT
AGGCCGGTTT
AGGCCGGTTT
AGGCTGGCCT
AGGCCGGCTT
AGGCCGGTTT
AGGCTGGCCT
AGGCCGGTTT
AGGCCGGTTT
AGGCCGGCTT
AGGCCGGTTT
AGGCCGGTTT
AGGCTGGCCT
AGGCCGGCTT
AGGCCGGTTT
AGGCCGGTTT
AGGCTGGCCT
AGGCTGGCCT
AGGCTGGCCT
AGGCCGGTTT
AGGCCGGTTT
AGGCCGGTTT
AGGCCGGTTT
AGGCCGGTTT
AGGCCGGTCT
AGGCCGGCTT
AGGCCGGTTT
AGGCCGGTTT
AGGCCGGTTT
AGGCCGGCTT

445
CGACGCTCAG
CGACGCTCAG
CGACGCTCAG
CGACGCTCAG
CGACGCCCAG
CGACGCTCAG
CGACGCTCAG
CGACGCTCAG
CGACGCTCAG
CGACGCCCAG
CGACGCTCAG
CGACGCTCAG
CGACGCCCAG
CGACGCTCAG
CGACGCTCAG
CGACGCTCAG
CGACGCTCAG
CGACGCTCAG
CGACGCCCAG
CGACGCTCAG
CGACGCTCAG
CGACGCTCAG
CGACGCCCAG
CGACGCCCAG
CGACGCCCAG
CGACGCTCAG
CGACGCTCAG
CGACGCTCAG
CGACGCTCAG
CGACGCTCAG
CGACGCTCAG
CGACGCTCAG
CGACGCTCAG
CGACGCTCAG
CGACGCTCAG
CGACGCTCAA

545
TTCGATTCGA
TTCGATTCGA
TTCGATTCGA
TTCGATTCGA
TTCGATTCGA
TTCGATTCGA
TTCGATTCGA
TTCGATTCGA
TTCGATTCGA
TTCGATTCGA
TTCGATTCGA
TTCGATTCGA
TTCGGTTCGA
TTCGATTCGA
TTCGATTCGA
TTCGATTCGA
TTCGATTCGA
TTCGATTCGA
TTCGGTTCGA
TTCGATTCGA
TTCGATTCGA
TTCGATTCGA
TTCGATTCGA
TTCGATTCGA
TTCGATTCGA
TTCGATTCGA
TTCGATTCGA
TTCGATTCGA
TTCGATTCGA
TTCGATTCGA
TTCGATTCGA
TTCGATTCGA
TTCGATTCGA
TTCGATTCGA
TTCGATTCGA
TCCGATTCGA

TTGCAGTGCC
TTGCAGTGCC
TTGCAGTGCC
TTGCAGTGCC
TTGCAGTGCC
TGGCACTGCC
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ACTCATGCAC
ACTCATGCAC
ACTCATGCAC
ACTCATGCAC
GCTCATGCAC
GCTCATGCAC
ACTCATGCAC
ACTCATGCAC
ACTCATGCAC
GCTCATGCAC
ACTCATGCAC
ACTCATGCAC
GCTCATGCAC
ACTCATGCAC
ACTCATGCAC
ACTCATGCAC
ACTCATGCAC
ACTCATGCAC
GCTCATGCAC
ACTCATGCAC
ACTCATGCAC
ACTCATGCAC
GCTCATGCAC
GCTCATGCAC
GCTCATGCAC
ACTCATGCAC
ACTCATGCAC
ACTCATGCAC
ACTCATGCAC
ACTCATGCAC
ACTCATGCAC
ACTCATGCAC
ACTCATGCAC
ACTCATGCAC
ACTCATGCAC
ACTCATGCAC

455
GGCARAGCTAC
GGCAAGCTAC
GGCRAGCTAC
GGCAAGCTAC
GGCAAGCTAA
GGCAAGCTAC
GGCARAGCTAC
GGCRAGCTAC
GGCARAGCTAC
GGCAAGCTAA
GGCARAGCTAC
GGCARAGCTAC
GGCAAGCTAA
GGCARAGCTAC
GGCAAGCTAC
GGCAAGCTAC
GGCAAGCTAC
GGCAAGCTAC
GGCAAGCTAA
GGCAAGCTAC
GGCAAGCTAC
GGCAAGCTAC
GGCAAGCTAA
GGCAAGCTAA
GGCAAGCTAA
GGCAAGCTAC
GGCAAGCTAC
GGCAAGCTAC
GGCAAGCTAC
GGCAAGCTAC
GGCAAGCTAC
GGCAAGCTAC
GGCAAGCTAC
GGCAAGCTAC
GGCAAGCTAC
GGCAAGCTAC

Sl
555
CCTGCAGGCG
CCTGCAGGCG
CCTGCAGGCG
CCTGCAGGCG
CTTGCAGGCG
CCTGCAGGCG
CCTGCAGGCG
CCTGCAGGCG
CCTGCAGGCG
CTTGCAGGCG
CCTGCAGGCG
CCTGCAGGCG
CTTGCAGGCG
CCTGCAGGCG
CCTGCAGGCG
CCTGCAGGCG
CCTGCAGGCG
CCTGCAGGCG
CTTGCAGGCG
CCTGCAGGCG
CCTGCAGGCG
CCTGCAGGCG
CTTGCAGGCG
CTTGCAGGCG
CTTGCAGGCG
CCTGCAGGCG
CCTGCAGGCG
CCTGCAGGCG
CCTGCAGGCG
CCTGCAGGCG
CCTGCAGGCG
CCTGCAGGCG
CCTGCAGGCG
CCTGCAGGCG
CCTGCAGGCG
CTTGCAGGCG

84

CCGCGATGGT
CCGCGATGGT
CCGCGATGGT
CCGCGATGGT
CCGCGATGGT
CCGCCATGGT

365
ATTATCCGAT
ATTATCCGAT
ATTATCCGAT
ATTATCCGAT
ATTATCCGAT
ATTATCCGAT
ATTATCCGAT
ATTATCCGAT
ATTATCCGAT
ATTATCCGAT
ATTATCCGAT
ATTATCCGAT
ATTATCCGAT
ATTATCCGAT
ATTATCCGAT
ATTATCCGAT
ATTATCCGAT
ATTATCCGAT
ATCATCCGAT
ATTATCCGAT
ATTATCCGAT
ATTATCCGAT
ATTATCCGAT
ATTATCCGAT
ATTATCCGAT
ATTATCCGAT
ATTATCCGAT
ATTATCCGAT
ATTATCCGAT
ATTATCCGAT
ATTATCCGAT
ATTATCCGAT
ATTATCCGAT
ATTATCCGAT
ATTATCCGAT
ATTATCCGAT

465
GGCAGGAATG
GGCAGGAATG
GGCAGGAATG
GGCAGGAATG
GGCAGGAGTG
GGCAGGAATG
GGCAGGAATG
GGCAGGARATG
GGCAGGAATG
GGCAGGAGTG
GGCAGGAATG
GGCAGGAATG
GGCAGGAGTG
GGCAGGAATG
GGCAGGAATG
GGCAGGAATG
GGCAGGAATG
GGCAGGAATG
GGCAGGAGTG
GGCAGGAATG
GGCAGGAATG
GGCAGGAATG
GGCAGGAGTG
GGCAGGAGTG
GGCAGGAGTG
GGCAGGAATG
GGCAGGAATG
GGCAGGRATG
GGCAGGAATG
GGCAGGRATG
GGCAGGAATG
GGCAGGAATG
GGCAGGAATG
GGCAGGAATG
GGCAGGAATG
GGCAGGAATG

565
CCCAACGAAT
CCCAACGAAT
CCCAACGAAT
CCCAACGAAT
CCTAACGAAT
CCCAACGAAT
CCCAACGARAT
CCCAACGARAT
CCCAACGAAT
CCARAACGAAT
CCCAACGAAT
CCCAACGARAT
CCCAACGARAT
CCCAACGAAT
CCCAACGARAT
CCCAACGAAT
CCCAACGARAT
CCCAACGARAT
CCCAACGAAT
CCCAACGARAT
CCCAACGAAT
CCCAACGAAT
CCTAACGAAT
CCTAACGAAT
CCTAACGAAT
CCCAACGAAT
CCCAACGARAT
CCCAACGARAT
CCCAACGAAT
CCCAACGARAT
CCCAACGAAT
CCCAACGARAT
CCCAACGARAT
CCCAACGAAT
CCCAACGARAT
CCCAACGAAT

GGTAGTGAAT
GGTAGTGAAT
GGTAGTGAAT
GGTAGTGAAT
GGTAGTGAAT
GGTGGTAAAT
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TCGTCATGCC
TCGTCATGCC
TCGTCATGCC
TCGTCATGCC
TCGTCATGCC
TTGTCATGCC
TCGTCATGCC
TTGTCATGCC
TCGTCATGCC
TCGTCATGCC
TCGTCATGCC
TTGTCATGCC
TCGTCATGCC
TCGTCATGCC
TCGTCATGCC
TCGTCATGCC
TCGTCATGCC
TCGTCATGCC
TCGTCATGCC
TCGTCATGCC
TCGTCATGCC
TCGTCATGCC
TCGTCATGCC
TCGTCATGCC
TCGTCATGCC
TCGTCATGCC
TCGTCATGCC
TCGTCATGCC
TCGTCATGCC
TTGTCATGCC
TCGTCATGCC
TCGTCATGCC
TCGTCATGCC
TCGTCATGCC
TCGTCATGCC
TCGTCATGCC

475
GATTCTCGTC
GATTCTCGTC
GATTCTCGTC
GATTCTCGTC
GATTCTCGTC
GATTCTCGTC
GATTCTCGTC
GATTCTCGTC
GATTCTCGTC
GATTCTCGTC
GATTCTCGTC
GATTCTCGTC
GATTCTCGTC
GATTCTCGTC
GATTCTCGTC
GATTCTCGTC
GATTCTCGTC
GATTCTCGTC
GATTCTCGTC
GATTCTCGTC
GATTCTCGTC
GATTCTCGTC
GATTCTCGTC
GATTCTCGTC
GATTCTCGTC
GATTCTCGTC
GATTCTCGTC
GATTCTCGTC
GATTCTCGTC
GATTCTCGTC
GATTCTCGTC
GATTCTCGTC
GATTCTCGTC
GATTCTCGTC
GATTCTCGTC
GATTCTCGTC
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ACGTACGAGG
ACGTACGAGG
ACGTACGAGG
ACGTACGAGG
ACGTACGAGG
ACGTACGAGG
ACGTACGAGG
ACGTACGAGG
ACGTACGAGG
ACGTACGAGG
ACGTACGAGG
ACGTACGAGG
ACGTACGAGG
ACGTACGAGG
ACGTACGAGG
ACGTACGAGG
ACGTACGAGG
ACGTACGAGG
ACGTACGAGG
ACGTACGAGG
ACGTACGAGG
ACGTACGAGG
ACGTACGAGG
ACGTACGAGG
ACGTACGAGG
ACGTACGAGG
ACGTACGAGG
ACGTACGAGG
ACGTACGAGG
ACGTACGAGG
ACGTACGAGG
ACGTACGAGG
ACGTACGAGG
ACGTACGAGG
ACGTACGAGG
ACGTACGGGG

GCGACCGTCT
GCGACCGTCT
GCGACCGTICT
GCGACCGTCT
GCGACCGTCT
GCGACCCTCT

385
CAGCARAGTCG
CAGCAAGTCG
CAGCARAGTCG
CAGCAAGTCG
CAGCRAGTCG
CAGCAAGTCG
CAGCAAGTCG
CAGCARAGTCG
CAGCAAGTCG
CAGCAAGTCG
CAGCARAGTCG
CAGCAAGTCG
CAGCRAGTCG
CAGCAAGTCG
CAGCARAGTCG
CAGCAAGTCG
CAGCAAGTCG
CAGCAAGTCG
CAGCAAGTCG
CAGCAAGTCG
CAGCARAGTCG
CAGCARAGTCG
CAGCARAGTCG
CAGCAAGTCG
CAGCRAGTCG
CAGCRAGTCG
CAGCAAGTCG
CAGCRAGTCG
CAGCAAGTCG
CAGCRAGTCG
CAGCRAGTCG
CAGCAAGTCG
CAGCRAGTCG
CAGCRAGTCG
CAGCRAGTCG
CAGCRAGTCG

485
TGGTAGGACA
TGGTAGGATA
TGGTAGGACA
TGGTAGGACA
TGGTGAGTTC
TGGTAGGACA
TGGTAGGACA
TGGTAGGACA
TGGTAGGACA
TGGTGAGTTC
TGGTAGGACA
TGGTAGGACA
TGGTGAGTTC
TGGTAGGACA
TGGTAGGACA
TGGTAGGACA
TGGTAGGACA
TGGTAGGATA
TGGTGAGTTC
TGGTAGGACA
TGGTAGGACA
TGGTAGGACA
TGGTGAGTTC
TGGTGAGTTC
TGGTGAGTTC
TGGTAGGACA
TGGTAGGACA
TGGTAGGACA
TGGTAGGACA
TGGTAGGACA
TGGTAGGACA
TGGTAGGACA
TGGTAGGACA
TGGTAGGACA
TGGTAGGACA
TGGTAGGACA

585

AAACACATTG
AAACACATTG
AAACACATTG
AAACACATTG
AAACACATTG
AAACACATTG
AAACACATTG
AAACACATTG
AAACACATTG
AAACACATTG
AAACACATTG
AAACACATTG
AAACACATTG
AAACACATTG
AAACACATTG
AAACACATTG
AAACACATTG
AAACACATTG
AAACACATTG
AAACACATTG
AAACACATTG
AAACACATTG
AAACACATTG
AAACACATTG
AAACACATTG
AAACACATTG
AAACACATTG
AAACACATTG
AAACACATTG
AAACACATTG
AAACACATTG
AAACACATTG
AAACACATTG
AAACACATTG
AAACACATTG
AAACACATTG

GACAGCTTTG
GACAGCTTTG
GACAGCTTTG
GACAGCTTTG
GACAGCTTTG
GACAGCTTTG
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AAGCCGCTCA
AAGCCGCTCA
AAGCCGCTCA
AAGCCGCTCA
AAGCCGCTCA
AAGCCGCTCA
AAGCCGCTCA
AAGCCGCTCA
AAGCCGCTCAR
AAGCCGCTCA
AAGCCGCTCA
AAGCCGCTCA
AAGCCGCTCA
AAGCCGCTCA
AAGCCGCTCA
AAGCCGCTCA
AAGCCGCTCA
AAGCCGCTCA
AAGCCGCTCA
AAGCCGCTCA
AAGCCGCTCA
ARGCCGCTCA
AAGCCGCTCA
AAGCCGCTCA
AAGCCGCTCA
AAGCCGCTCA
AAGCCGCTCA
AAGCCGCTCA
AAGCCGCTCA
AAGCCGCTCA
AAGCCGCTCA
AAGCCGCTCA
AAGCCGCTCA
ARGCCGCTCA
AAGCCGCTCA
AAGCCGCTCA

495
TGATGCC-AA
TGATGCC-AA
TGATGCC-AA
TGATGCC-AA
ARAAGAC-TA
TGATGCC-AA
TGATGCC-AA
TGATGCC-AA
TGATGCC-AA
AAAAGAC-TA
TGATACCCAA
TGATGCC-AG
ARRATAC-TG
TGATGCC-AA
TGATGCC-AA
TGATACCCAA
TGATGCC-AA
TGATGCC-AA
AARATAC-TA
TGATACCCAA
TGATGCC-AA
TGATGCC-AA
ARAAGAC-TA
AAAAGAC-TA
ARAAGAC-TA
TGATGCC-AA
TGATGCC-AA
TGATGCC-AA
TGATGCC-AA
TGATGCC-AA
TGATGCC-AA
TGATACCCARA
TGATGCC-AA
TGATGCC-AA
TGATGCC-AA
TGCTGGC-AA

Fr |
595
CGCTTCGTGT
CGCTTCGTGT
CGCTTCGTGT
CGCTTCGTGT
CGCTTCGTGT
CGCTTCGTGT
CGCTTCGTGT
CGCTTCGTGT
CGCTTCGTGT
CGCTTCGTGT
CGCTTCGTGT
CGCTTCGTGT
CGCTTCGTGT
CGCTTCGTGT
CGCTTCGTGT
CGCTTCGTGT
CGCTTCGTGT
CGCTTCGTGT
CGCTTCGTGT
CGCTTCGTGT
CGCTTCGTGT
CGCTTCGTGT
CGCTTCGTGT
CGCTTCGTGT
CGCTTCGTGT
CGCTTCGTGT
CGCTTCGTGT
CGCTTCGTGT
CGCTTCGTGT
CGCTTCGTGT
CGCTTCGTGT
CGCTTCGTGT
CGCTTCGTGT
CGCTTCGTGT
CGCTTCGTGT
CGCTTCGTGT




B B T e L B I e I B I L R BRI I B I B R |
605 615 625 635 645 655 66 675 685 695

5

PT574 AGGATACACC AAGCCACCAC CCC---GGAC ATTGCTGATG CACGCAACAG AACCAAGCTA CGAGATGCTG AACTTGTCGA GCCCCTACTA CGTAAGAGCC
PT575 AGGATACACC AAGCCACCAC CCC---GGAC ATTGCTGATG CACGCAACAG AACCAAGCTA CGAGATGCTG AACTTGTCGA GCCCCTACTA CGTAAGAGCC
PT579 AGGATACACC AAGCCACCAC CCCC--GGAC ATTGCTGATG CACGCAACAG AACCAAGCTA CGAGATGCTG AACTTGTCGA GCCCCTACTA CGTAAGAGCC
PT580 AGGATACACC AAGCCACCAC CCCC--GGAC ATTGCTGATG CACGCAACAG AACCAAGCTA CGAGATGCTG AACTTGTCGA GCCCCTACTA CGTAAGAGCC
PT583 AGGATCCTCC ACGACACCTT CCC---GAGC ATTGCTGATA GTCGGAACAG AACCAAGCTA CGAGACGCTG AGCTTGTAGA GCCTCTACTA CGTAAGAATG
PT585 AGGATACACC AAGCCACCAC CCCC--GGAC ATTGCTGATG CACGCAACAG AACCAAGCTA CGAGATGCTG AACTTGTCGA GCCCCTACTA CGTAAGAGCC
PT587 AGGATACACC AAGCCACCAC CCC---GGAC ATTGCTGATG CACGCAACAG AACCAAGCTA CGAGATGCTG AACTTGTCGA GCCCCTACTA CGTAAGAGCC
PTS89 AGGATACACC AAGCCATCAC ATTGCTGATG CATGCAACAG AACCAAGCTA CGAGATGCTG AACTTGTCGA GCCCCTACTA CGTAAGAGCC
PT600 AGGATACACC AAGCCATCAC ATTGCTGATG CATGCAACAG AACCAAGCTA CGAGATGCTG AACTTGTCGA GCCCCTACTA CGTAAGAGGC
PT603 AGGATCCTCC ACGACACCTT CCC---GAGC ATTGCTGATA GTCGGAACAG AACCAAGCTA CGAGACGCTG AGCTTGTAGA GCCTCTACTA CGTAAGAATA
PT604 AGGATACACC AAGCCATCAC CCC---GGAC ATTGCTGATG CATGCAACAG AACCAAGCTA CGAGATGCTG AACTTGTCGA GCCCCTACTA CGTAAGAGCC
PT605 AGGATACACC AAGCCATCAC CCC---GGAC ATTGCTGATG CATGCAACAG AACCAAGCTA CGAGATGCTG AACTTGTCGA GCCCCTACTA CGTAAGAGCC
PT606 AGGATCCTCC ACGACACCTT CCC---GAGC ATTGCTGATA GTCGGAACAG AACCAAGCTA CGAGACGCTG AGCTTGTAGA GCCTCTACTA CGTAAGAATG
PT608 AGGATACACC AAGCCACCAC CCCC--GGAC ATTGCTGATG CACGCAACAG AACCAAGCTA CGAGATGCTG AACTTGTCGA GCCCCTACTA CGTAAGAGCC
PT611 AGGATACACC AAGCCACCAC CCCC--GGAC ATTGCTGATG CACGCAACAG AACCAAGCTA CGAGATGCTG AACTTGTCGA GCCCCTACTA CGTAAGAGCC
PT612 AGGATACACC AAGCCATCAC CCC---GGAC ATTGCTGATG CATGCAACAG AACCAAGCTA CGAGATGCTG AACTTGTCGA GCCCCTACTA CGTAAGAGCC
PT615 AGGATACACC AAGCCACCAC CCCC--GGAC ATTGCTGATG CACGCAACAG AACCAAGCTA CGAGATGCTG AACTTGTCGA GCCCCTACTA CGTAAGAGCC
PT616 AGGATACACC AAGCCACCAC CCC---GGAC ATTGCTGATG CACGCAACAG AACCAAGCTA CGAGATGCTG AACTTGTCGA GCCCCTACTA CGTAAGAGCC
PT619 AGGATCCTCC ACGACACCTT CCC---GAGC ATTGCTGATA GTCGGAACAG AACCAAGCTA CGAGATGCTG AGCTTGTAGA GCCTCTACTA CGTAAGGCTA
PT620 AGGATACACC AAGCCATCAC CCC---GGAC ATTGCTGATG CATGCAACAG AACCAAGCTA CGAGATGCTG AACTTGTCGA GCCCCTACTA CGTAAGAGCC
PT621 AGGATACACC AAGCCACCAC CCC---GGAC ATTGCTGATG CACGCAACAG AACCAAGCTA CGAGATGCTG AACTTGTCGA GCCCCTACTA CGTAAGAGCC
PT622 AGGATACACC AAGCCACCAC CCC---GGAC ATTGCTGATG CACGCAACAG AACCAAGCTA CGAGATGCTG AACTTGTCGA GCCCCTACTA CGTAAGAGCC
PT623 AGGATCCTCC ACGACACCTT CCC---GAGC ATTGCTGATA GTCGGAACAG AACCAAGCTA CGAGACGCTG AGCTTGTAGA GCCTCTACTA CGTAAGAATG
PT625 AGGATCCTCC ACGACACCTT CCC---GAGC ATTGCTGATA GTCGGAACAG AACCAAGCTA CGAGACGCTG AGCTTGTAGA GCCTCTACTA CGTAAGAATG
PT626 AGGATCCTCC ACGACACCTT CCC---GAGC ATTGCTGATA GTCGGAACAG AACCAAGCTA CGAGACGCTG AGCTTGTAGA GCCTCTACTA CGTAAGAATG
PT627 AGGATACACC AAGCCACCAC CCCC--GGAC ATTGCTGATG CACGCAACAG AACCAAGCTA CGAGATGCTG AACTTGTCGA GCCCCTACTA CGTAAGAGCC
PT628 AGGATACACC AAGCCACCAC CCCC--GGAC ATTGCTGATG CACGCAACAG AACCAAGCTA CGAGATGCTG AACTTGTCGA GCCCCTACTA CGTAAGAGCC
KP125229 AGGATACACC AAGCCACCAC CCC---GGAC ATTGCTGATG CACGCAACAG AACCAAGCTA CGAGATGCTG AACTTGTCGA GCCCCTACTA CGTAAGAGCC
KP125230 AGGATACACC AAGCCGTCAC CCC---GGAC ATTGCTGATG CATGCAACAG AACCAAGCTA CGAGATGCTG AACTTGTCGA GCCCCTACTA CGTAAGAGCC
KP125233 AGGATACACC AAGCCATCAC CCC---GGAC ATTGCTGATG CATGCAACAG AACCAAGCTA CGAGATGCTG AACTTGTCGA GCCCCTACTA CGTAAGAGCC
KP125234 AGGATACACC AAGCCATCAC CCC---GGAC ATTGCTGATG CATGCAACAG AACCAAGCTA CGAGATGCTG AACTTGTCGA GCCCTTACTA CGTAAGAGCG
KP125238 AGGATACACC AAGCCATCAC CCC---GGAC ATTGCTGATG CATGCAACAG AACCAAGCTA CGAGATGCTG AACTTGTCGA GCCCCTACTA CGTAAGAGCC
KP125249 AGGATACACC AAGCCACCAC CCC---GGAC ATTGCTGATG CACGCAACAG AACCAAGCTA CGAGATGCTG AACTTGTCGA GCCCCTACTA CGTAAGAGCC
KP125255 AGGATACACC AAGCCACCAC CCCC--GGAC ATTGCTGATG CACGCAACAG AACCAAGCTA CGAGATGCTG AACTTGTCGA GCCCCTACTA CGTAAGAGCC
KP125264 AGGATACACC AAGCCATCAC CCC---GAAC ATTGCTGATG CATGCAACAG AACCAAGCTA CGAGATGCTG AGCTTGTCGA GCCCCTACTA CGTAAGAGCG
KP125227 AGGATACACC AGCCCGTCCC CCCCC-AAAC ATTGCTGATG CATGCGACAG AACTAAGCTA CGAGATGCTG AACTTGTCGA GCCTCTGCTA CGTAAGAGCC
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PT574 ATATCCTCCA CTCCCCCAAG CGTCATGCTG ACAGCTGTAG AACCGGTGCG TCAGTGCCTA GCACACCGAC ACGCATACGT ACGAAA-GAA CGCAACC-TT
PT575 ATATCCTCCA CTCCCCCAAG CGTCATGCTG ACAGCTGTAG AACCGGTGCG TCAGTGCCTA GCACACCGAC ACGCATACGT ACGARA-GAA CGCAACC-TT
PT579 ATATCCTCCA CTCCCCCAAG CGTCATGCTG ACAGCTGTAG AACCGGTGCG TCAGTGCCTA GCACACCGAC ACGCATACGT ACGARA-GAA CGCAACC-TT
PT580 ATATCCTCCA CTCCCCCAAG CGTCATGCTG ACAGCTGTAG AACCGGTGCG TCAGTGCCTA GCACACCGAC ACGCATACGT ACGAAA-GAA CGCAACC-TT
PT583 TTGCTCTCCA TACTTAGCCC AATTGTGCTG ACACTCTCAG AACCGGTGCG CCAATGCCTC ACACATCGAC ACGCATACGT CCGGAA-GAA CGCAACC-TT
PT585 ATATCCTCCA CTCCTCCAAG CGTCATGCTG ACAGCTGTAG AACCGGTGCG TCAGTGCCTA GCACACCGAC ACGCATACGT ACGAAA-GAA CGCAACC-TT
PT587 ATATCCTCCA CTCCCCCAAG CGTCATGCTG ACAGCTGTAG AACCGGTGCG TCAGTGCCTA GCACACCGAC ACGCATACGT ACGARA-GAA CGCAACC-TT
PT589 ATATCCTCCA CTCCCCCAAG CGTCATGCTG ACAGCTGTAG AACCGGTGCG TCAGTGCCTA GCACACCGAC ACGCATACGT ACGARAAGAA CGCAACCCTT
PT600 ATATCCTCCA TTCTCCCAAA CGTCATGCTG ACAGCTGTAG AACCGGTGCG CCAGTGCCTA GCACACCGAC ACGCATACGT GCGAAA-GAA CGCAACA-TT
PT603 TTGCTCTCCA TACTTAGCCC AATTGTGCTG ACACTCTCAG AACCGGTGCG CCAATGCCTC ACACATCGAC ACGCATACGT CCGGAA-GAA CGCAACC-TT
PT604 ATATCCTCCA TTCTCCCAAA CGTCATGCTG ACAGCTGTAG AACCGGTGCG CCAGTGCCTA GCACACCGAC ACGCATACGT GCGAAA-GAA CGCAACC-TT
PT605 ATATCCTCCA CTCCCCCAAG CGTCATGCTG ACAGCTGTAG AACCGGTGCG TCAGTGCCTA GCACACCGAC ACGCATACGT ACGAAA-GAA CGCAACC-TT
PT606 TTGATCTCCA TACTTAGCCC AATTGTGCTG ACACTCTCAG AACCGGTGCG CCAGTGCCTC ACACATCGAC ACGCATACGT CCGAAA-GAA CGCAACC-TT
PT608 ATATCCTCCA CTCCCCCAAG CGTCATGCTG ACAGCTGTAG AACCGGTGCG TCAGTGCCTA GCACACCGAC ACGCATACGT ACGAAA-GAA CGCAACC-TT
PT611 ATATCCTCCA CTCCCCCAAG CGTCATGCTG ACAGCTGTAG AACCGGTGCG TCAGTGCCTA GCACACCGAC ACGCATACGT ACGAAA-GAA CGCAACC-TT
PT612 ATATCCTCCA TTCTCCCAAA CGTCATGCTG ACAGCTGTAG AACCGGTGCG CCAGTGCCTA GCACACCGAC ACGCATACGT GCGAAA-GAA CGCAACC-TT
PT615 ATATCCTCCA CTCCCCCAAG CGTCATGCTG ACAGCTGTAG AACCGGTGCG TCAGTGCCTA GCACACCGAC ACGCATACGT ACGAARA-GAA CGCAACC-TT
PT616 ATATCCTCCA CTCCCCCAAG CGTCATGCTG ACAGCTGTAG AACCGGTGCG TCAGTGCCTA GCACACCGAC ACGCATACGT ACGARA-GAA CGCAACC-TT
PT619 TTGCTCTTCA CACTTACCAC AATTGTGTTG ACACTCGCAG AACCGGTGCG CCAATGCCTC ACACATCGAC ACGCCTACGT CCGAAA-GAA CGCAACC-TT
PT620 ATATCCTCCA TTCTCCCAAA CGTCATGCTG ACAGCTGTAG AACCGGTGCG CCAGTGCCTA GCACACCGAC ACGCATACGT GCGAAA-GAA CGCAACC-TT
PT621 ATATCCTCCA CTCCCCCAAG CGTCATGCTG ACAGCTGTAG AACCGGTGCG TCAGTGCCTA ACACACCGAC ACGCATACGT ACGAAA-GAA CGCAACC-TT
PT622 ATATCCTTCA CTCCCCCAAG CGTCATGCTG ACAGCTGTAG AACCGGTGCG TCAGTGCCTA GCACACCGAC ACGCATACGT ACGAAA-GAA CGCAACC-TT
PT623 TTGCTCTCCA TACTTAGCCC AATTGTGCTG ACACTCTCAG AACCGGTGCG CCAATGCCTC ACACATCGAC ACGCATACGT CCGGAA-GAA CGCAACC-TT
PT625 TTGCTCTCCG TACTTAGCCC GATTGTGCTG ACACTCTCAG AACCGGTGCG CCAATGCCTC ACACATCGAC ACGCATACGT CCGGAA-GAA CGCAACC-TT
PT626 TTGCTCTCCA TACTTAGCCC AATTGTGCTG ACACTCTCAG AACCGGTGCG CCAATGCCTC ACACATCGAC ACGCATACGT CCGGAA-GAA CGCAACC-TT
PT627 ATATCCTCCA CTCCCCCAAG CGTCATGCTG ACAGCTGTAG AACCGGTGCG TCAGTGCCTA GCACACCGAC ACGCATACGT ACGAAA-GAA CGCAACC-TT
PT628 ATATCCTCCA CTCCCCCAAG CGTCATGCTG ACAGCTGTAG AACCGGTGCG TCAGTGCCTA GCACACCGAC ACGCATACGT ACGARA-GAA CGCAACC-TT
KP125229 ATATCCTCCA CTCCCCCAAG CGTCATGCTG ACAGCTGTAG AACCGGTGCG TCAGTGCCTA GCACACCGAC ACGCATACGT ACGARA-GAA CGCAACC-TT
KP125230 ATATCCTCCA TTCTCCCAAA CGTCATGCTG ACAGCTGTAG AACCGGTGCG CCAGTGCCTA GCACACCGAC ACGCATACGT GCGAAA-GAA CGCAACC-TT
KP125233 ATATCCTCCA CTCCCCCAAG CGTCATGCTG ACAGCTGTAG AACCGGTGCG TCAGTGCCTA GCACACCGAC ACGCATACGT ACGAAA-GAA CGCAACC-TT
KP125234 ATATCCTTCA TTCTCCCAAG CGTCGTGCTG ACAGCCGTAG AACCGGTGCG CCAGTGCCTA GCACACCGAC ACGCATACGT GCGAAA-GAA CGCAACC-TT
KP125238 ATATCCTCCA TTCTCCCAAA CGTCATGCTG ACAGCTGTAG AACCGGTGCG CCAGTGCCTA GCACACCGAC ACGCATACGT GCGARA-GAA CGCAACC-TT
KP125249 ATATCCTCCA CTCCCCCAAG CGTCATGCTG ACAGCTGTAG AACCGGTGCG TCAGTGCCTA ACACACCGAC ACGCATACGT ACGARA-GAA CGCAACC-TT
KP125255 ATATCCTCCA CTCCCCCAAG CGTCATGCTG ACAGCTGTAG AACCGGTGCG TCAGTGCCTA GCACACCGAC ACGCATACGT ACGAAA-GAA CGCAACC-TT
KP125264 ATGTCCTTCA TTCTCCCAAG CGTCATGCTG ACAGCTGTAG AACCGGTGCG CCAGTGCCTA GCACACCGAC ACGCATACGT GCGARA-GAA CGCAACC-TT
KP125227 ATATTCTCCA TGCTCCTCAA CAGCATGCTG ACAGCTGTAG AACCGGTGCG CCAGTGCCTA GCACACCGAC ACGCATACGT GCGAAA-GAA CGCAACC-TT
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PT574 CGCTATCGC- GTCCATCTT- CACACATCTC CCC-GAACTC ATGCCAGATG CG-CCCGATC TTCTGG-TAA CATTCC-TAG ACGA-CGAGA AC--GACCCG
PT575 CGCTATCGC- GTCCATCTT- CACACATCTC CCC-GAACTC ATGCCAGATG CG-CCCGATC TTCTGG-TAA CATTCC-TAG ACGA-CGAGA AC--GACCCG
PT579 CGCTATCGC- GTCCATCTT- CACACATCTC CCC-GAACTC ATGCCAGATG CG-CCCGATC TTCTGG-TCA CATTCC-TAG ACGA-CGAGA AC--GACCCG
PT580 CGCTATCGC- GTCCATCTT- CACACATCTC CCC-GAACTC ATGCCAGATG CG-CCCGATC TTCTGG-TCA CATTCC-TAG ACGA-CGAGA AC--GACCCG
PT583 CGCTATCGC- ATCCATCTT- CACACATCTT CCT-GAGCTC ATGCCAGATG CG-CCCGATC TGCTGG-TGA CATTCC-TCG ACGA-CGAGA AC--GACCCA
PT585 CGCTATCGC- GTCCATCTT- CACACATCTC CCC-GAACTC ATGCCAGATG CG-CCCGATC TTCTGG-TAA CATTCC-TAG ACGA-CGAGA AC--GACCCG
PT587 CGCTATCGC- GTCCATCTT- CACACATCTC CCC-GAACTC ATGCCAGATG CG-CCCGATC TTCTGG-TAA CATTCC-TAG ACGA-CGAGA AC--GACCCG
PT589 CGCTATCGCC GTCCATCTTT CACACATCTC CCCCAAACTC ATGCCAGATG CGGCCCGATC TTCCGGGTAA CATTCCCTAG ACGAACGAGA AACGAACCCG
PT600 CGCTATCGC- GTCCATCTT- CACACATCTC CCC-GAACTC ATGCCAGATG CG-CCCGATC TTCTGG-TAA CATTCC-TAG ACGA-CGAGA AC--GACCCG
PT603 CGCTATCGC- ATCCATCTT- CACACATCTT CCT-GAGCTC ATGCCAGATG CG-CCCGATC TGCTGG-TGA CATTCC-TCG ACGA-CGAGA AC--GACCCA
PT604 CGCTATCGC- GTCCATCTT- CACACATCTC CCC-GAACTC ATGCCAGATG CG-CCCGATC TTCTGG-TAA CATTCC-TAG ACGA-CGAGA AC--GACCCG
PT605 CGCTATCGC- GTCCATCTT- CACACATCTC CCC-GAACTC ATGCCAGATG CG-CCCGATC TTCTGG-TAA CATTCC-TAG ACGA-CGAGA AC--GACCCG
PT606 CGCAATCGC- ATCCATCTT- CACACATCTT CCA-GAGCTC ATGCCAGATG CG-CCCGATC TGCTGG-TGA CATTCC-TCG ACGA-CGAGA AC--GACCCA
PT608 CGCTATCGC- GTCCATCTT- CACACATCTC CCC-GAACTC ATGCCAGATG CG-CCCGATC TTCTGG-TCA CATTCC-TAG ACGA-CGAGA AC--GACCCG
PT611 CGCTATCGC- GTCCATCTT- CACACATCTC CCC-GAACTC ATGCCAGATG CG-CCCGATC TTCTGG-TCA CATTCC-TAG ACGA-CGAGA AC--GACCCG
PT612 CGCTATCGC- GTCCATCTT- CACACATCTC CCC-GAACTC ATGCCAGATG CG-CCCGATC TTCTGG-TAA CATTCC-TAG ACGA-CGAGA AC--GACCCG
PT615 CGCTATCGC- GTCCATCTT- CACACATCTC CCC-GAACTC ATGCCAGATG CG-CCCGATC TTCTGG-TCA CATTCC-TAG ACGA-CGAGA AC--GACCCG
PT616 CGCTATCGC- GTCCATCTT- CACACATCTC CCC-GAACTC ATGCCAGATG CG-CCCGATC TTCTGG-TAA CATTCC-TAG ACGA-CGAGA AC--GACCCG
PT619 CGCTATCGC- ATCCATCTT- CACACATCTT CCC-GAGCTC ATGCCAGATG CG-CCCGATC TGCTGG-TGA CATTCC-TCG ACGA-CGAGA AC--GACCCA
PT620 CGCTATCGC- GTCCATCTT- CACACATCTC CCC-GAACTC ATGCCAGATG CG-CCCGATC TTCTGG-TAA CATTCC-TAG ACGA-CGAGA AC--GACCCG
PT621 CGCTATCGC- GTCCATCTT- CACACATCTC CCC-GAACTC ATGCCAGATG CG-CCCGATC TTCTGG-TAA CATTCC-TAG ACGA-CGAGA AC--GACCCG
PT622 CGCTATCGC- GTCCATCTT- CACACATCTC CCC-GAACTC ATGCCAGATG CG-CCCGATC TTCTGG-TAA CATTCC-TAG ACGA-CGAGA AC--GACCCG
PT623 CGCTATCGC- ATCCATCTT- CACACATCTT CCT-GAGCTC ATGCCAGATG CG-CCCGATC TGCTGG-TGA CATTCC-TCG ACGA-CGAGA AC--GACCCA
PT625 CGCTATCGC- ATCCATCTT- CACACATCTT CCT-GAGCTC ATGCCAGATG CG-CCCGATC TGCTGG-TGA CATTCC-TCG ACGA-CGAGA AC--GACCCA
PT626 CGCTATCGC- ATCCATCTT- CACACATCTT CCT-GAGCTC ATGCCAGATG CG-CCCGATC TGCTGG-TGA CATTCC-TCG ACGA-CGAGA AC--GACCCA
PT627 CGCTATCGC- GTCCATCTT- CACACATCTC CCC-GAACTC ATGCCAGATG CG-CCCGATC TTCTGG-TAA CATTCC-TAG ACGA-CGAGA AC--GACCCG
PT628 CGCTATCGC- GTCCATCTT- CACACATCTC CCC-GAACTC ATGCCAGATG CG-CCCGATC TTCTGG-TAA CATTCC-TAG ACGA-CGAGA AC--GACCCG
KP125229 CGCTATCGC- GTCCATCTT- CACACATCTC CCC-GAACTC ATGCCAGATG CG-CCCGATC TTCTGG-TAA CATTCC-TAG ACGA-CGAGA AC--GACCCG
KP125230 CGCTATCGC- GTCCATCTT- CACACATCTC CCC-GAACTC ATGCCAGATG CG-CCCGATC TTCTGG-TAA CATTCC-TAG ACGA-CGAGA AC--GACCCG
KP125233 CGCTATCGC- GTCCATCTT- CACACATCTC CCC-GAACTC ATGCCAGATG CG-CCCGATC TTCTGG-TAA CATTCC-TAG ACGA-CGAGA AC--GACCCG
KP125234 CGCTATCGC- GTCCATCTT- CACACATCTC CCC-GAACTC ATGCCAGATG CG-CCCGATC TTCTGG-TAA CATTCC-TAG ACGA-CGAGA AC--GACCCA
KP125238 CGCTATCGC- GTCCATCTT- CACACATCTC CCC-GAACTC ATGCCAGATG CG-CCCGATC TTCTGG-TAA CATTCC-TAG ACGA-CGAGA AC--GACCCG
KP125249 CGCTATCGC- GTCCATCTT- CACACATCTC CCC-GAACTC ATGCCAGATG CG-CCCGATC TTCTGG-TAA CATTCC-TAG ACGA-CGAGA AC--GACCCG
KP125255 CGCTATCGC- GTCCATCTT- CACACATCTC CCC-GAACTC ATGCCAGATG CG-CCCGATC TTCTGG-TAA CATTCC-TAG ACGA-CGAGA AC--GACCCG
KP125264 CGCTATCGC- GTCCATCTT- CACACATCTC CCC-GAACTC ATGCCAGATG CG-CCCGATC TTCTGG-TAA CATTCC-TAG ACGA-CGAGA AC--GACCCA
KP125227 CGCTATCGC- GTCCATCTT- CACACATCTC CCC-GAACTC ATGCCAGATG CG-CCCGATC TTCTGG-TGG CATTCC-TAG ACGA-CGAGA AT--GACCCG
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PT574 A-CCTGC-AA GCGC-AATGC C-TTCGCC-G CCCCTCCCNN NNNNNNNNNN N
PT575 A-CCTGC-AA GCGC-AATGC C-TTCGCC-G CCCTCTCCCC CNNNNNNNNN N
PT579 A-CTTGC-AA GCGC-AATGC C-TTCGCC-G CCCTGNNNNN NNNNNNNNNN N
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