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RESUMO

O cultivo de gramas no Brasil estd em expansdo. O maior mercado consumidor de
gramados é a industria do esporte, principalmente campos de futebol e golfe. A qualidade
do gramado nessas areas esportivas € fundamental, principalmente quando se trata de
campos de golfe, nos quais, qualquer imperfei¢cdo pode prejudicar o resultado do jogo. Os
nematoides parasitos de plantas do género Meloidogyne, também conhecidos como
nematoides formadores de galhas, sé&o considerados os de maior importancia econdmica
devido a intensidade dos danos que causam as plantas cultivadas. As principais espécies
associadas as gramas em campos de golfe sdo M. graminicola, M. graminis, M. marylandi,
M. naasi, M. minor e M. sasseri. No Brasil, a ocorréncia de espécies de Meloidogyne
associadas a gramas restringe-se aos relatos de Meloidogyne sp. em raizes de grama
esmeralda (Zoysia japonica) no Estado do Parand e M. graminicola em raizes de arroz
irrigado no Rio Grande do Sul e Santa Catarina. No ano de 2006, a espécie M. graminis foi
detectada pela primeira vez na América do Sul, parasitando raizes de grama Tifdwarf
bermuda em campo de golfe na Venezuela. Até 0 momento esta espécie ainda nao foi
relatada no Brasil. Assim, 0 objetivo foi identificar o nematoide das galhas encontrado
parasitando raizes de gramas de campos de golfe no Estado de Sdo Paulo. Visando a
correta diagnose dessa espécie, foram realizados estudos detalhados englobando o conceito

de taxonomia integrativa, que incluiu estudos de morfologia, morfometria, biologia,



estudos bioquimicos, moleculares e filogenéticos. Todas as analises realizadas
confirmaram que a espécie presente nos campos de golfe das cidades de Araras e Séo
Paulo - SP trata-se de M. graminis, que caracteriza o primeiro relato desta espécie no
Brasil.

Palavras-chave: Nematoide das galhas, Brasil, campo de golfe, morfometria, cddigo de
barras do DNA.
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SUMMARY

Currently, the grasses growing in Brazil is expanding. The biggest consumer market for
lawns is the industry of sports, especially football and golf courses. The quality of the lawn
in these sports areas is crucial, especially when it comes to golf courses, where any
imperfection can prejudice the outcome of the game. The nematode parasites of plants of
the genus Meloidogyne, also known the root-knot nematodes, are considered the most
economically important because of the intensity of the damage they cause to crops. The
main species associated with grasses on golf courses are M. graminicola, M. graminis, M.
marylandi, M. naasi, M. minor and M.sasseri. In Brazil Meloidogyne sp. has been reported
in esmerald grass roots (Zoysia japonica) in the State of Parana. The species M.
graminicola was detected in rice roots in Rio Grande do Sul and Santa Catarina. In 2006
the species M. graminis, was first detected in South America parasitizing grass roots
Tifdwarf shorts on golf course in Venezuela. So far this species has not been reported in
Brazil. The objective of this project is to identify the root-knot nematodes found
parasitizing roots of grasses of golf courses in the state of Sao Paulo. For this were carried
out detailed studies of integrative taxonomy, including morphological and morphometric
studies, biology, biochemical, molecular and phylogenetic. All analyzes have confirmed
that the species in golf courses in Sdo Paulo state is M. graminis, that characterized the first

report of the species in Brazil.

Keywords: Root-knot nematodes, Brazil, golf courses, morphometry, DNA barcode.



1 INTRODUCAO

Atualmente, o cultivo das gramas no Brasil concentra-se nos estados de S&o Paulo e
Parand, porém a producdo tem se expandido para outros Estados como o Rio Grande do
Sul, Santa Catarina, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Espirito Santo, Mato Grosso do Sul e
Goias e também do Nordeste do pais. As areas esportivas sdo as principais responsaveis
pelo consumo de grama cultivada, principalmente tratando-se de campos de golfe e
estadios de futebol, além dessas, outros consumidores significativos sdo obras publicas,
parques industriais, jardins residenciais (GODOY; VILLAS BOAS, 2005).

Diferentes espécies de nematoides fitoparasitas ja foram encontradas associadas as
gramas em diversas partes do mundo. Dentre os nematoides parasitos de plantas, as
espécies pertencentes ao género Meloidogyne, também conhecidos como nematoides
formadores de galhas, sdo consideradas as de maior importancia econdmica devido a
intensidade dos danos que causam as plantas cultivadas. As principais espécies associadas
as gramas em campos de golfe e futebol sdo M. graminicola, M. graminis, M. marylandi,
M. naasi, M. minor e M. sasseri. Os danos causados por esses organismos podem interferir
na qualidade do gramado, por meio da reducédo da toleréncia a seca, reducdo da absorcao

de nutrientes, aumento de problemas com ervas daninhas, amarelecimento e secamento da



parte aérea, prejudicando a utilizacdo do gramado para préaticas esportivas, principalmente
em campos de golfe (MOENS, 2009).

A espécie M. graminis foi relatada pela primeira vez em 1959, parasitando raizes de
grama St. Augustine na Florida (SLEDGE; GOLDEN, 1964). Trata-se de um nematoide
das galhas largamente distribuido pelos Estados Unidos e bastante conhecido pelos danos
gue causam em gramados esportivos, principalmente em campos de golfe. Essa espécie de
nematoide é parasita exclusivo de gramineas e nao se desenvolve em outro tipo de planta
(MACGOWAN, 1984). Recentemente, essa especie foi relatada pela primeira vez na
América do Sul, causando danos em grama Tifdwarf bermuda em campo de golfe na
Venezuela (PERICHI et al., 2006). Até o momento ndo hé relato dessa espécie no Brasil.

O manejo de Meloidogyne em areas de gramado é indispensavel para a utilizacao
de campos desportivos, principalmente de golfe, ja que os danos causados podem
prejudicar a qualidade do gramado e o desempenho dos jogadores. No entanto, antes de
tomar qualquer providéncia, é necessario conhecer a(s) espécie(s) presente(s) na area. Os
nematoides sdo organismos muito dificeis de serem identificados, por esse motivo é

necessaria a utilizacdo de diversas técnicas em conjunto para uma diagnose precisa.

O objetivo foi identificar a espécie de nematoide das galhas encontrada causando
danos em campos de golfe nas cidades de Araras e Sdo Paulo (SP), utilizando o conceito

de taxonomia integrativa para a diagnose segura da espécie no pais.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Importéancia das gramas no Brasil.

As gramas pertencem a familia das Gramineas (Gramineae), composta por mais de
10.000 especies (WATSON; DALLWITZ, 1992). Cerca de 50 espécies de gramineas
possuem utilidade ornamental e sdo usadas na formacao de gramados (GURGEL, 2003). A
principal caracteristica morfologica que diferenciam as gramas ornamentais das demais
espécies ¢ a localizacdo da regido meristematica. As gramas possuem meristema subapical,
localizado na base da planta, formado por um grupo de nds e entrenés compactados,
conhecido como coroa sendo esta a principal razdo pela qual elas podem ser cortadas
continuamente (UNRUH, 2004).

Historicamente, o cultivo de grama no Brasil teve seu inicio nos anos 70, através do
engenheiro agronomo Minoru Ito, que trouxe ao pais técnicas de cultivo desenvolvidas nos
Estados Unidos. Minoru Ito associou-se ao também engenheiro agronomo René Luiz
Barreto e juntos fundaram a “Itograss”, lancando no mercado as primeiras gramas
cultivadas, chamadas Zoysia ou grama japonesa (GODOQY, 2005). Atualmente, apesar de
ndo estar entre os principais produtores mundiais de grama, o setor encontra-se em pleno
crescimento no Brasil. No inicio, a producdo de gramas no pais, concentrava-se apenas nos
Estados de S&o Paulo e Parana. A partir dos anos 90, a producdo foi expandida para outras

regides como o Nordeste, Rio de Janeiro e Goias.



De acordo com a Associacdo dos Gramicultores do Brasil (Agrabras), o mercado
anual brasileiro de grama é de aproximadamente 170 milhdes de metros quadrados, destes,
70% de grama nativa e 30% de grama cultivada. Baseado nesses dados, em valores o

mercado brasileiro foi dimensionado em aproximadamente R$ 155 milhdes.

O cultivo de um gramado traz diversos beneficios ao ambiente. De acordo com a
Associacdo Internacional dos Produtores de gramas (2002), um gramado proporciona um
local ideal para diversdo e praticas de esportes, libera oxigénio, refresca o ar, absorve
quantidades consideraveis de CO,, contribuindo para reducdo dos efeitos do aguecimento
global e efeito estufa, além disso, contribui para a manutencdo da microbiota do solo. Um
dos principais beneficios da sua utilizacdo na préatica € o controle da erosdo do solo, os
gramados sdao muito eficazes na absorcdo da agua da chuva, os sedimentos perdidos em

uma area gramada € dez vezes menor do que uma cobertura de palha.

Entre os principais mercados consumidores de gramados, destacam-se obras
publicas, parques industriais, jardins residenciais e areas esportivas, sendo este Gltimo o
responsavel pelo consumo da maior parte de grama cultivada, principalmente tratando-se
de campos de golfe e estadios de futebol. O Brasil possui, em média, 780 estadios oficiais
de futebol, cujos campos possuem &rea média de 10.000 m? (Confederagéo Brasileira de
Futebol, 2014) e cerca de 110 campos de golfe oficiais, além dos particulares, ocupando
em média 500.000 m? cada (NEWGOLF, 2015). As principais formas de comercializacio
das gramas cultivadas sdo os tapetes ou os rolos. Outras formas menos comuns incluem as
bandejas (plugs), estoldes ou sementes. Recentemente, iniciou-se a comercializacdo dos
“big rolls™, caracterizados por rolos de grama com aproximadamente 1,0 a 1,2 m de largura

e mais de 40 m de comprimento.

No Brasil, as principais gramas cultivadas sdo as de estacdo quente, porém, ha
espécies utilizadas durante o inverno, que sdo importadas e semeadas sobre as falhas de
gramados em campos esportivos, para compensar 0 baixo crescimento das de estagdo
guente no inverno. Essa técnica de cobertura é chamada “overseed” (LAURETTI, 2003).
As espécies de gramas de clima quente se caracterizam por ndo possuirem a capacidade de
entrar em dorméncia em baixas temperaturas, essas possuem capacidade de se

desenvolverem em temperaturas elevadas, sempre acima de zero. As principais espécies



consideradas gramas de clima quente utilizadas no Brasil sdo: ‘Santo Agostinho’
(Stennotaphrum secundatum), ‘Bermudas’ (Cynodon spp.), ‘Esmeralda’ (Zoysia spp.),
‘Centipede’ (Eremochloa ophiuroides), ‘Batatais’ (Paspalum notatum) e a ‘Sdo Carlos’
(Axonopus compressus) (GURGEL, 2003).

Cerca de 80% das gramas cultivadas no pais pertencem a variedade ‘Esmeralda’,
porém também sdo comercializadas as gramas ‘S&o Carlos’, ‘Santo Agostinho’ e
‘Bermudas’, esta uUltima mais utilizada em éareas esportivas. A grama ‘Batatais’ é a
principal grama ndo cultivada e nativa do Brasil. Cada espécie apresenta caracteristicas
especificas como rusticidade, plasticidade, resisténcia ao pisoteio, capacidade de
desenvolvimento em éreas de pouca luminosidade, capacidade de rebrota, entre outras que

permitem indica-las para diferentes usos e manejo (GURGEL, 2003).

Como mencionado anteriormente, a espécie de grama ‘Bermuda’ € a mais utilizada
em areas esportivas, mas também é considerada a planta com maior distribuicdo geogréafica
do planeta. Uma das suas principais caracteristicas é a alta capacidade de recuperacédo a
podas e trafego excessivo. Segundo Busey e Myers (1979), em um ambiente ideal para
crescimento, com multiplicagcdes frequentes e programadas, seria possivel no periodo de
um ano, cobrir 50% da area da Terra, a partir de 1 m? de grama ‘Bermuda’. No Brasil, a
maioria das gramas de campos de futebol, principalmente ‘Esmeralda’, estd sendo
substituida por variedades de ‘Bermuda’. A maioria dos campos de golfe é composto por
essa espécie de grama, sendo que as ands sdo utilizadas nos greens e outras variedades nos

fairways.
2.2 Nematoides associados as gramas.

A manutencdo dos campos de golfe tem se tornado um desafio em todas as partes
do mundo. Entre todas as doencas e pragas que afetam o gramado, 0s nematoides parasitos
de plantas sdo provavelmente os menos compreendidos e os mais dificeis de manejar. Os
nematoides sdo considerados fatores importantes na perda de qualidade, producdo e
manutencdo de gramas de campos de golfe. Os encontrados normalmente em associagao
com as gramas sao: Anguina pacificae; Criconemella spp.; Heterodera spp.;
Helicotylenchus spp.; Hoplolaimus spp.; Meloidogyne spp.; Pratylenchus spp.;

Trichodorus spp.; Mesocriconema ornatum; e Belonolaimus longicaudatus, considerado,



nos Estados Unidos, o nematoide mais agressivo em gramas de campos de golfe
(KARSSEN, 2006; FLEMING, 2008; PERICHI et al., 2006).

Nos ultimos quarenta anos os relatos de associagdes de nematoides com gramados
de campos de golfe apareceram em diversas regides do mundo como Alemanha, Argentina,
Austrélia, Bélgica, Canada, Estados Unidos, Holanda, Inglaterra, Irlanda, Israel, Japéo,
Reino Unido, Russia e Venezuela. Os danos causados por esses organismos levam a mé
qualidade do gramado, reducdo da tolerancia a seca, reducdo da absorcdo de nutrientes,
aumento de problemas com ervas daninhas e interferéncia no percurso da trajetoria da bola
em campos de golfe (CROW, 2014).

Segundo Nelson (1995), muitos profissionais duvidam da ocorréncia e das perdas
causadas por nematoides em gramas, isso por se tratarem de seres microscépicos e por ndo
causarem danos especificos, que, no mais das vezes, se confundem com deficiéncia
nutricional. Ainda hoje, com todos os subsidios e informacdes presentes na literatura,
alguns preferem ndo acreditar no seu potencial de danos. O problema de nematoides em
gramados comecou a ganhar evidencia apds diversos relatos desses parasitas causando
danos severos em campos de golfe nos Estados Unidos (BRITO et al., 2010; 2015).

O desenvolvimento dos nematoides associados a gramas pode ser influenciado por
fatores ambientais como temperatura, pH e umidade. Sua distribuicdo na area é altamente
variavel, porém as populacGes tendem a se agrupar de acordo com a combinacdo das
melhores condi¢Bes de sobrevivéncia. Tratando—se de parasitas obrigatorios, necessitam
das células vivas do seu hospedeiro para se alimentarem, na auséncia de alimento os
nematoides podem morrer, no entanto, existem espécies em que 0s juvenis sdo capazes de
entrar em dorméncia por um longo periodo, podendo voltar ao parasitismo ap0s anos, caso
0 ambiente se torne favoravel. Existe também a possibilidade de se alimentarem de outra
planta na auséncia do seu hospedeiro, ja que algumas espécies sdo polifagas (NELSON,
1995; MITKOWSKI,2001).

Com excegcdo da espécie A. pacificae, nematoide da parte aérea, todos os
nematoides de importancia para as gramas sdo parasitas do sistema radicular. Esses
organismos sdo classificados como ectoparasitas ou endoparasitas, de acordo com o seu

habito alimentar, e ainda migradores ou sedentarios, de acordo com sua migracao e tipo de



10

sitio de alimentacdo no interior do hospedeiro (NELSON, 1995; MITKOWSKI,2001).
Recentemente, os nematoides das galhas, Meloidogyne spp., tem chamado a atencdo dos
produtores de gramas e dos responsaveis pela manutencdo dos campos de golfe. Na
Flérida, estado norte americano que mais sofre com ataque dos nematoides em gramados
de campos de golfe, 89% dos danos s&o causados por Meloidogyne spp. (MCCLURE,
2012). Uma das explicacdes para o aumento da incidéncia dos nematoides das galhas € a
padronizacdo para a construcdo dos campos de golfe, que determina que o substrato deve
conter cerca 92% de areia, condigéo ideal para o desenvolvimento dos nematoides desse

género.

2.3 Género Meloidogyne

Os nematoides formadores de galhas pertencem ao Reino Animal, Filo Nematoda
Potts, 1932; Classe Chromadorea Inglis, 1983; Subclasse Chromadoria Pearse, 1942,
Ordem Rhabditida Chitwood, 1933; Subordem Tylenchina Thorne, 1949; Infraordem
Tylenchomorpha De Ley e Blaxter, 2002; Superfamilia Tylenchoidea Orley, 1880; Familia
Meloidogynidae Skarbilovich, 1959; Subfamilia Meloidogyninae Skarbilovich, 1959;
Género Meloidogyne Goeldi, 1892, conforme a classificacdo proposta por De Ley e
Blaxter (2002).

Neste género estdo os nematoides fitoparasitos de maior importancia econémica
mundial, isso se deve a sua ampla distribuicdo geografica, ao elevado nimero de
hospedeiros e a severidade dos danos causados (CAMPQOS, 1985). No Brasil, estdo
associados as grandes culturas como café, cana, milho, arroz e batata, além de olericolas e
plantas ornamentais (FREITAS et al., 2001). Dentre as espécies de maior importancia
destacam-se M. javanica, M. incognita, M. arenaria e M. enterolobii (CARNEIRO;
ALMEIDA, 2001).

Segundo Hussey (1985), a fisiologia da planta infectada por Meloidogyne spp. é
drasticamente alterada, o que reflete em sintomas induzidos na parte aérea e raizes. A
formacéo de galhas ocorre devido a atuacdo de reguladores de crescimento da planta, como
etileno, que ficam desregulados com a presenca de substancias injetadas pelo nematoide e
causa a hipertrofia e hiperplasia das células do parénquima cortical. Infecgdes por

Meloidogyne spp. afetam a absorcdo e translocagdo de nutrientes na planta. O grau de dano
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causado esta frequentemente relacionado ao numero de juvenis que penetram nas raizes e
se estabelecem. Naturalmente, fatores ambientais como temperatura podem influenciar no
nivel de dano da planta infectada. Alem disso, infec¢bes causadas por nematoides das
galhas podem reduzir a taxa de fotossintese, através de dois diferentes mecanismos: o
primeiro supde que o dano causado na raiz pode provocar estresse hidrico causando parcial
fechamento dos estbmatos, o que resulta na diminuicdo da taxa de assimilacdo de CO; e, 0
segundo, que os fitonematoides interferem na sintese e, ou, na translocacdo de hormdonios
de crescimento produzidos nas raizes e translocados para a parte aérea da planta, pois sua
concentragdo diminui em plantas infectadas (BIRD,1974).

As principais espécies de Meloidogyne associadas a gramas em campos de golfe
sdo: M. chitwoodi, M. graminicola, M. graminis, M. marylandi, M. minor M. naasi, ¢ M.
sasseri. Em geral, M. chitwoodi , M. minor e M.naasi. sdo encontrados em regifes mais
frias, enquanto que M. graminicola, M. graminis e M. marylandi em regiGes mais quentes
(NELSON, 1995). No Brasil, Meloidogyne sp. ja foi relatado em raizes de grama
esmeralda no Estado do Parana (DIAS-ARIEIRA et al., 2007). A espécie M. graminicola
foi detectada em raizes de arroz irrigado no Rio Grande do Sul e Santa Catarina. M.
javanica e M.incognita ja foram relatadas em diversas gramineas forrageiras no pais
(NEGRETTI et al., 2014).

2.3.1 Meloidogyne graminis

Este nematoide foi inicialmente descrito como Hypsoperine graminis Sledge &
Golden, 1964 a partir de espécimes extraidos de raizes de grama ‘Santo Agostinho’ na
Flérida, EUA. Posteriormente, foi renomeado como Meloidogyne graminis (Sledge&
Golden, 1964) Whitehead, 1964 e é conhecido por parasitar gramineas das espécies
Cynodon dactylon., Z. japonica, Paspalum notatum, Oryza sativa, Digitaria sanguinalis.
Além de ja ter sido detectada em Sorghum vulgare e Zea mays (JEPSON, 1987).

E uma espécie considerada frequente em gramado de campos de golfe da regi&o sul
dos Estados Unidos, especialmente no estado da Florida. Na Europa, foi detectado na
Alemanha, Bélgica, Holanda, Irlanda e Reino Unido. Na China, sua ocorréncia foi relatada
em dois campos de golfe (ZHUO et al.,2011). No ano de 2006, esse nematoide foi
detectado pela primeira vez na América do Sul, parasitando raizes de grama Tifdwarf em
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campo de golfe na Venezuela (PERICHI et al., 2006). Trata-se de uma espécie bastante
conhecida pela severidade de danos causados em gramados de campos de golfe,
principalmente dos Estados Unidos. Os principais sintomas sdo clorose, podendo ser
seguida de secamento da planta. Embora o género seja conhecido pela formacéo de galhas
no sistema radicular, essas ndo sdo observadas em plantas parasitadas por M. graminis,

observa-se apenas um leve engrossamento no local do parasitismo.

2.3.2 Ciclo de vida

O ciclo de vida completo dos nematoides do género Meloidogyne completa-se entre
trés a quatro semanas, em condicdes favoraveis. Em temperaturas acima de 40° C ou
abaixo de 5° C qualquer espécie reduz suas atividades vitais, podendo cessa-las por
completo (FERRAZ, 2001).

Cada fémea de Meloidogyne deposita seus ovos em apenas um local da raiz,
formando assim uma massa, 0s ovos permanecem unidos por meio de uma substancia
gelatinosa secretada por glandulas retais que flui durante a ovoposicdo. As massas
gelatinosas podem ser depositadas na parte interna ou externa da raiz, cada uma possuli
cerca de 500 ovos. No interior dos ovos encontram-se 0s juvenis de 1° estadio (J1), que
apoOs a primeira ecdise origina 0s juvenis de 2° estadio (J2), forma infectante. Apds a
eclosdo os J2 passam a migrar no solo em busca de raizes de um hospedeiro (FERRAZ;
MONTEIRO, 1995).

O J2 é atraido até a raiz através dos exsudados da planta. Sua forma
vermiforme auxilia no momento da penetracdo, que ocorre normalmente préximo a capa
protetora da raiz seguindo até o cdrtex. Durante as primeiras puncles do estilete sdo
liberadas secre¢des que causam o crescimento das células, formando as células nutridoras,
ao mesmo tempo, ocorre a multiplicacdo celular que da origem as galhas. Apds esse
periodo, os juvenis sofrem ecdises originando os J3 e J4 e, finalmente, os adultos (OTT,
2003). Ha dimorfismo sexual no género Meloidogyne, as fémeas assumem o formato de
uma pera e se tornam endoparasitas sedentarias, incapazes de se locomoverem. Ja 0s

machos permanecem vermiformes (LORDELLO, 1992).
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2.4 ldentificacdo de Meloidogyne

Os nematoides fitoparasitos sdo considerados um dos organismos mais dificeis de
serem identificados, devido ao seu tamanho diminuto e também pela dificuldade de se
observar caracteristicas chaves para o diagnostico em microscopia de luz tradicional
(OLIVEIRA, 2010). As diferencas morfoldgicas e morfométricas sdo relativamente
pequenas e exigem consideravel conhecimento em taxonomia para a segura determinacéao
das espécies. Ademais, para a maioria das espécies de nematoides parasitas de plantas, sao
necessarias fémeas para uma identificacdo precisa e em alguns casos estas nao se fazem
presentes nas amostras (OLIVEIRA et al., 2011). Atualmente sdo poucos os profissionais
com treinamento em taxonomia, pela combinacéo da gradativa diminuicdo no nimero de
profissionais qualificados, com o declinio no interesse de jovens estudantes em se
aprofundar nessa area de conhecimento (FERRIS, 1994; COOMANS, 2001).

A identificacdo das espécies do género Meloidogyne ¢é bastante complexa, devido
ao alto grau de similaridade. Entretanto, conhecer a espécie é imprescindivel para que as
préaticas culturais tornem-se efetivas (MOURA, 1996). Neste caso, a identificacdo das
espécies pode ser realizada através de diferentes técnicas que envolvem desde aspectos
morfologicos até analises de proteinas e de DNA. Em alguns casos, para realizar a
identificacdo correta é necessario utilizar diferentes técnicas em conjunto (HANDOO et
al., 2008).

Os dados morfol6gicos e morfométricos sdo obtidos através do exame de fémeas,
machos e juvenis (J2). Esses dados sdo comparados com 0s presentes na literatura para a
identificacdo da espécie (CARNEIRO; ALMEIDA, 2001). A caracteristica morfologica
mais utilizada para a identificacdo de espécies é a regido perineal das fémeas maduras, que
contem estrias caracteristicas de cada espécie. Essa técnica € utilizada na rotina da maioria
dos laboratérios, porém é bastante delicada e exige técnica, habilidade e conhecimento do
operador (PERRY et al., 2009). Segundo Almeida et al. (2008), a morfologia da perineal e
da regido labial dos machos séo suficientes para a distin¢do segura entre M. enterolobii e
M. incognita. Entretanto, outros autores relatam a dificuldade na identificacdo dessas
especies apenas por estas caracteristicas morfologicas (CARNEIRO; ALMEIDA, 2001;
TORRES et al., 2005).
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A analise de proteinas soluveis é realizada através de eletroforese de isoenzimas.
As espécies de Meloidogyne apresentam atividades para diferentes isoenzimas, cujo
fenotipo € utilizado para fins taxondmicos (ALFENAS, 1998). Com base nos padrdes de
esterase, malato desidrogenase e glicerofosfato desidrogenase, é possivel diferenciar cerca
de quarenta espécies sendo as principais M. incognita, M. javanica. M. arenaria, M.
enterolobii e M. hapla (BLOK; POWERS, 2009; DICKSON et al., 1971; HUSSEY et
al.,1972; HYMAN; POWERS, 1991). As vantagens da identificacdo por eletroforese de
proteinas sdo a eficiéncia do método em diferenciar espécies, a rapidez e o custo reduzido.
Porém o método ndo é sensivel para diferenciar racas e, além disso, sdo utilizadas apenas
fémeas jovens e intactas nos testes (MANSO; TENENTE, 1994).

Diversos estudos moleculares vém sendo desenvolvidos para realizar uma
identificacdo segura de diferentes espécies de nematoides fitoparasitas. 1sso porque as
técnicas baseadas no uso de DNA sdo mais rapidas e mais seguras, comparadas a
tradicional identificacdo morfoldgica e aos métodos bioquimicos (POWERS et al., 2005).
Os métodos mais utilizados no mundo sdo: RFLPs (Restriction fragmente lenght
polymorphisms), AFLP (Amplified fragmente lenght polymorphisms), RAPD (Random
amplified polymorphisms DNA), SCAR — PCR (Sequence characterized amplified region
markers), satDNA (DNA microssatélite), g°PCR (PCR tempo real) (BLOK; POWERS,
2009).

Nematoides podem ser identificados também através do uso do cédigo de barras do
DNA. A aplicacdo dessa técnica para a identificacdo de organismos foi proposta
inicialmente nos Estados Unidos, em 2003, com base na percepcdo existente de que, em
um pequeno trecho do genoma do organismo, especifico para cada espécie, geralmente o
DNA mitocondrial ou DNA ribossémico, haveria variacdo suficiente para separar as
espécies que habitam o planeta atualmente (POWERS, 2004).

Karssen e colaboradores (2004) utilizaram o método de codigo de barras do DNA
para a identificacdo de M. minor em campos de golfe da Inglaterra, Pais de Gales e Irlanda.
Zeng et al. (2012) também utilizaram o codigo de barras do DNA juntamente com estudos
taxonbmicos para identificar 29 espécies de nematoides, entre elas M. graminis,

provenientes de campos de golfe das Carolinas do Norte e do Sul (EUA).



15

McClure et al. (2012) utilizaram a técnica de RFLP para diferenciar nematoides das
espéecies M. marylandi e M. graminis.Além disso, também utilizaram o codigo de barras do
DNA e estudos filogenéticos para a identificacdo de M. naasi, M. graminis e M. marylandi
em 110 campos de golfe dos Estados Unidos. Neste mesmo estudo os autores
diferenciaram, através do estudo filogenético da regido citocromo oxidase do mtDNA, dois
grupos de M. graminis,0 grupo A composto por populacdes originarias da Florida e
Arizona (EUA) e China, e grupo B, formado por populacbes da Califérnia, Arizona e
Texas (EUA).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Isolamento da espécie

Plantas cloréticas provenientes de campo de golfe da cidade de Araras, SP, foram
enviadas para o Laboratério de Nematologia do Departamento de Protecdo Vegetal da
Faculdade de Ciéncias Agronémicas/UNESP Campus de Botucatu (SP). Nas amostras
observou-se presenca de fémeas do género Meloidogyne com caracteristicas morfoldgicas
distintas das espécies frequentemente encontradas em andlises de rotina. Para estudo
completo, os nematoides foram extraidos das raizes pelo método de Coolen & D’herde
inoculados em grama da mesma espécie, para se desenvolverem e multiplicarem sendo 0s
vasos mantidos em ambiente controlado. Além dessas, foram utilizadas no estudo amostras
de gramas, com sintomas de deficiéncia nutricional, de diferentes areas de campo de golfe
da cidade de Sdo Paulo encaminhadas ao Laboratério de Nematologia do Instituto
Biologico em Campinas (SP). No total foram enviadas quatro amostras, provenientes de
diferentes locais da propriedade, dessa maneira trabalhou-se com uma amostra composta

de quatro sub-amostras.

Apds analise, constatou-se a presenca de nematoides do género Meloidogyne com
caracteristicas semelhantes as observadas na populacdo de Araras (SP). Os nematoides
foram extraidos e inoculados em gramas ‘Tifdwarf’ onde foram mantidos em casa de

vegetacéo.
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Dessa maneira, foram utilizadas para o estudo duas populagdes, de acordo com a
Tabela 1.

Tabela 1. Populacdes de Meloidogyne sp. utilizadas no estudo para as analises

morfologicas, morfométricas e moleculares.

Populacéo Origem Geogréfica Plantas hospedeiras
MgARA Araras- SP Grama bermuda cv. Tifdwarf
MgSP* -

Sub. Mg098SP Séo Paulo - SP Grama bermuda cv. Tifdwarf
Sub. Mg099SP Séo Paulo - SP Grama bermuda cv. Tifdwarf
Sub. Mg100SP Séo Paulo - SP Grama bermuda cv. Tifdwarf
Sub. Mg101SP Séo Paulo - SP Grama bermuda cv. Tifdwarf

*Populacdo MgSP composta de 4 sub-populacdes provenientes da mesma propriedade.

3.2 Analises morfométricas e morfologicas

As seguintes etapas do trabalho foram realizadas no laboratdrio de Nematologia do
Instituto Bioldgico de Campinas. As plantas infestadas com a populacdo de nematoides
provenientes de Araras foram transferidas e mantidas juntamente com as de Sdo Paulo em

ambiente controlado.

Apds a multiplicacdo, no minimo 60 dias da inoculacdo, 0os nematoides foram
extraidos através de dissecacao das raizes sob estereomicroscépio. Realizou-se montagem
de laminas temporarias com exemplares ainda vivos de machos e juvenis, sendo que para a
populacdo de Araras foram analisados 30 machos e 40 juvenis, para as populacdes de Sao
Paulo, foram analisados ao todo 40 machos e 40 juvenis. As laminas de cada populacao
foram identificadas, os espécimes examinados e mensurados em até trés dias apds a
montagem. As mensuracdes foram realizadas com escala micrométrica em microscopio de
luz. As variaveis utilizadas para o estudo da morfometria dos nematoides estdo descritas na
Tabela 2.



18

Tabela 2. Caracteristicas morfométricas mensuradas em machos e juvenis das populagdes

de Meloidogyne sp. encontradas em gramados de campos de golfe no estado de Sao Paulo.

Caracteristicas morfométricas Sigla
Comprimento total do corpo L
Maior didmetro do corpo e
Diametro na altura do bulbo b
Diametro na altura do poro p
Diametro na altura do anus Ba
Comprimento do estilete St
Distancia entre a abertura da glandula esofagiana dorsal e a base do estilete DGO
Distancia do poro até a regido anterior P-RA
Regido anterior até base do metacorpo RA-M
Comprimento do metacorpo Lm
Diametro do metacorpo Zm
Comprimento da cauda T
Anus até primordio (J2) A-P
Regiéo hialina (J2) RH
Espiculo (machos) Esp
Gubernaculo (machos) G
Comprimento do corpo/maior didmetro do corpo A
Comprimento do corpo/cauda C
Comprimento da cauda /didmetro na altura do anus c’
S-E pore/L x 100 SEpore

Apo6s as medicOes, as laminas foram documentadas em um sistema de aquisi¢do de

imagens digitais constituido por uma camara digital (Leica DFC 450), montada sobre um

microscopio de luz (Leica DM 2500), acoplado a um microcomputador. Foram

fotografadas as principais caracteristicas de juvenis e machos (Figuras 3, 4, 5 e 6).

Ademais, foram separadas dez fémeas de cada populacdo para exame do padrdo da regido

perineal, preparado conforme Taylor & Netscher (1974) (Figuras 7 e 8). Os padrdes

encontrados foram comparados com as informac6es ja presentes na literatura.
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Utilizou-se também a técnica de coloracdo de raizes com fuccina &cida pelo método de
Byrd et al. (1972), para determinar o desenvolvimento dos nematoides no interior das

raizes.

3.2.1 Andlise estatistica

As medidas foram organizadas em planilhas do EXCEL, calculando-se para cada
variavel o valor médio, valores minimos e maximos e desvio padrdo. A seguir, foram
realizadas andlises multivariadas utilizando componentes principais. A andlise dos
componentes principais, ACP ou PCA (do inglés Principal Component Analysis) € um
método que tem por finalidade bésica a analise dos dados usados visando sua reducao,
eliminacdo de sobreposicoes e a escolha das formas mais representativas de dados a partir
de combinacdes lineares das variaveis originais. E uma maneira de identificar a relacio
entre as caracteristicas extraidas de dados (VASCONCELOS, 2007). No teste de PCA
deve-se levar em conta a distancia a partir do centro do eixo, j& que esta representa a
importancia da varidvel dentro do conjunto, ou seja, quanto menor a distancia menor sua
relevancia na analise. As direcdes dos vetores também devem ser observadas, ja que
indicam o sentido da relacéo, positiva (angulos menores que 180 °C) ou negativa (angulos
de/ou préximos da 189°C) entre as variaveis (MORA-AGUILERA; CAMPBELL, 1996).

Assim, o presente estudo permitiu reunir os espécimes com caracteristicas semelhantes
em diferentes grupos, de tal forma a existir maxima homogeneidade dentro deles e maxima
heterogeneidade entre eles. Para isso, foi necessario utilizar o maior nimero possivel de

variaveis.

As analises foram realizadas com o auxilio do Software PCA (Community Analyses
Package, PISCES Conservation Ltd, Lymington, UK), utilizando a estrutura da matriz de
correlacdo e um grafico. Foram utilizadas seis variaveis para machos e sete para juvenis.
Nas anélises visando a comparacdo da morfometria, foram incluidos dados morfométricos
de populacdes de M. graminis, M. marylandi (somente J2, pois ndo hd machos descritos
nessa espécie), M. graminicola, M. naasi, M. minor e M. sasseri, nematoides considerados

importantes em gramados de campos de golfe, conforme Tabela 3 e 4.
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Tabela 3 Variaveis de espécies de Meloidogyne utilizadas para a comparacdo morfométrica de machos das populacées de Meloidogyne sp.
encontradas em gramados de Araras - SP (MgARA) e em S&o Paulo - SP (MgSP).

Espécies de Meloidogyne

M. graminis® M. graminis® M. graminis® M. graminicola* M. naasi® M. minor® M. sasseri7
Variavel

1512 1248 1456 1222 1148 1045 1746

aic 34,8 34,8 36,0 29,8 30,0 26,9 43,8
St 18,4 18,1 18,5 16,8 18,0 17,8 20,0
Esp 28,2 27,4 30,0 28,1 28,0 25,6 33,0
G 7,8 8,0 7,4 6,1 6,0 6,1 8,6

a 43,5 36,0 41,0 41,0 40,0 36,0 39,9

'SLEDGE; GOLDEN (1964); > WHITEHEAD (1968); *PERICHI et al. (2006); * GOLDEN; BIRCHFIELD (1965); ° FRANKLIN (1965); ® KARSSEN
(2004); " HANDOO et al. (1993).
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Tabela 4. Variaveis de espécies de Meloidogyne utilizadas para a comparacdo morfométrica de juvenis das populacbes de Meloidogyne sp.
encontradas em Araras - SP (MgARA) e em Sdo Paulo - SP (MgSP).

Espécies de Meloidogyne

M. M.
M. M. M. M. M. M. M. M. " . . M. M.sasse  M.sasse
M. naasi gramini  graminico

. .. l .. 2 .. 3 .. 4 I d.5 I d.6 I d.7 I d.a - 12 .13 .14
Variavel graminis graminis®  graminis®  graminis® marylandi®>  marylandi® marylandi® marylandi colal® it minor ri ri

L 475,0 463,0 411,7 392,4 4246 370,1 3951 392,3 4319 443,0 4410 3770 554,3 619,6

ac 15,0 13,7 14,7 15,9 14,8 15,2 16,2 15,7 15,0 13,3 17,8 13,3 17,4 18,6
St 12,6 12,4 11,9 11,7 114 11,2 10,8 12,9 111 10,3 114 9,2 13,7 13,7
T 68,0 76,0 61,1 61,0 60,6 54,9 57,9 63,7 53,9 68,7 70,9 54,1 93,4 105,3

RH 14,0 18,9 11,7 115 11,8 114 115 12,3 22,1 20,9 17,9 16,1 18,8 21,5
a 31,1 33,9 28,1 24,9 28,8 24,5 24,5 25,0 28,8 33,5 24,8 28,4 311 33,2

c 5,7 6,1 6,8 6,5 7,0 6,7 6,8 6,2 8,0 6,5 6,2 5,7 5,8 58

'SLEDGE;GOLDEN (1964); ? WHITEHEAD (1968); *e * ZENG et al. (2012); °, ° e " GOLDEN (1989); ® OKA (2013); ? FRANKLIN (1965); ** GOLDEN;
BIRCHFIELD (1965); ** PASCUAL et al. (2014); ** KARSSEN (2004); ** e ** HANDOO et al. (1993).
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3.3 Estudos bioquimicos

Para a identificacdo da espécie, foi utilizada também a técnica de eletroforese de
isoenzimas. Para isso, dez fémeas branco-leitosas foram extraidas delicadamente do
interior das raizes, com auxilio de agulhas sob estereomicroscopio de luz, de maneira
que permanecessem intactas até 0 momento da anélise. Em seguida, foram transferidas
para um microtubo contendo solugéo extratora (20% de sacarose, 2% de Triton X-100 e
78% éagua destilada) e entdo acondicionadas em freezer até o momento da corrida
eletroforética. A metodologia utilizada no estudo dos padrGes de esterase para
identificacdo de espécies do género Meloidogyne seguiu-se o protocolo relatado por
Oliveira et al. (2012). A corrida eletroforética dos extratos protéicos foi realizada em gel

vertical de poliacrilamida a 6% e como referéncia utilizou-se o padrao de M. javanica.

A eletroforese foi conduzida em um refrigerador com temperatura de 10°C, sob
voltagem de aproximadamente 150 V, a migracdo foi acompanhada através da linha
frontal de azul de bromofemol a 0,1%, adicionado as amostras. A corrida eletroforética

ocorreu em cerca de 90 minutos.

Apo6s o fim da corrida, retirou-se o gel das placas com auxilio de espétula,
mergulhando-o em solugdo corante, onde permaneceu por cerca de duas horas, em
seguida, colocado na solucdo descorante e os resultados foram observados em

transiluminador.
3.4 Estudos moleculares
3.4.1 Extracdo do DNA

O DNA gendémico de um dnico individuo das populacdes MgARA e MgSP foi
extraido através de uma versdo modificada do método descrito por Holterman et al.
(2006). Dessa forma, primeiramente em um tubo de microcentrifuga (0,6 ml) foram
diluidos 25 pl de solugdo de lise denominada HLB (Holterman Lysis Buffer), que
contém os seguintes reagentes necessarios para a reagdo: proteinase K 800 pg/ml, B-
mercaptoetanol 1% (v/v), NaCl 0,2M e Tris HCI 0,2M pH 8, em 25 ul de agua mili-Q,
totalizando 50 pl. A seguir, sobre uma lamina de vidro, foi adicionada uma gota dessa

solucéo (5 pl), na qual os nematoides foram seccionados individualmente em trés partes
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e colocados separadamente em um novo tubo de microcentrifuga (0,2 ml). Utilizou-se o
restante da solucdo (45 pl) para a limpeza da lamina, sendo posteriormente adicionado
ao tubo de microcentrifuga contendo o nematoide seccionado. As amostras foram
levadas ao termociclador e encubadas a 65°C, 2 h e 99°C, 5 min., sendo mantidas a -

20°C ap6s o resfriamento.

3.4.2 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Utilizou-se o protocolo descrito por Al-Banna et al. (2004) para amplificacdo do
DNA por PCR. Dessa forma, adicionou-se a um tubo de microcentrifuga 12,5 ul de
Gotaq Hot Start (Promega, Sdo Paulo, Brasil) que contém os seguintes reagentes
necessarios para a reagdao: 5 U/ulTag, 100 uM de cada dNTP e 25 mM MgCl,, 3,5 pl
de Nuclease Free Water (Promega), 1 ul de cada primer [10 mM] e 1 pl de DNA
gendmico de cada individuo, totalizando o volume final de 25 pl por reagdo. As
condigdes da PCR utilizadas foram: 95°C por 3 min., seguido por 35 ciclos de 95°C por

1 min., 68°C por 1 min., 72°C por 1 min., e extensdo final a 72°C por 7 min.

Foram utilizados primers de acordo com a regido de interesse a ser amplificada,
sendo esses D2A (5’- ACAAGTACCGTGAGGGAAAGTTG -3°), D3B (5’-
TCGGAAGGAACCAGCTACTA -3°), da regido 28S do rDNA; C2F3 (5'-

GGTCAATGTTCAGAAATTTGTGG -3'), MRH106 (5'-
AATTTCTAAAGACTTTTCTTAGT -3'), regido CO-l1l do mtDNA; F02 (5’-
GGAAGGGCACCACCAGGAGTGG- 3°), R81 (5-

TGATCCWKCYGCAGGTTCAC- 3°); BL18 (5’- CCCGTCGMTACTACCGATT -
3’), 5818 (5’- ACGARCCGAGTGATCCAC-3’) (CASTILLO et al., 2009; POWERS;
HARRIS, 1993; STANTON et al., 1997).

Com objetivo de confirmar a amplificacdo, foi realizada eletroforese em gel de
agarose (1%) em tampdo TBE 1X, utilizando cinco microlitros do produto da PCR.

Apobs a corrida, o gel foi corado e visualizado em transiluminador de luz ultravioleta.
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3.4.3 Sequénciamento e analises filogenéticas

O produto obtido da amplificacdo foi purificado utilizando-se o kit de purificacdo de
DNA ‘Ultraclean PCR Clean-Up’ (MO BioLaboratories, Carlsbad-CA, USA), de

acordo com o protocolo do fabricante.

O sequenciamento do DNA das regides amplificadas foi realizado no
Laboratdrio de Bioquimica Fitopatologica do Instituto Bioldgico, na cidade de Sao

Paulo-SP, de acordo com os procedimentos descritos por Oliveira et al. (2009).

As sequéncias obtidas foram alinhadas e comparadas com auxilio do programa
BioEdit Sequence Alignment Editor (versdo 7.0.4.1; Hall, 1999) tendo por finalidade a
identificacdo de polimorfismo nas sequéncias nucleotidicas. As sequéncias consenso
das populacdes MgARA e MgSPforam comparadas as sequéncias de outras espécies de
nematoides depositadas no banco de dados do ‘National Center for Biotechnology
Information” (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) para a identificacdo de homologia,
utilizou-se o programa BLASTN 2.2.19+ (ZHANG, et al., 2000).

Com os alinhamentos multiplos entre as diferentes sequéncias da regidao D2/D3 e
CO-1I realizou-se edicdo manual através do programa Bio Edit Sequence Aligment, em
que as colunas filogeneticamente ndo informativas foram excluidas das analises. As
andlises filogenéticas foram realizadas no programa MEGA 6 (TAMURA et al., 2013),
utilizando-se modelo original de substituicdo de Hasegawa-Kishino-Yano e analises de
bootstrap a partir de 1000 repeticdes. Sequéncias de Pratylenchus vulnus foi selecionada
como grupo externo para a regido D2/D3 (G1:365192982) e Meloidogyne enterolobii
para CO-I1 (FJ159617).
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4 RESULTADOS
4.1 Morfometria

Os dados obtidos na morfometria de machos e juvenis das populagdes MgARA e
MgSP, podem ser observados nas Tabelas 5 e 6, respectivamente, nas quais constam 0s
valores médios de cada variavel mensurada, o valor minimo e maximo das medidas

encontradas nos individuos e o desvio padréo.
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Tabela 5. Dados morfométricos de machos das populacBes de Meloidogyne sp.
encontradas em campos de golfe de Araras (MgARA) e Sao Paulo (MgSP).

Machos MgARA Machos MgSP

Variavel Meéedia Min-Max Desvio Media Min-Max Desvio
L 1269,7 900-1705 240 1288,7 1035-1500 175,4
ac 36,6 25-47,5 5 32,8 26,8-37,5 35
b 16,3 13,7-20 2 16,0 14,3-18,1 15
p 27,9 22,5-42,5 5 25,7 22,5-28,7 2,3
Ja 23,3 17,5-30 3 23,9 20,6-26,8 2,3
St 15,5 13-17 1 15,2 13,5-16,5 0,9
DGO 3,4 2,5-5 1 2,7 2-3,3 0,6
P-RA 132,9 100-152,5 15 127,0 108,1-149,3 15,2
RA-M 74,6 61-90 9 95,5 66-91,2 9,4
Lm 17,0 13-22 3 16,6 14,2-20,5 2,9
om 10,9 10-14 1 10,3 9,5-11,2 0,8
T 26,3 20-37,5 5 29,5 25-35,6 4,0
Esp 30,7 27-34 2 28,3 25,5-30,7 34
G 6,3 4-8 1 6,8 6,6-7 0,2
A 34,8 23,1-454 6 39,9 33,4-44,6 4,3
c 0,0 0,01-0,04 0 0,02 0,01-0,02 0,0

10,8 7,3-15,8 2 9,9 8,6-11,7 1,2

S-E pore
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Tabela 6. Dados morfométricos de juvenis das populagdes de Meloidogyne sp.

encontradas em campos de golfe de Araras (MgARA) e Sdo Paulo (MgSP).

J2 MgARA J2 MgSP

Variavel Média Min-Max Desvio Média Min-Max Desvio
L 413,7 365-475 22,6 3958 325-442,5 40,51
ac 16,0 13-18 1,2 15,2 13,5-16,5 1,40
b 9,3 8-10 0,5 9,5 9-11,5 0,67
p 14,3 12-16 1,0 13,5 12,5-14 0,46
Ja 10,8 9-13 0,9 10 9-11,5 0,78
St 10,3 9-12 0,9 9,8 9-10,5 0,34
DGO 3,2 2-4 0,5 2,6 2-3,25 0,54
P-RA 71,9 62-90 59 68,3 59-72,5 3,32
RA-M 49,2 40-55 3,1 46,1 40-51,5 3,42
Lm 12,5 10-15 14 12,9 11-14,5 1,15
am 8,4 7-8 11,5 8,1 7-9 0,68
T 68,5 52 -76 4,5 71 61,5-77,5 3,74
A-P 93 85-98 51 113 113-113 0
RH 13,2 10-17 1,8 154 12,5-17,5 1,02
A 25,8 21,1-316 2,5 26,4 21,5-31 3,67
C 6,0 55-17,7 04 55 4,5-7 0,67
c’ 6,3 47-81 0,7 7,1 6,1-7,9 0,56

SEpore 17,4 13,7-22,5 1,7 17,4 14,8-20,8 1,82
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4.2 Analises estatisticas

A partir dos resultados obtidos com a morfometria, foi possivel realizar a analise
estatistica multivariada, através de PCA. Os resultados obtidos com a analise de machos
e juvenis podem ser observados nas Figuras 1 e 2, respectivamente.

Com a andlise dos gréficos observa-se que ndo houve um agrupamento bem
definido para cada espécie. MgARA e MgSP ficaram proximas as populacbes de M.
graminis, M. graminicola e M. marylandi, porém populacdes das mesmas espécies
ficaram distantes umas das outras. Embora a analise de PCA seja eficiente, nesse caso
ndo foi possivel afirmar com seguranca a que grupo as populacGes analisadas

pertencem.
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Figura 1. Andlise de PCA. Comparagdo entre os dados morfométricos de machos das populagbes de Meloidogyne sp. estudadas com populagdes de outras
espécies associadas & grama. Meloidogyne graminis em verde, sendo MgARA e MgSP as populagdes de estudo; demais espécies em vermelho.
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4.3 Morfologia

Os aspectos morfoldgicos mais marcantes, utilizados como suporte na
identificacdo de Meloidogyne spp., de individuos em estadio juvenil (J2) e machos das
populacbes MgARA e MgSP foram fotografados e estdo ilustrados nas Figuras 3, 4, 5 e
6.

Figura 3. Regido anterior de juvenis (J2) da populacdo MgARA (Figura 3A) e MgSP
(Figura 3 B).
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Figura 4. Regido posterior de juvenis (J2) da populagdo MgARA (Figura 4A) e MgSP
(Figura 4B).

Figura 5. Regido anterior de machos da populacio MgARA (Figura 5A) e MgSP
(Figura 5B).
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Figura 6. Regido posterior de machos a populacdo MgARA (Figura 6A) e MgS
(Figura 6B).

Figura 7. Imagens de regides perineais de fémeas da populacdo de Meloidogyne sp.
encontradas em campos de golfe da cidade de Séo Paulo.
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Figura 8. Imagens de regides perineais de fémeas da populacdo de Meloidogyne sp.
encontradas em campos de golfe da cidade de Araras.

Os J2s de M. graminis apresentam caracteristicas tipicas de juvenis do género
Meloidogyne, corpo vermiforme e cilindrico que se afina consideravelmente em direcao
a extremidade posterior. Cauda fina, com presenca de regido hialina e anus evidente.
(Figura 4A e B). Na regido anterior esta presente um estilete delicado com bulbos
arredondados, regido DGO bem marcada assim como o poro excretor. Bulbo mediano

alongado com vélvula bem definida (Figura 3A e B).

Os machos encontrados nas populacfes estudadas apresentam corpo vermiforme
e alongado, presenca de estrias na cuticula e campo lateral com quatro linhas. Estilete
longo e robusto, bulbos do estilete arredondados, regido cefalica alta, bulbo mediano
alongado com véalvula bem desenvolvida. Na regido posterior presenca de um par de
espiculos sustentados pelo gubernéculo, extremidade da cauda com varia¢Bes, mas na
maioria dos casos, arredondada (Figuras 5 A e B e Figura 6 A e B).

As fémeas encontradas nas populagdes MgARA e MgSP apresentam corpo
esbranquicado e oval, regido anterior longa e corpo revestido por um cuticula muito
fina. Os bulbos do estilete sdo arredondados, esdfago bem desenvolvido, bulbo mediano
grande e arredondado com valvula bem desenvolvida. O padrdo da regido perineal



35

apresenta linhas laterais definidas e arco dorsal alto, presenca de estrias lisas, auséncia

de pontuacGes acima do anus (Figuras 7 e 8).

4.4 Sintomas

Figura 9. Sintomas do ataque de Meloidogyne sp. (populacdo MgSP) em gramado de
campo de golfe da cidade de S&o Paulo. Manchas em reboleira caracterizadas por
plantas com desenvolvimento insatisfatério, menores e cloroticas.

A
SA.
—7
F ;
N :
F
\
E G

Figura 10. Raizes de gramas das populacdes MgARA e MgSP coradas com fuccina
acida. Nas figuras A a E observa-se juvenis em estadio salsichoide (J) estabelecendo o
sitio de alimentacdo (S.A.) no interior das raizes. Nas figuras F a H observa-se um leve
engrossamento das raizes (S.A.) causado pela alimentacdo das fémeas (F).
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Os sintomas observados nas raizes de gramas das populacfes estudadas sdo
caracteristicos do ataque dos nematoides das galhas, manchas em reboleira
caracterizadas por plantas com desenvolvimento insatisfatorio, menores e cloroticas
(Figura 9). Plantas do interior das reboleiras apresentavam sintomas de deficiéncia
nutricional e sistema radicular danificado. Na Figura 10A a E, observa-se juvenis no
interior das raizes de grama, em busca de local ideal para o estabelecimento do sitio de
alimentacdo. Cabe ressaltar que, ndo foi observada a formacdo de galhas radiculares
tipicas nas raizes de gramas estudadas, porém, notou-se um engrossamento sutil nos

pontos de alimentacdo das fémeas (Figura 10F, G e H).

4.5 Estudos bioquimicos

Foi realizada eletroforese de isoenzimas para a identificacdo da espécie através
do padréo esterase, essa isoenzima foi utilizada pois é a que possui mais informag6es na
literatura. Ndo houve migracdo das amostras das populacdes MgARA e MgSP no gel de
agarose. Ja no padrdo, M. javanica, as bandas apareceram perfeitamente. O teste foi

repetido por trés vezes, apresentando o mesmo resultado.
4.6 Estudos moleculares

Nédo foi possivel utilizar os dados obtidos do sequenciamento do DNA da
populagdo MgSP, pois as sequéncias ndo apresentaram qualidade suficiente para dar
continuidade aos estudos. J& para MgARA, foram utilizadas seqliéncias dos trechos CO-
Il e 28S. As sequéncias obtidas com os demais primers, ndo foram utilizadas devido a

ma qualidade.
4.6.1 Sequénciamento e alinhamento

As sequéncias obtidas das regides CO-1l e 28S da populacdo MgARA, foram
alinhadas com sequéncias de outras populacbes de Meloidogyne presentes no GenBank
(Apéndice, Figuras 1 e 2). Os cddigos e as espécies utilizadas na comparacao podem ser
consultados nas Tabelas 1 e 2 do Apéndice. Este alinhamento foi a base para os estudos

filogenéticos realizados no presente trabalho.
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4.6.2 Codigo de barras do DNA (DNA Barcode)

A comparacdo das sequéncias das regides D2/D3 do 28S rDNA e CO-IlI do
mtDNA da populacdo MgARA com sequencias de espécies de nematoides depositadas
no GenBank, resultou na primeira conclusdo segura em relacdo a identificacdo da
espécie. Baseando-se na comparacao realizada, concluiu-se que o nematoide presente
nos campos de golfe da cidade de Araras trata-se de M. graminis, pois apresentou alto
grau de similaridade com populacGes desta espécie provenientes dos Estados Unidos.
Na comparacdo da regido CO-Il, pode-se observar uma pequena diferenca entre M.
graminis e M. marylandi, pois a homologia foi de 99% e 98% (Tabela 8),
respectivamente, o que poderia gerar davidas em relacdo a identificacdo, porém, se
desconhece a presenca de machos na espécie M. marylandi, e na populacdo MgARA
estudada houve uma incidéncia muito alta de machos nas amostras. Além disso, a
comparacao de sequéncias da regido 28S cessa as duvidas, ja que a homologia entre a
populagédo de M. graminis (JN241915.1) e a populacdo MgARA foi de 100%, enquanto
gue com M. marylandi foi de apenas 84% (Tabelas 7 e 8).
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Tabela 7. Comparacdo da sequéncia parcial da regido 28S do rDNA da populagéo de
Meloidogyne proveniente da cidade de Araras (SP), com sequéncias de outras espécies

depositadas no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) para a identificacdo de

homologia (% de identidade genética).

Espécies % de identidade Cadigo de acesso no

GenBank
M. graminis (EUA) 100 JN241915.1
M. graminis 95 JN241922.1
M. marylandi 84 KC473862.1
M. marylandi 83 JN241917.1

Tabela 8. Comparacdo da sequéncia parcial da regido CO-11 do mtDNA da populacéo de
Meloidogyne proveniente da cidade de Araras (SP), com sequéncia de outras espécies

depositadas no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) para a identificacdo de

homologia (% de identidade genética).

Espécies % de identidade Codigo de acesso no GenBank
M. graminis (EUA) 99 JN019329.1
M. marylandi 98 JN019350.1
M. ethiopica 91 KF482372.1
M. hispanica 91 EU443606.1
M. javanica 91 JQ317915.1
M. minor 90 KC241977.1
M. enterolobii 90 KP411230.1
M. incognita 90 JQ317917.1
M. fallax 89 JN157848.1

M. arenaria 89 KF112873.1



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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4.6.3 Anélises filogenéticas
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Figura 11. Arvore filogenética mostrando as relacdes entre as espécies de Meloidogyne
baseada nas sequéncias da regiao CO-Il do mtDNA.M. enterolobii foi utilizada como

grupo externo (FJ159617).

Analisando a arvore filogenética (Figura 11) fica evidente que a populacédo
MgARA se agrupou com a espécie M. graminis do tipo B, juntamente com populacGes
provenientes da California e Arizona, Estados Unidos. Observa-se ainda a proximidade
filogenética de M. graminis com M. marylandi, que formaram grupos muito préximos.
Esse resultado concorda com as analises realizadas até 0 momento, sendo fundamental

para confirmar a identificacdo da espécie.
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Na arvore filogenética proveniente da regido 28S (Figura 12), também ficou
clara a divisdo dos grupos e MgARA novamente se juntou as populacfes da espécie M.
graminis, o que reafirma a identificacdo da populacdo de estudo e demonstra que as
regibes do DNA escolhidas no trabalho contem informagbes suficientes para a
identificacdo da espécie.
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Figura 12 - Arvore filogenética mostrando as relagBes entre as espécies de Meloidogyne
baseada nas sequéncias da regido D2/D3 do gene 28S do rDNA. Pratylenchus vulnus foi
utilizado como grupo externo (G1:365192982).
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5 DISCUSSAO

5.1 Sintomas

Os sintomas observados nos locais de infestacdo por MgARA e MgSP séo
tipicos de nematoides das galhas, os gramados dos campos de golfe apresentaram
reboleiras compostas de plantas menores e clordticas. O parasitismo deste nematoide
dificulta a absorcdo de agua e nutrientes necessarios para o bom desenvolvimento da
planta, por esse motivo os sintomas se confundem com os de deficiéncia nutricional
(DROPKIN, 1989). De acordo com Entwistle (2003), além de prejudicar
significativamente a aparéncia dos campos de golfe, principalmente em é&reas de
‘Greens’, esses sintomas podem interferir no andamento dos jogos, ja que a trajetdria da
bola pode ser prejudicada devido a desuniformidade do gramado pela presenca de

reboleiras.

E importante ressaltar que nio foram observadas galhas evidentes nas raizes de
gramas estudadas, em alguns casos apenas um leve engrossamento foi notado. Essa
caracteristica também foi relatada por Mitkowski (2001), durante suas pesquisas com

M. graminis presente em campos de golfe dos Estados Unidos.
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5.2 Morfometria e Morfologia

Os nematoides formadores de galhas, pertencentes ao género Meloidogyne, séo
considerados os fitoparasitas de maior importancia do mundo (KARSSEN; MOENS,
2006) e por esse motivo trata-se do grupo de nematoides mais estudado. Atualmente,
diversas ferramentas vém sendo utilizadas para a identificacdo rapida e segura das
espécies, ja que estas apresentam consideravel variedade genética e morfométrica, intra
e interespecificas. No presente estudo ndo foi diferente, as populacbes estudadas
apresentaram diferencas morfologicas entre elas e dentro delas. Os dados morfométricos
de machos de M. graminis das populacdes MgARA e MgSP diferem dos dados da
descricdo original (SLEDGE; GOLDEN, 1964), assim como a morfometria dos juvenis
estudados. As mensuracOes foram comparadas com os dados de outras populacfes e
espeécies presentes na literatura (Tabelas 3 e 4), para isso foi realizada a analise de PCA,
que demonstrou que devido a variabilidade no tamanho das estruturas medidas nédo
houve agrupamento definido de nenhuma das populagdes estudadas e nem mesmo das
citadas na literatura (Figuras 1 e 2). Pode-se perceber uma sobreposic¢ao de dados entre
as espécies M. graminis e M. marylandi, por esse motivo estas formaram um unico
grupo na analise de PCA. Isso revela a semelhanca que ha entre essas duas espécies de
nematoides presentes em gramas, 0 que pode levar a erros durante a identificacdo
morfométrica e morfoldgica. No entanto, observa-se na analise de PCA de juvenis, que
a populacdo brasileira MgARA ficou proxima a populacdo MgR (M. graminis
proveniente dos Estados Unidos). A caracteristica responsavel pela proximidade dessas
populagdes foi o tamanho do estilete, medindo 10,4 e 11,7 um, respectivamente. Na
mesma andlise de PCA, a populacdo MgSP também ficou préxima a uma populacao de
M. graminis dos Estados Unidos, MgAv, o que se assemelha nessas populacdes é o
valor da variavel ¢ (comprimento do corpo/cauda), 5,5um na populacdo brasileira e

6,8Um na norte americana.

As variagdes morfométricas apresentadas nas populacfes estudadas podem ser
consideradas comuns, j& que sdo provenientes de locais diferentes e ndo se sabe a
origem das mesmas. Segundo Hunt e Handoo (2009), os caracteres morfométricos e

morfolégicos tendem a variar sob a influéncia de condic6es geograficas e ecoldgicas.
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Na diferenciacdo de Meloidogyne spp., os caracteres morfoldgicos tém sido
utilizados com mais frequéncia que os morfométricos, ja que esses podem ser mais
afetados pelas condi¢des ambientais (HUNT; HANDOO, 2009). A configuracdo da
regido perineal de fémeas maduras € uma das principais técnicas de identificacdo
através da morfologia, jA que esta apresenta estrias caracteristicas de cada espécie
(FERRAZ; MONTEIRO, 1995). Nas popula¢des estudadas o padrdo da regido perineal
se mostrou bastante semelhante entre si, assim como com o padrdo da descricdo desta
espécie. Porem, apesar de ainda ser largamente utilizada na rotina dos laboratorios de
nematologia brasileiros, principalmente pelo seu baixo custo, esta técnica, quando usada
isoladamente na identificacdo de espécies, ndo apresenta resultados completamente
confiaveis. Sendo assim, o0s padrdes perineais devem ser utilizados como um

complemento a caracterizacdo enzimatica ou molecular (CARNEIRO, et al., 2004).

Para uma segura identificacdo de nematoides é necessaria a complementagdo dos
dados morfol6gicos com os dados moleculares, de acordo com o conceito proposto pela
taxonomia polifasica e integrativa (PIRES; MARINOMI, 2010).

5.3 Estudos bioquimicos

A eletroforese de isoenzimas realizada no presente estudo ndo forneceu dados
seguros para a identificacdo das espécies de nematoides das populacdes MgARA e
MgSP. Ndo houve um padrdo de bandas em nenhuma das repeticdes realizadas, sendo
que estas permaneceram na posicdo inicial, sem migracdo no gel de poliacrilamida
durante a corrida, enquanto que o padréo utilizado, M. javanica, apresentou suas bandas
caracteristicas com qualidade em todos os testes. Existem controvérsias em relacdo ao
padrdo de esterase de M. graminis. De acordo com Esbenshade e Triantaphyllou (1985),
o fendtipo G1 deve ser atribuido a essa espécie, porém, este fendtipo ja havia sido
atribuido a M. graminicola. Por outro lado, Brito et al. (2010) relataram que ndo ha um
padrdo de esterase para M. graminis. No presente estudo os resultados obtidos
assemelham-se ao relato de Brito et al. (2010), pois também ndo foi observada a
migracdo da amostra durante a eletroforese. A semelhanca de resultados pode indicar
que as populacdes estudadas sdo da espécie M. graminis, porém, nesse caso, 0 uso da

técnica de eletroforese de isoenzima mostra-se inconclusivo.
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5.4 Estudos moleculares

Para a caracterizacdo de espécies de nematoides, duas regides do genoma tem
sido utilizadas, o rDNA (DNA ribossémico) e 0 mtDNA (DNA mitocondrial). O rDNA
de nematoides € o mais estudado, pois trata-se de uma regido altamente conservada,
constituida de trés genes, 18S, 5.8S e 28S, além das regides espacadoras, ITS-1 e ITS-2.
A gquantidade de copias garante uma 6tima amplificacdo e a variedade e estabilidade
permite a distincdo entre as espécies. O mtDNA é bastante estudado no género
Meloidogyne, apresenta uma alta gama de regiGes especificas para cada espécie e essas
se repetem mudltiplas vezes,o0 DNA mitocondrial possui diversas copias no interior de
uma unica célula, facilitando o resultado da PCR. Além disso, a heranca uniparental e a
baixa taxa de recombinacao facilitam os estudos de filogenia (BLOK; POWERS, 2009).

5.4.1 Cédigo de barras do DNA

Os estudos moleculares desenvolvidos no decorrer desse trabalho foram
decisivos na identificacdo da espécie dos nematoides da populacdo MgARA. O cédigo
de barras do DNA apresentou o primeiro resultado seguro, demonstrando que a
populacdo realmente pertence a espécie M. graminis. As sequéncias utilizadas foram
D2/D3 do 28S rDNA e CO-1l do mtDNA. A comparacdo demonstra que os trechos
estudados estdo intimamente relacionadas a sequéncias de populagcdes de M.graminis
depositadas no GenBank, com taxa de similaridade de 99% para a regido D2/D3 e 100%

para CO-I1, com populagdes provenientes dos Estados Unidos.

No Brasil, o primeiro relato de aplicacdo dessa tecnologia foi realizado por
Oliveira et al., (2009), que relataram que tubérculos de batata provenientes do Canada
apresentavam-se com o nematoide Pratylenchus penetrans. Nesse material, devido as
condicdes de transporte e armazenagem, 0S poucos nematoides presentes na amostra
apresentavam-se com a morfologia alterada devido a anidrobiose, sem condigdes para a
segura identificacdo especifica. Para resolver tal questdo, utilizou-se uma técnica
bastante segura, mas que na época, ainda ndo Sse encontrava em uso rotineiro em
laboratdrios de diagnose de nematoides no Brasil, 0 chamado codigo de barras do DNA
(DNA barcode), atraves do sequenciamento de um pequeno trecho do genoma do

organismo, especifico para cada espécie. No presente estudo, utilizou-se metodologia
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semelhante, demonstrando-se a utilidade da técnica do codigo de barras do DNA para a
diagnose de populacdo de Meloidogyne identificada com seguranca como M. graminis.
Além disso, utilizando-se o conceito de taxonomia integrativa (OLIVEIRA et al., 2011),
a identificacdo dos nematoides extraidos de raizes de gramas foi confirmada pelo estudo
de suas caracteristicas morfoldgicas e valores morfométricos.

Meloidogyne graminis foi descrito pela primeira vez em 1959, na Flérida, nos
Estados Unidos, associado a raizes de grama Santo Agostinho (SLEDGE; GOLDEN,
1964). Atualmente, trata-se de um nematoide das galhas largamente distribuido naquele
pais e bastante conhecido pelos danos que causam em gramados esportivos,

principalmente em campos de Golfe.

5.4.2 Andlises Filogenéticas

Nos ultimos anos a utilizacdo de sequéncias de DNA vem crescendo em
pesquisas de identificacdo de espécies do género Meloidogyne. (POWERS, 2004). No
presente estudo foram utilizadas informagdes contidas na expansdo D2/D3 do gene 28S
rDNA e a regido CO-Il do mtDNA para a construcdo de arvores filogenéticas. Esses
fragmentos podem mudar de acordo com o género estudado, ja que as informacdes neles
contidas variam de acordo com as espécies. Apesar da maioria das espécies de
Meloidogyne serem diferenciadas através da regido ITS do rDNA, a heterogeneidade
desse fragmento do gene nao permite o diagnostico preciso de M. graminis e M.
marylandi. Ja a 18S rDNA trata-se de uma regido bastante conservada, por esse motivo

ndo apresenta diferencas suficientes para separar as espécies (McCLURE et al., 2012).

A partir dos resultados do estudo filogenético realizado com sequéncias da
regido CO-Il de populacGes de M. graminis, provenientes de campos de golfe dos
Estados Unidos, desenvolvido por McClure et al. (2012), foi demonstrado a divisao do
grupamento de M. graminis, o que permite afirmar que esta espécie se diferencia em
dois tipos. As populacGes correspondentes ao tipo A sdo provenientes dos Estados da
Flérida e Arizona (Estados Unidos) e China, enquanto que o tipo B é formado por
populacdes da California, Arizona e Texas. Nas anélises realizadas com a populacdo de
M. graminis do Brasil, a diferenciagdo no grupo também ficou evidente, confirmando os

estudos de McClure et al. (2012). A populacdo MgARA agrupou-se com as populagdes
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de M. graminis do tipo B (Figura 13). Esse resultado pode indicar a origem dessa
populacdo, ou seja, é provavel que a rota de introducdo dessa espécie no Brasil tenha
ocorrido através de mudas contaminadas provenientes de locais onde predomina o tipo
B da espécie. Na andlise também nota-se a proximidade entre M. graminis e M.
marylandi, o que demonstra que essas espécies ndao sdo semelhantes apenas nos
aspectos morfoldgicos e que os cuidados na identificagdo devem ser redobrados, ja que
a mistura dessas espeécies ja foi relatada em gramas de campo de golfe da California
(McCLURE et al., 2012).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Além de importar gramas para campos de golfe, o Brasil tem aumentado a
importacdo de mudas para a formacdo de gramados de estadios de futebol. No ano de
2014, para sediar a copa do mundo, diversas arenas esportivas foram construidas.
Visando a aparéncia e qualidade do gramado, optou-se pela importacdo de gramas,
principalmente ‘Bermuda Celebration’ proveniente da Flérida, para a cobertura dessas
areas (PORTAL BRASIL, 2012). Até o momento ndo houve relato de sintomas de
nematoides nessas areas, porém, sabe-se que M. graminis é bastante disseminado nos
Estados Unidos e Europa, principais exportadores, e que sem 0s devidos cuidados esse
fitoparasita poderia ser facilmente introduzido nessas areas através das mudas, assim
como ocorreu nos gramados de campos golfe mencionados nesse trabalho. Além de
areas esportivas, os demais consumidores de gramas devem tomar ciéncia da presenca

de M. graminis e dos problemas que sua disseminacdo pode causar no pais.

Na situacdo atual, o método de exclusdo deve prevalecer, evitando-se a
introducdo e disseminacdo de espécies exdticas em areas indenes. Essa preocupacdo em

relacdo a disseminacdo vem da impossibilidade de erradicacdo desses organismos, que
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apos o estabelecimento fardo parte da microbiota do solo permanentemente. Monteiro
(1981) ja alertava sobre os riscos em “ndo se deve plantar nematoides”; no mesmo
trabalho, sugeriu que, para diminuir o risco de introducdo de espécies exoticas no pais,
medidas legislativas deviam ser promulgadas, aplicadas e cumpridas com mais rigor.

Mesmo 34 anos ap6s essa a publicacédo, o alerta continua valido.

Como um exemplo recente de introducdo de nematoides no pais, podemos citar
M. ethiopica. Essa espécie foi encontrada pela primeira vez no Brasil em raizes de
quivi, provenientes do Chile, no ano de 2003 no Estado do Rio Grande do Sul
(CARNEIRO et al., 2003). Até o momento, a espécie foi relatada no Distrito Federal,
Parand e Sdo Paulo. Apesar de poucos relatos sobre a distribuicdo e patogenicidade
deste nematoide, danos significativos desta espécie parecem ser cada vez mais
expressivos (MEDINA et al., 2014).

O primeiro registro de ocorréncia de M. graminis no Brasil vem contribuir,
portanto, para expandir o conhecimento da diversidade do género Meloidogyne no pais
e sua abrangéncia geografica. Cabe ressaltar que essa espécie somente havia sido
relatada anteriormente na Ameérica do Sul, causando danos em grama ‘Bermuda’ em
campo de golfe na Venezuela (PERICHI et al., 2006). Cabe ressaltar que foi realizado o
registro de ocorréncia dessa espécie junto ao Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), visando a implementacdo de medidas fitossanitarias para
minimizar o impacto da introducdo de M. graminis. A autorizacao para a publicacdo da

presenca da praga no pais fornecida pelo MAPA encontra-se no Anexo 1.

Enfatiza-se que, de acordo com Oliveira (2015), é fundamental que
nematologistas, com comprovado treinamento em taxonomia, de universidades e
centros de pesquisa do Brasil, atuem em colaboragdo com o MAPA na certificagdo
fitossanitaria, por meio do credenciamento para a realizacdo de analises nematoldgicas
oficiais de materiais vegetais importados e exportados, enfatizando o carater preventivo

do controle na entrada de pragas e doencas no Brasil.
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8 CONCLUSAO

Identificou-se a espécie Meloidogyne graminis causando danos em gramado de
campo de golfe no Estado de Séo Paulo, trata-se do primeiro relato dessa espécie no
Brasil. O diagnostico seguro realizou-se através do cddigo de barras do DNA e anélises
filogenéticas.
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APENDICE

* 20 * 40 * 60 * 80 * 100 *
TGTGTTATTTGATTTTTTTAAGTTTA---TTTTAATT-AGCTATTAATTTCTTTA-GAAAATTTTATTGTGTTTAAAAAAGTTTTTAGCTATATTATTGTTGAAAGTATTTT
TGTGTTATTTGATTTTTTTAAGTTTA: TTTTAATT-AGCTATTAATTTCTTTA-GAAAATTTTATTGTGTTTAAAAAAGTTTTTAGCTATATTATTGTTGAAAGTATTTT
TGTGTTATTTGATTTTTTTAAGTTTA TTTTAATT-AGCTATTAATTTCTTTA-GAAAATTTTATTGTGTTTARAARAAAGTTTTTAGCTATATTATTGTTGAAAGTATTTT
TGTGTTATTTGATTTTTTTAAGTTTA TTTTAATT-AGCTATTAATTTCTTTA-GAAAATTTTATTGTGTTTAAAAAAGTTTTTAGCTATATTATTGTTGAAAGTATTTT
TGTGTTATTTGATTTTTTTAAGTTTA TTTTAATT-AGCTATTAATTTCTTTA-GAAAATTTTATTGTGTTTAAAAAAGTTTTTAGCTATATTATTGTTGAAAGTATTTT
TGTGTTATTTGATTTTTTTAAGTTTA TTTTAATT-AGCTATTAATTTCTTTA-GAAAATTTTATTGTGTTTARARAAGTTTTTAGCTATATTATTGTTGAAAGTATTTT
TGTGTTATTTGATTTTTTTAAGTTTA TTTTAATT-AGCTATTAATTTCTTTA-GAAAATTTTATTGTGTTTAAAAAAGTTTTTAGCTATATTATTGTTGAAAGTATTTT
TGTGTTATTTGATTTTTTTAAGTTTA TTTTAATT-AGCTATTAATTTCTTTA-GAAAATTTTATTGTGTTTAAAAAAGTTTTTAGCTATATTATTGTTGAAAGTATTTT
TGTGTTATTTGATTTTTTTAAGTTTA TTTTAATT-AGCTATTAATTTCTTTA-GAARATTTTATTGTGTTTARAARAAGTTTTTAGCTATATTATTGTTGAAAGTATTTT
TGTGTTATTTGATTTTTTTAAGTTTA TTTTAATT-AGCTATTAATTTCTTTA-GAAAATTTTATTGTGTTTAAAAAAGTTTTTAGCTATATTATTGTTGAATGTATTTT
TGTGTTATTTGATTTTTTTAAGTTTA TTTTAATT-AGCTATTAATTTCTTTA-GAAAATTTTATTGTGTTTAAAAAAGTTTTTAGCTATATTATTGTTGAAAGTATTTT
TGTGTTATTTGATTTTTTTAAGTTTA: TTTTAATT-AGCTATTAATTTCTTTA-GAAAATTTTATTGTGTTTAAAAAAGTTTTTAGCTATATTATTGTTGAAAGTATTTT
TGTGTTATTTGATTTTTTTAAGTTTA TTTTAATT-AGCTATTAATTTCTTTA-GAAAATTTTATTGTGTTTARAAAAGTTTTTAGCTATATTATTGTTGAAAGTATTTT
TGTTTTATTTGATTTTTTTAAGATAA GTTTAATT-AGCTTTTTATTTTATTA-GAATTTTTTATTGTGATT. GATTTGAGCT.
TGTTCTATTTGATTTTTTTAAGATAA: GTTTAATT-AGCTTTTTATTTTATTA-GAATTTTTTATTGTGATTAAAAAAGATTTGAGCTAATATATT -
TGTTTTATTTGATTTTTTTAAGATAA GTTTAATT-AGCTTTTTATTTTATTA-GAATTTTTTATTGTGATT. GATTTGAGCTAATATATT
TGTTTTATTTGATTTTTTTAAGATAA GTTTAATT-AGCTTTTTATTTTATTA-GAATTTTTTATTGTGATTARAAAAGATTTGAGCTAATATATT -
TGTTTTGTTTGATTTTTTTAAGTGTA ATTTAATTTAGCCAAAAAATTCAAATTGAATATTTTATTGTGGTTAAAAAAGAGTTTGGCTTTTTTT-AGTTGATTTTATTTT
TGTTTTGTTTGATTTTTTTAAGTTTA ATTTAATTTAGCCAAAAAATTCAAATTGAATATTTTATTGTGGT TARAARAAGAGTTTGGCTTTTTTT-AGTTGATTTTATTTT
TGTTTTGTTTGATTTTTTTAAGTTTA ATTTAATTTAGCCAAAAAATTCAAATTGAATATTTTATTGTGGTTAAARAAGAGTTTGGCTTTTTTT-AGTTGATTTTATTTT
TGTTTTGTTTGATTTTTTTAAGTTTA ATTTAATTTAGCCAAAAAATTCAAATTGAATATTTTATTGTGGTTAAAAAAGAGTTTGGTTTTTTTT-AGTTGATTTTATTTT
TGTTTTGTTTGATTTTTTTAAGTTTA: ATTTAATTTAGCCAAAAAATTCARATTGAATATTTTATTGTGGTTAAAAAAGAGTTTGGCTTTTTTT-AGTTGATTTTATTTT
TGTTTTGTTTGATTTTTTTAAGTTTA ATTTAATTTAGCCAAAAAATTCAAATTGAATATTTTATTGTGGT TAAARAAGAGTTTGGCTTTTTTT-AGTTGATTTTATTTT
TGTTTTGTTTGATTTTTTTAAATTTA ATTTAGTT-AGCTAAAAAATTCAAATTGAATATTTTATTGTGGTTAAARAAGAGTTTAGCTTTTTTT-AGTTAATTTTATTTT
TGTTTTGTTTGATTTTTTTARATTTA: ATTTAGTT-AGCTAAAAAATTCARATTGAATATTTTATTGTGGTTAAAAAAGAGTTTAGCTTTTTTT-AGTTAATTTTATTTT
TGTTTTGTTTGATTTTTTTAAATTTA ATTTAGTT-AGCTAAAAAATTCAAATTGAATATTTTATTGTGGT TARAARAAGAGTTTAGCTTTTTTT-AGTTAATTTTATTTT
TGTTTTGTTTGATTTTTTTAAATTTA ATTTAGTT-AGCTAAAAAATTCAAATTGAATATTTTATTGTGGTTAAARAAGAGTTTAGCTTTTTTT-AGTTAATTTTATTTT
TGTTTTGTTTGATTTTTTTAAATTTA ATTTAGTT-AGCTAAAAAATTCAAATTGAATATTTTATTGTGGTTAAAAAAGAGTTTAGCTTTTTTT-AGTTAATTTTATTTT
TGTTTTGTTTGATTTTTTTAAATTTA ATTTAATTTAGCCAAAAAATTCTAAA-GAATATTTTATTGTGATTARARAAGTGTTTGGCTTTTTTTTAATTAGTTTTATTTT
TGTTTTGTTTGATTTTTTTAAATTTA ATTTAATTTAGCCAAAAAATTCTAAA-GAATATTTTATTGTGATTAAARAAGTGTTTGGCTTTTTTTTAATTAGTTTTATTTT
TGTTTTGTTTGATTTTTTTAAATTTA ATTTAATTTAGCCAAAAAATTCTAAA-GAATATTTTATTGTGATTAAAAAAGTGTTTGGCTTTTTTTTAATTAGTTTTATTTT
TGTTTTGTTTGATTTTTTTAAATTTA: ATTTAATTTAGCCAAAAAATTCTAAA-GAATATTTTATTGTGATTAAAAAAGGTTTTGGCTTTTTTTTAATTAGTTTTATTTT
TGTTTTGTTTGATTTTTTTAAATTTA ATTTAATTTAGCCAAAAAATTCTAAA-GAATATTTTATTGTGATTAAARAAGGTTTTGGCTTTTTTTTAATTAGTTTTATTTT
TGTTTTGTTTGATTTTTTTAAATTTA ATTTAATTTAGCCAAAAAATTCTAAA-GAATATTTTATTGTGATTARAAAAGGTTTTGGCTTTTTTTTAATTAGTTTTATTTT
TGTTATTTTAAGTTAATTTARATTGAATTTTTTAATAAAGCTATTAATTTCAATT-GAATTTTTTAATATGT TTAAATAAATTTTTAGT TAATATTATTTTAAGATTATTTT

120 * 140 * 160 * 180 * 200 * 220
TTATTGTTG. TTATT, TAATATATATTTATATTAATTAAAATTT-TAAAAAATATTATATTTAGTTTTTGGTTTAATAT TTAT. TATTTATATAT-.
T-ATTGTTG. TTATT. TAATATATATTTATATTAATTAAAATTT-TAAARAATATTATATTTAGTTTTTGGTTTAATAT TTAT. TATTTATATAT-.
TTATTGTTG. TTATT. TAATATATATTTATATTAATTAAAATTT-TAAAAAATATTATATTTAGTTTTTGGTTTAATAT. TTAT. TATTTATATAT-.
TTATTGTTGAAAAAATTATTAAAATAATATATATTTATATTAATTAAAATTT-TAAAAGATATTATATTTAGTTTTTGGTTTAATATAAAAATTATAAATATTTATATAT -
TTATTGTTG. TTATT. TAATATATATTTATATTAATTAAAATTT-TAAAARAATATTATATTTAGTTTTTGGTTTAATAT TTAT. TATTTATATAT-.
TTATTGTTG. TTATT. TAATATATATTTATATTAATTAAAATTT-TARAAAATATTATATTTAGTTTTTGGTTTAATAT. —-TTAT. TATTTATATAT-.

TTATTGTTGAAAAAATTATTAAAATAATATATATTTATATTAATTAAAATTT-TAAAAAATATTATATTTAGTTTTTGGTTTAATATAAAAATTATAAATATTTATATAT -

BB PP PR R

TTATTGTTG. TTATT, TAATATATATTTATATTAATTAAAATTT-TAAARAATATTATATTTAGTTTTTGGTTTAATAT TTAC. TATTTATATAT-.
TTATTGTTG. TTATT. TAATATATATTTATATTAATTAAAATTT-TAAARAATATTATATTTAGTTTTTGGTTTAATAT TTAT. TATTTATATAT-.
TTATTGTTGAAAAAATTATTAAAATAATATATATTTATATTAATTAAAATTT-TAAAAAATATTATATTTAGTTTTTGGTTTAATATAAAAATTATAAATATTTATATAT-.
TTATTGTTG. TTACT. TAATATATATTTATATTAATTAAAATTT-TAAARAATATTATATTTAGTTTTTGGTTTAATAT TTAT. TATTTATATAT-.
TTATTGTTG. TTATT. TAATATATATTTATATTAATTAAAATTT-TAAARAATATTATATTTAGTTTTTGGTTTAATAT TTAT. TATTTATATAT-.
TTATTGTTG. TTATT. TAATATATATTTATATTAATTAAAATTT-TAAAAAATATTATATTTAGTTTTTGGTTTAATAT. TTAT. TATTTATATAT-.
TTGTTGTTGAAAAAATTAAAAAAAAATTATA-AGTTATAATAATTAAAATTC-TAAAAAAAGGATTATTTGTTTTTTAGTTAAATATTAT, TATAATGGTTT, G.
TTGTTGTTGAAAAAATT TTATA-AGTTATAATAATT. TTC-T. GGATTATTTGTTTTTTAGTT. TATTAT. TATAATGGTTT. G.
TTGTTGTTGAAAAAATTAAAAAAAAATTATA-AGTTATAATAATTAAAATTC-TARAAAAAAGGATTATTTGTTTTTTAGTT. TATTAT. TATAATGGTTT. G

TTGTTGTTGAAAAAATTAAAAAAAAATTATA-AGTTATAATAATTAAAATTC-TAAAAAAAGGATTATTTGTTTTTTAGTTAAATATTATARAATATAATGGTTTAAAAAAGA

TTATTGTTGG. TTAAT, TTTTAG. TTTTTCTGTGATT. TTATGGCTAT. TATATTT--TTTTTTATTTTATATAAAARATATAATATTTTTTTGTT-A
TTATTGTTGG. TTAAT. TTTTAG TTTTTCTGTGATT. TTATGGCTAT TATATTT--TTTTTTATTTTATATAAAAAATATAATATTTTTTTGTT-A
TTATTGTTGGAAAAATTAATAAATTTTAGARATTTTTCTGTGATTAAARATTATGGCTATAAATATATTT--TTTTTTATTTTATATAAAARATATAATATTTTTTTGTT-A
TTATTGTTGG TTAAT, TTTTAG. TTTTTCTGTGATT. TTATGGCTAT.

TTATTGTTGG. TTAAT. TTTTAG TTTTTCTGTGATT. TTATGGCTAT TTTTTTATTTTATATAAAAAATATAATATTTTTTTGTT-A

TTATTGTTGGAAAAATTAATAAATTTTAGAAATTTTTCTGTGATTAAAAATTATGGCTATAAATATACTT--TTTTTTATTTTATATAAAAAATATAATATTTTTTTGTT-A
TTATTGTTGGAAAAATTAATAAATTTTAGAAATTTTTCTGTGATTAAAAATT-TGGCTATAAATATATTT--TTTTTTATTTTATATAAAARATATAATATTTTTT-GTT-A
TTATTGTTGG. TTAAT, TTTTAG. TTTTTCTGTGATT. TT-TGGCTAT. TATATTT--TTTTTTATTTTATATAAAAARATATAATATTTTTT-GTT-A
TTATTGTTGGAAAAATTAATAAATTTTAGAAATTTTTCTGTGATT. TT-TGGCTAT. TATATTT--TTTTTTATTTTATATAARAARATATAATATTTTTT-GTT-A
TTATTGTTGGAAAAATTAATAAATTTTAGAAATTTTTCTGTGATTAAAAATT-TGGCTATAAATATATTT--TTTTTTATTTTATATAAAARAATATAATATTTTTT-GTT-A
TTATTGTTGG. TTAAT, TTTTAG. TTTTTCTGTGATT. TT-TGGCTAT. TATATTT--TTTTTTATTTTATATAAAARATATAATATTTTTT-GTT-A
TTATTGTTG. TTAAT. TTGTTGAATAATTCCTG-AATT. TTACGCT TATATTT--TTTTTTGTTTTATATAAAAAATTTAATATTTTTT-ATTTA
TTATTGTTGAAAAAATTAATAAATTGTTGAATAATTCCTG-AATTAAARATTATGCTARAAAATATATTT--TTTTTTGTTTTATATAAAAAATTTAATATTTTTT-ATTTA
TTATTGTTG. TTAAT, TTGTTGAATAATTCCTG-AATT. TTATGCT
TTATTGTTG. TTAAT. TTGTTGAATAATTCCTG-AATT. TTATGCT.
TTATTGTTGAAAAAATTAATAAATTGTTGAATAATTCCTG-AATTAAAAATTATGCTAAAAAATATATTT
TTATTGTTG. TTAAT, TTGTTGAATAATTCCTG-AATTAAAAATTATGCTAAAAAATATATTT--TTTTTTGTTTTATATAAAAAATTTAATATTTTT--ATTTA
TTATTGTTGAAAAAATTAAAAATAAATTGTT-TTTAAC. TT. TTTATAATAT-TTCATTTTTTGGTTTTTTGTTTTAAATT. TAAT. TATGGGGG.
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* 240 * 260 * 280 * 300 * 320 *
GAAATTTTGATTAAAATGATTATAATTAATTTATTA--ATTTTTTATTATAATGTGTGT TTTTTTAATATTAATTTTTATTAATTTA--TAATTTAATTATTATTA
GAAATTTTGATTAAAATGATTATAATTAATTTATTA--ATTTTTTATTATAATGTGTGT————~~ TTTTTTAATATTAATTTTTATTAATTTA--TAATTTAATTATTATTA

GAAATTTTGATTAAAATGATTATAATTAATTTATTA--ATTTTTTATTATAATGTGTGT -~
GAAATTTTGATTAAAATGATTATAATTAATTTATTA--ATTTTTTATTATAATGTGTGT -~
GAAATTTTGATTAAAATGATTATAATTAATTTATTA--ATTTTTTATTATAATGTGTGT -~
GAAATTTTGATTAAAATGATTATAATTAATTTATTA--ATTTTTTATTATAATGTGTGT~
GAAATTTTGATTAAAATGATTATAATTAATTTATTA--ATTTTTTATTATAATGTGTGT -~
GAAATTTTGATTAAAATGATTATAATTAATTTATTA--ATTTTTTATTATAATGTGTGT -~
GAAATTTTGATTAAAATGATTATAATTAATTTATTA--ATTTTTTATTATAATGTGTGT -~

—-—TTTTTTAATATTAATTTTTATTAATTTA--TGATTTAATTATTATTA
-—TTTTTTAATATTAATTTTTATTAATTTA--TAATTTAATTATTATTA
-=TTTTTTAATATTAATTTTTATTAATTTA--TAATTTAATTATTATTA
~TTTTTTAATATTAATTTTTATTAATTTA--TAATTTAATTATTATTA
-—TTTTTTAATATTAATTTTTATTAATTTA--TAATTTAAGTATTATTA
--TTTTTTAATATTAATTTTTATTAATTTA--TAATTTAATTATTATTA
--TTTTTTAATATTAATTTTTATTAATTTA--TAATTTAATTATTATTA

GAAATTTTGATTAAAATGATTATAATTAATTTATTA--ATTTTTTATTATAATGTGTGT TTTTTTAATATTAATTTTTATTAATTTA--TAATTTAATTATTATTA
GAAATTTTGATTAAAATGATTATAATTAATTTATTA--ATTTTTTATTATAATGTGTGT TTTTTTAATATTAATTTTTATTAATTTA--TAATTTAATTATTATTA
GAAATTTTGATTAAAATGATTATAATTAATTTATTA--ATTTTTTATTATAATGTGTGT TTTTTTAATATTAATTTTTATTAATTTA--TAATTTAATTATTATTA
GAAATTTTGATTAAAATGATTATAATTAATTTATTA--ATTTTTTATTATAGTGTGTGT TTTTTTAATATTAATTTTTATTAATTTA--TAATTTAATTATTATTA
GAAATTTTGATTAGAATAATATTAGTTTTTTTTTAT--ATTTTTTATAATAAT-TGTTT ATTTTTTATAATTATTTTTTTTTATAARAATAATTTAATTATTATTA
GAAATTTTGATTAGAATAATATTAGTTTTTTTTTAT--ATTTTTTATAATAAT-TGTTT ATTTTTTATAATTATTTTTTTTTATAAAAATAATTTAATTATTATTA

GAAATTTTGATTAGAATAATATTAGTTTTTTTTTAT--GTTTTTTATAATAAT-TGTTT ATTTTTTATAATTATTTTTTTTTATAAARAATAATTTAATTATTATTA
GAAATTTTGATTAGAATAATATTAGTTTTTTTTTAT--ATTTTTTATAATAAT-TGTTT ATTTTTTATAATTATTTTTTTT-ATAAAAATAATTTAATTATTATTA
GAAATTAGGTCTTAATTAATTTTAGTCTTTTAAAAA-AAATTTTTATAATATTTTTAGTTAACGGGGTTTGTTT TATTTTTTTTTAGAGATATAATTTAATTATTATTA
GAAATTAGGTCTTAATTAATTTTAGTCTTTTAAAAA-AAATTTTTATAATATTTTTAGTTAACGGGGTTTGTTTAAATATTCTTTTTTAGAGATATAATTTAATTATTATTA
GAAATTAGGTCTTAATTAATTTTAGTCTTTTARAAA-AAATTTTTATAATATTTTTAGTTAACGGGGTTTGTTT. TATTTTTTTTTAGAGATATAATTTAATTATTATTA
GAAATTAGGTCTTAATTAATTTTAGTCTTTTAAAAA-AAATTTTTATAATATTTTTAGTTAACGGGGTTTGTTT. TATTTTTTTTTAGAGATATAATTTAATTATTATTA
GAAATTAGGTCTTAATTAATTTTAGTCTTTTTAAAA-AAATTTTTATAATATTTTTAGTTAACGGGGTTTGTTT. TATTTTTTTTTAGAGATATAATTTAATTATTATTA
GAAATTAGGTCTTAATTAATTTTAGTCTTTTTAAAA-AAATTTTTATAATATTTTTAGTTAACGGGGTTTGTTT. TATTTTTTTTTAGAGATATAATTTAATTATTATTA
GAAATTAGGTCTTAATTAATTTTAGTTTTTTTAAAA-AAATTTTTATAATATTTTTAGTCAACGGAGTTTATTTAAATATTTTTTTTTAGARACATAATTTAATTATTATTA
GAAATTAGGTCTTAATTAATTTTAGTTTTTTTAAAA-AAATTTTTATAATATTTTTAGTCAACGGAGTTTATTTAAATATTTTTTTTTAGAAACATAATTTAATTATTATTA
GAAATTAGGTCTTAATTAATTTTAGTTTTTTTAAAA-AAATTTTTATAATATTTTTAGTCAACGGAGTTTATTTAAATATTTTTTTTTAGAAACATAATTTAATTATTATTA
GAAATTAGGTCTTAATTAATTTTAGTTTTTTTAAAA-AAATTTTTATAATATTTTTAGTCAACGGAGTTTATTTAAATATTTTTTTTTAGAAACATAATTTAATTATTATTA
GAAATTAGGTCTTAATTAATTTTAGTTTTTTTAAAA-AAATTTTTATAATATTTTTAGTCAACGGAGTTTATTTAAATATTTTTTTTTAGAAACATAATTTAATTATTATTA
TAAATTAAGTTATAATTAATTTTAGTTTTTTTAAAA-GAATTTTTATAATATTTTTTTTT-GTTAAATTTATTTAAATAATTTTTTTTAAATTGATAATTTAATTATTATTA
TAAATTAAGTTACAATTAATTTTAGTTTTTTTAAAA-GAATTTTTATAATATTTTTTTTT-GTTAAATTTATTTAAATAATTTTTTTTAAATTGATAATTTAATTATTATTA
TAAATTAAGTTTTAATTAATTTTAGTTTTTTTAAAA-GAATTTTTATAATATTTTTTTT--GTTAAATTTATTTAAATAATTTTTTTTAAATTGATAATTTAATTATTATTA
CAAATTAAGTTTTAATTAATTTTAGTTTTTTTAAAA-GAATTTTTATAATATTTTTTTT--GTTAAATTTATTTAAATAATTTTTTTTAAATTGATAATTTAATTATTATTA
CAAATTAAGTTTTAATTAATTTTAGTTTTTTTAAAA-GAATTTTTATAATATTTTTTTT--GTTAAATTTATTTAAATAATTTTTTTTAAATTGATAATTTAATTATTATTA
CAAATTAAGTTTTAATTAATTTTAGTTTTTTTAAAA-GAATTTTTATAATATTTTTTTT--GTTAAATTTATTTAAATAATTTTTTTTAAATTGATAATTTAATTATTATTA
ARAATTTTGTTATAAATTATATTAGTTTATTTTAATTAAAAATATTTTTTATTAAATTT-—————! GTTTTTTTTATT--TTTTTATAAAAAATATTAATTTAATTATTATTA

340 * 360 * 380 * 400 * 420 *
TTTTTTTTAATAATATTATTA--AATAATAATATTATT-ATTTAATTAAAATTG-ATATAAAATATTTATTAAAATTTGATGARATTTTAATTATAATTTTTT : 418
TTTTTTTTAATAATATTATTA--AATAATAATATTATT-ATTTAATTARAATTG-ATATAAAATATTTATTAARATTTGATGARATTTTAATTATAATTTTTT : 417

TTTTTTTTAATAATATTATTA--AATAATAATATTATT-ATTTAATT TTG-ATAT. TATTTATTAAAATTTGATGAAATTTTAATTATAATTTTTT : 418
TTTTTTTTAATAATATTATTA--AATAATAATATTATT-ATTTAATT TTG-ATAT. TATTTATT. TTTGATGAAATTTTAATTATAATTTTTT : 418
TTTTTTTTAATAATATTATTA--AATAATAATATTATT-ATTTAATT TTG-ATAT. TACTTATT. TTTGATGAAATTTTAATTATAATTTTTT : 418
TTTTTTTTAATAATATTATTA--AATAATAATATTATT-ATTTAATT TTG-ATAT. TATTTATT. TTTGATGAAATTTTAATTATAATTTTTT : 417
TTTTTTTTAATAATATTATTA--AATAATAATATTATT-ATTTAATT TTG-ATAT. TATTTATT. TTTGATGAAATTTTAATTATAATTTTTT : 418
TTTTTTTTAATAATATTATTA--AATAATAATATTATT-ATTTAATTA. TTG-ATATAAAATATTTATT. TTTGATGAAATTTTAATTATAATTTTTT : 418
TTTTCTTTAATAATATTATTA--AATAATAATATTATT-ATTTAATTA. TTG-ATATAAAATATTTATT. TTTGATGAAATTTTAATTATAATTTTTT : 418
TTTTTTTTAATAATATTATTA--AATAATAATATTATT-ATTTAATT. TTG-ATATAAAATATTTATTARAATTTGATGAAATTTTAATTATAATTTTTT : 418
TTTTTTTTAATAATATTATTA--AATAATAATATTATT-ATTTAATT. TTG-ATATAAAATATTTATTAARAATTTGATGAAATTTTAATTATAATTTTTT : 418
TTTTTTTTAATAATATTATTA--AATAATAATATTATT-ATTTAATTAGAATTG-ATATAAAATATTTATTAARAATTTGATGARATTTTAATTATAATTTTTT : 418
TTTCTTTTAATAATATTATTG--AATAATAATATTATT-ATTTAATTAAAATTG-ATATAAAATATTTATTAAAATTTGATGARATTTTAATTATAATTTTTT : 418

TTTTATTTAARAAAATTAATT--AA-ATTAATTTTTTT-GTTAAATTAGTTTAA-ATATAAAATGTTTTTTARAAATCTGATGAATTTTTGGTTTTAATTTTTT : 409
TTTTATTTAARAAAATTAATT--AA-ATTAATTTTTTT-GTTAAATTAGTTTAA-ATATAAAATGTTTTTTARAATCTGATGAATTTTTGGTTTTAATTTTTT : 409
TTTTATTTAARAAAATTAATT--AA-ATTAATTTTTTT-GTTAAATTAGTTTAA-ATATAAAATGTTTTTTARAATCTGATGAATTTTTGGTTTTGATTTTTT : 409
TTTTATTTAARAAAATTAATT--AA-ATTAATTTTTTT-GTTAAATTAGTTTAA-ATATAAAATGTTTTTTAAAATCTGATGAATTTTTGGTTTTAATTTTTT : 408
TT---TTTAGTTAATTTCTTTTTAATACAAAATTTTTTTAAAAAATTAAGTTATAACAAAAAATGTTTTTTAAATTCTTTTGTAATTTTGTTTAAAATTATTT : 428
TT---TTTAGTTAATTTCTTTTTAATACAAAATTTTTTTAAAAAATTAAGTTATAACAAAAAATGTTTTTTARAATTCTTTTGTAATTTTGTTTAARATTATTT : 428
TTTAGTTAATTTCTTTTTAATACAAAATTTTTTTAAAAAATTAAGTTATAACAAAAAATGTTTTTTAAATTCTTTTGTAATTTTGTTTAARATTATTT : 428
TTTAGTTAATTTCTTTTTAATACAAAATTTTTTTAAAAAATTAAGTTATAACAAAAAATGTTTTTTARAATTCTTTTGTAATTTTGTTTAARATTATTT : 428
TTTAGTTAATTTCTTTTTAATACAAAATTTTTTTAAAAAATTAAGTTATAACAAAAAATGTTTTTTARAATTCTTTTGTGATTTTGTTTAARATTATTT : 428
TT---TTTAGTTAATTTCTTTTTAATACAAAATTTTTTTAAAAAATTAAGTTATAACAAAAAATGTTTTTTARAATTCTTTTGTAATTTTGTTTAARATTATTT : 428
TT---TTTAGTTAATTTTTTTTAAACACAAAAATTTTTAAAAAAATTAAATTTTTACAAAAAATGTTTTTTARAATTCTTTTGTAATTTTGTTTAARATTATTT : 425
TTTAGTTAATTTTTTTTAAACACAAAAATTTTTAAAAAAATTAAATTTTTACAAAAAATGTTTTTTARATTCTTTTGTAATTTTGTTTAARATTATTT : 425
TT---TTTAGTTAATTTTTTTTAAACACAAAAATTTTTAAAAAAATTAAATTTTTACAAAAAATGTTTTTTAAATTCTTTTGTAATTTTGTTTAARATTATTT : 425
TT---TTTAGTTAATTTTTTTTAAACACAAAAATTTTTAAAAAAATTAAATTTTTACAAAAAATGTTTTTTAAATTCTTTTGTAATTTTGTTTAARATTATTT : 425
TT---TTTAGTTAATTTTTTTTAAACACAAAAATTTTTAAAAAAATTAAATTTTTACAAAAAATGTTTTTTARAATTCTTTTGTAATTTTGTTTAARATTATTT : 425
TTATTTTTAATAAAGTTTATTGAAATAATATTTTTTTT----AAATTAAATTTT-ATAAAAAATGTTTATTARAAAGCTTTTGTAATTTTTTTTTTAATTATTT : 424
TTATTTTTAATAAAGTTTATTGAAATAATATCTTTTTT- ARATTARATTTT-ATAAAARATGTTTATTAAAAGCTTTTGTAATTTTTTTTTTAATTATTT : 424
TTATTTTTAATAAAATTTATTGARATAATATTTTTTTT----AAATTAAATTTT-ATAAAAAATGTTTATTARAATCTTTTGTAATTTTTTTTTTAATTATTT : 422
TTATTTTTAATAAAATTTATTGARATAATATTTTTTTT----AAATTAAATTTT-ATAAAAAATGTTTATTAARAATCTTTTGTAATTTTTTTTTTAATTATTT : 422

TTATTTTTAAT TTTATTG. TAATATTTTTTTT- AAATTAAATTTT-ATAARAAATGTTTATTAARAATCTTTTGTAATTTTTTTTT-AATTATTT : 421
TTATTTTTAAT TTTATTG. TAATATTTTTTTT- AAATTAAATTTT-ATAARAAATGTTTATTAAAATCTTTTGTAATTTTTTTTTTAATTATTT : 422
TTGAGTTTAATTTAGTTATTTTTAA- TTTTGTA---T T. TTTG-ATAAT. TGTTTTTTAAATTCTTTGAGGTTTTAGTTTATGATTTTTT : 423
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Figura 1. Alinhamento correspondente a regido CO-Il da populagdo MgARA e outras
espécies de Meloidogyne (Tabela 1), utilizado para a realizacdo dos estudos
filogenéticos.



Mg90
Mg182
Mg428
Mg268
Mg730al
Mgl4d
Mg474
MgARARAS
Mm12AZ
Mm4881
Mm658
Mm1l72
Mm447
Mm463
Mm603
Mm623
Mm436
Mmi731
Mmi820c7
Mmi383
Mmig820c6
Mmig820c3
Mf£824
M£853
M£738
Ma282
Mic4b
Mjcl
MASs
Mic2
Ma28
MjWE
Miyzl7
MspMN
MN2011
MspNBA
Mhcl
M1lh4
M1h3
Mab
M08c2
Mp28
Mp71
Mp61
Miz
Mp62
M1h2
MjXSYTO1
Miminc
Ma918
Mk

Mth
Mlo
MeShet
MeFJC
Mh
MetBra
Mino
Mdu
Pvulnus

* 20 * 40 * 60 * 80 * 100 *
CCGGTGAGGTGGAAACGGATAGAGTCGGCGTATCTTTCAAGTATTCATTTACAAT-T--TTATCGTATTGTGATTT-CTGAGCTCCAGATTGGGACAGTTTTTA-CTTTATTGT
CCGGTGAGGTGGAAACGGATAGAGTCGGCGTATCTTTCAAGTATTCATTTACAAT-T--TTATCGTATTGTGATTT-CTGAGCTCCAGATTGGGACAGTTTTTA-CTTTATTGT
CCGGTGAGGTGGAAACGGATAGAGTCGGCGTATCTTTCAAGTATTCATTTACAAT-T--TTATCGTATTGTGATTT-CTGAGCTCCAGATTGGGACAGTTTTTA-CTTTATTGT
CCGGTGAGGTGGAAACGGATAGAGTCGGCGTATCTTTCAAGTATTCATTTACAAT-T--TTATCGTATTGTGATTT-CTGAGCTCCAGATTGGGACAGTTTTTA-CTTTATTGT
CCGGTGAGGTGGAAACGGATAGAGTCGGCGTATCTTTCAAGTATTCATTTACAAT-T--TTATCGTATTGTGATTT-CTGAGCTCCAGATTGGGACAGTTTTTA-CTTTATTRT
CCGGTGAGGTGGAAACGGATAGAGTCGGCGTATCTTTCAAGTATTCATTTGCAAT-T--TTATCCTATTGTGATTT-CTGAGCTCCAGATTGGGACAGTTTTTA-CTTTATTGT
CCGGTGAGGTGGAAACGGATAGAGTCGGCGTATCTTTCAAGTATTCATTTACAAT-T--TTATCGTATTGTGATTT-CTGAGCTCCAGATTGGGACAGTTTTTA-CTTTATTAT
CCGGTGAGGTGGAAACGGATAGAGTCGGCGTATCTTTCAAGTATTCATTTACAAT-T--TTATCGTATTGTGATTT-CTGAGCTCCAGATTGGGACAGTTTTTA-CTTTATTGT
CCGGTGAGGTGGAAACGGATAGAGTCGGCGTATCTTGCAAGTATTCATTTACATT-T--TTATCGTATTGTAATCT-CTGAGCTCCAGATTGGGACAGTTTTTA-CTTTATTAT
CCGGTGAGGTGGAAACGGATAGAGTCGGCGTATCTTGCAAGTATTCATTTACATT-T--TTATCGTATTGTAATCT-CTGAGCTCCAGATTGGGACAGTTTTTA-CTTTATTAT
CCGGTGAGGTGGAAACGGATAGAGTCGGCGTATCTTGCAAGTATTCATTTACATT-T--TTATCGTATTGTAATCT-CTGAGCTCCAGATTGGGACAGTTTTTA-CTTTATTAT
CCGGTGAGGTGGAAACGGATAGAGTCGGCGTATCTTGCAAGTATTCATTTACATT-T--TTATCGTATTGTAATCT-CTGAGCTCCAGATTGGGACAGTTTTTA-CTTTATTAT
CCGGTGAGGTGGAAACGGATAGAGTCGGCGTATCTTGCAAGTATTCATTTACATT-T--TTATCGTATTGTAATCT-CTGAGCTCCAGATTGGGACAGTTTTTA-CTTTATTAT
CCGGTGAGGTGGAAACGGATAGAGTCGGCGTATCTTGCAAGTATTCATTTACATT-T--TTATCGTATTGTAATCT-CTGAGCTCCAGATTGGGACAGTTTTTA-CTTTATTAT
CCGGTGAGGTGGAAACGGATAGAGTCGGCGTATCTTGCAAGTATTCATTTACATT-T--TTATCGTATTGTAATCT-CTGAGCTCCAGATTGGGACAGTTTTTA-CTTTATTAT
CCGGTGAGGTGGAAACGGATAGAGTCGGCGTATCTTGCAAGTATTCATTTACATT-T--TTNTCGTATTGTAATCT-CTGAGCTCCAGATTGGGACAGTTTTTA-CTTTATTAT
CCGGTGAGGTGGAAACGGATAGAGTCGGCGTATCTTGCAAGTATTCATTTACATT-T--TTGTCGTATTGTAATCT-CTGAGCTCCAGATTGGGACAGTTTTTA-CTTTATTAT
CCGGTGAGGTGGAAACGGATAGAGTCGGCGTATCTTGCAAGTATTCATTTACTTTCC-GTTATATTATTTTATTG--CTGAGCTCCAGATTGGG-CAGTGTAAGATTTTATGAT
CCGGTGAGGTGGAAACGGATAGAGTCGGCGTATCTTGCAAGTATTCATTTACTTTCC-GTTATATTATTTTATTG--CTGAGCTCCAGATTGGG-CAGTGTAAGATTTTATGAT
CCGGTGAGGTGGAAACGGATAGAGTCGGCGTATCTTGCAAGTATTCATTTACTTTCC-GTTATATTATTTTATTG--CTGAGCTCCAGATTGGG-CAGTGTAAGATTTTATGAT
CCGGTGAGGTGGAAACGGATAGAGTCGGCGTATCTTGCAAGTATTCATTTACTTTCC-GTTATATTATTTTATTG-~-CTGAGCTCCAGATTGGG-CAGTGTAAGATTTTATGAT
CCGGTGAGGTGGAAACGGATAGAGTCGGCGTATCTTGCAAGTATTCATTTACTTTCC-GTTATATTATTTTATTG--CTGAGCTCCAGATTGGG-CAGTGTAAGATTTTATGAT
CCGGTGAGGTGGARACGGATAGAGTCGGCGTATCTTGCAAGTATTCATTTTTTTTCT-GTTATATTATTTTATCG--CTGAGCTCCAGATTGGG-CAGTGTAAAATTTTATGAT
CCGGTGAGGTGGAAACGGATAGAGTCGGCGTATCTTGCAAGTATTCATTTTTTTTCT-GTTATATTATTTTATCG--CTGAGCTCCAGATTGGG-CAGTGTAAAATTTTATGAT
CCGGTGAGGTGGAAACGGATAGAGTCGGCGTATCTTGCAAGTATTCATTTTTTTTCT-GTTATATTATTTTATCG-~CTGAGCTCCAGATTGGG-CAGTGTAAAATTTTATGAT
CCGGTAAGGTGGAAACGGATAGAGTCGGCGTATCATTCAATTATTCAGTTACATTAT---TTTTATGTTGTGACCT-CTGAGCTCCAGATTGGGACAGAGGGAATCAGCATAAT
CCGGTAAGGTGGAAACGGATAGAGTCGGCGTATCATTCAATTATTCAGTTACATTAT TTTTATGTTGTGACCT-CTGAGCTCCAGATTGGGACAGAGGGAATCAGCATAAT
CCGGTAAGGTGGAAACGGATAGAGTCGGCGTATCATTCAATTATTCAGTTACATTAT---TTTTATGTTGTGACCT-CTGAGCTCCAGATTGGGACAGAGGGAATCAGCATAAT
CCGGTAAGGTGGAAACGGATAGAGTCGGCGTATCATTCAATTATTCAGTTACATTAT-—-TTTTATGTTGTGACCT-CTGAGCTCCAGATTGGGACAGAGGGAATCAGCATAAT
CCGGTAAGGTGGAAACGGATAGAGTCGGCGTATCATTCAATTATTCAGTTACATTAT TTTTATGTTGTGACCT-CTGAGCTCCAGATTGGGACAGAGGGAATCAGCATAAT
CCGGTAAGGTGGAAACGGATAGAGTCGGCGTATCATTCAATTATTCAGTTACATTAT---TTTTATGTTGTGACCT-CTGAGCTCCAGATTGGGACAGAGGGAATCAGCATAAT
CCGGTAAGGTGGAAACGGATAGAGTCGGCGTATCATTCAATTATTCAGTTACATTAT---TTTTATGTTGTGACCT-CTGAGCTCCAGATTGGGACAGAGGGAATCAGCATAAT
CCGGTAAGGTGGAAACGGATAGAGTCGGCGTATCATTCAATTATTCATTTACATTAT TTTTATGTTGTGACCT-CTGAGCTCCAGATTGGGACAGAGGGAATCAGCATAAT
CCGGTGAGGTGGAAACGGATAGAGTCGGCGTATCATTCAATTATTCATTTACATTAT TTTTATGTTGTGACCT-CTGAGCTCCAGATTGGGACAGAGGGAATCAGCATAAT
CCGGTAAGGTGGAAACGGATAGAGTCGGCGTATCATTCAATTATTCATTTACATTAT: TTTTATGTTGTGACCT-CTGAGCTCCAGATTGGGACAGAGGGAATCAGCATAAT
CCGGTGAGGTGGAA-CGGATAGAGTCGGCGTATCATTCAATTATTCAGTTACATTAT---TTTTATGTTGTGACCT-CTGAGCTCCAGATTGGGACAGAGGGAATCAGCATAAT
CCGGTAAGGTGGAAACGGATAGAGTCGGCGTATCATTCAATTATTCAGTTACATTAT---TTTTATGTTGTGACCT-CTGAGCTCCAGATTGGGACAGAGGGAATCAGCATAAT
CCGGTGAGGTGGAAACAGATAGAGTCGGCGTATCTTTCAAGTATTCAGTTACATTAT TTTTATGTTGTGACCT-CTGAGCTCCAGATTGGGACAGAGGGAATCAGCATAAT
CCGGTAAGGTGGAAACGGATAGAGTCGGCGTATCATTCATGTATTCAGTTACATTAT-—-TTTTATGTTGTGACCT-CTGAGCTCCAGATTGGGACAGAGGGAATCAGCATAAT
CCGGTAAGGTGGAAACGGATAGAGTCGGCGTATCATTTATGTATTCAGTTACATTAT-—-TTTTATGTTGTGACCT-CTGAGCTCCAGATTGGGACAGAGGGAATCAGCATAAT
CCGGTAAGGTGGAAACGGATAGAGTCGGCGTATCATTCATGTATTCAGTTACATTAT TTTTATGTTGTGACCT-CTGAGCTCCAGATTGGGACAGAGGGAATCAGCATAAT
CCGGTAAGGTGGAAACGGATAGAGTCGGCGTATCATTCATGTATTCAGTTACATTAT TTTTATGTTGTGACCT-CTGAGCTCCAGATTGGGACAGAGGGAATCAGCATAAT
CCGGTAAGGTGGAAACGGATAGAGTCGGCGTATCATTCATGTATTCAGTTACATTAT TTTTATGTTGTGACCT-CTGAGCTCCAGATTGGGACAGAGGGAATCAGCATAAT
CCGGTAAGGTGGAAACGGATAGAGTCGGCGTATCATTCATGTATTCAGTTACATTAT-—-TTTTATGTTGTGACCT-CTGAGCTCCAGATTGGGACAGAGGGAATCAGCATAAT
CCGGTTAGGTGGAAACGGATAGAGTCGGCGTATCATTCATGTATTCAGTTACATTAT-—-TTTTATGTTGTGACCT-CTGAGCTCCAGATTGGGACAGAGGGAATCAGCATAAT
CCGGTAAGGTGGAAACGGATAGAGTCGGCGTATCATTCATGTATTCAGTTACATTAT TTTTATGTTGTGACCT-CTGAGCTCCAGATTGGGACAGAGGGAATCAGCATAAT
CCGGTAAGGTGGAAACGGATAGAGTCGGCGTATCATTCATGTATTCAGTTACATTAT---TTTTATGTTGTGACCT-CTGAGCTCCAGATTGGGACAGAGGGAATCAGCATAAT
CCGGTAAGGTGGAAACGGATAGAGTCGGCGTATCATTCAAGTATTCAGTTACATTAT---TTTTATGTTGTGACCT-CTGAGCTCCAGATTGGGACAGAGGGAATCAGCATAAT
CCGGTAAGGTGGAAACGGATAGAGTCGGCGTATCATTCAAKTATTCAGTTACATTAT TTTTATGTTGTGACCT-CTGAGCTCCAGATTGGGACAGAGGGAATCAGCATAAT
CCGGTAAGGTGGAAACGGATAGAGTCGGCGTATCATTCAAKTATTCAGTTACATTAT TTTTATGTTGTGACCT-CTGAGCTCCAGATTGGGACAGAAAGAATCAGCATAAT
CCGGTAAGGTGGAAACGGATAGAGTCGGCGTATCATTCAAKTATTCAKTTACATTAT TTTTATGTTGTGACCT-CTGAGCTCCAGATTGGGACAGAGGGAATCAGCATAAT
CCGGTGAGGTGGAAACGGATAGAGTCGGCGTATCTTTCAAGTATTCATTTACATTAT---TTTTATGTTGTGACCT-CTGAGCTCCAGATTGGGACAGAGGGAAKCAGCATAAT
CCGGTAAGGTGGAAACGGATAGAGTCGGCGTATCATTCATGTATTCAGTTACATTAT---TTTTATGTTGTGACCT-CTGAGCTCCAGATTGGGACAGAGGGAATCAGCATAAT
CCGGAGAGGTGGAAACGGATAGAGTCGGCGTATCTTTCAAGTATTCATTTACATTAT TTTTATGTTGTGATCT-CTGAGCTCCAGATTGGGACAGAAAGAAGCATCATAAT
CCGGAGAGGTGGAAACGGATAGAGTCGGCGTATCTTTCAAGTATTCATTTACATTAT-—-TTTTATGTTGTGATCT-CTGAGCTCCAGATTGGGACAGARAGAAGCATCATAAT
CCGGTGAGGTGGAAACGGATAGAGTCGGCGTATCTCTCAAGTATTCATTTACATTAT---TTTTATGTTGTGATCT-CTGAGCTCCAGATTGGGACAGARAGAAGCAGCATAAT
CCGGTGAGGTGGAAACGGATAGAGTCGGCGTATCCTTCAAGTATTCATTTACTTTAT---TTTTATGTTGTGATCT-CTGAGCTCCAGATTGGGACAGAGGGAAGCAGCATAAT
CCGGTGAGCTGGAAACGGATAGAGTCGGCGTATCCTTCTAGTATTCATTTACTTTAT---TTTGATGTTGTGATCT-CTGAGCTCCAGTTTGGGACAGAGGGAAGCAGCATAAT
CCGGTGTGGTGGAAACGGATAGAGTCGGGGTATCTTGCAAGTATTCAGTTACATTAT TTTTATGTTGTGATCT-CTGAGCTACAGATTGGGACAGAGGAAAGCAGCATGAT
CCGATGAGATCGAAACGGATAGAGTCAGCGTATCTGACCTGTATTCAGCCGCACATC---TGTCA-GTCGTCATATGTTGATTTCCAGACTGGGACAGTGTGTGGTTAGCTGAT
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Mg90
Mg182
Mg428
Mg268
Mg730al
Mgl4d
Mgd74
MgARARAS
Mm12AZ
Mm4881
Mm658
Mm172
Mmd47
Mmd63
Mm603
Mm623
Mmd36
Mmi731
Mmi820c7
Mmi3s3
Mmi820c6
Mmi820c3
Mf£824
M£853
Mf738
Ma282
Micdb
Mjcl
MASs
Mic2
Ma28
MIWF
Miyz17
MsSpMN
MN2011
MspNEA
Mhcl
M1lh4
M1h3

Mab
M08c2
Mp28
Mp71
Mp61

Miz

Mp62
M1h2
MXSYTOL
Miminc
Ma918

Mk

Mth

* 140 * 160 * 180 * 200 * 220
ARARATTGTGATGCATTTGCTTGTTTGGTGCGTAGGGATGTTTGRAATAGATTTGTGACCTCCGTTTTGAGGCCAGCTTGCTGGTACCCAAACGGTGTTAGCATTTTTTATTTTG
ARARATTGTGATGCATTTGCTTGTTTGGTGCGTAGGGATGTTTGRAATAGATTTGTGACCTCCGTTTTGAGGCCAGCTTGCTGGTACCCAAACGGTGTTAGCATTTTTTATTTTG
ARARATTGTGATGCATTTGCTTGTTTGGTGCGTAGGGATGTTTGRAATAGATTTGTGACCTCCGTTTTGAGGCCAGCTTGCTGGTACCCAAACGGTGTTAGCATTTTTTATTTTG
ARARATTGTGATGCATTTGCTTGTTTGGTGCGTAGGGATGTTTGRAATAGATTTGTGACCTCCGTTTTGAGGCCAGCTTGCTGGTACCCAAACGGTGTTAGCATTTTTTATTTTG
ARARATTGTGATGCATTTGCTTGTTTGGTGCGTAGGGATGTTTGRAATAGATTTGTGACCTCCGTTTTGAGGCCAGCTTGCTGGTACCCAAACGGTGTTAGCATTTTTTATTTTG
ARARATTGTGATGCATTTGCTTGTTTGGTGCGTAGGGATGTTTGRAATAGATTTGTGACCTCCGTTTTGAGGCCAGCTTGCTGGTACCCAAACGGTGTTAGCATTTTTTATTTTG
ARARATTGTGATGCATTTGCTTGTTTGGTGCGTAGGGATGTTTGRAATAGATTTGTNACCTCCGTTTTGAGGCCAGCTTGCTGGTACCCAAACGGTGTTAGCATTTTTTATTTTG
ARARATTGTGAT-CATTTGCTTGTTTGGTGCGTAGGGATGTTTGRAATAGATTTGTGACCTCCGTTTTGAGGCCAGCTTGCTGGTACCCAAACGGTGTTAGCATTTTTTATTTTG
ARARATTGAGATGCATTTGCTTGTTTGGTGCGTAGGGATGTTTGAGATAGATTTGTGACCGCCGTTTTGAGGCCAGCTTGCTGGTACCCAAACTGTGTTAGCATTTTTTATCTTG
ARARATTGAGATGCATTTGCTTGTTTGGTGCGTAGGGATGTTTGAGATAGATTTGTGACCGCCGTTTTGAGGCCAGCTTGCTGGTACCCAAACTGTGTTAGCATTTTTTATCTTG
ARARATTGAGATGCATTTGCTTGTTTGGTGCGTAGGGATGTTTGAGATAGATTTGTGACCGCCGTTTTGAGGCCAGCTTGCTGGTACCCAAACNGTGTTAGCATTTTTTATCTTG
ARARATTGAGATGCATTTGCTTGTTTGGTGCGTAGGGATGTTTGAGATAGATTTGTGACCGCCGTTTTGAGGCCAGCTTGCTGGTACCCAAACTGTGTTAGCATTTTTTATCTTG
ARARATTGAGATGCATTTGCTTGTTTGGTGCGTAGGGATGTTTGAGATAGATTTGTGACCGCCGTTTTGAGGCCAGCTTGCTGGTACCCAAACTGTGTTAGCATTTTTTATCTTG
ARARATTGAGATGCATTTGCTTGTTTGGTGCGTAGGGATGTTTGAGATAGATTTGTGACCGCCGTTTTGAGGCCAGCTTGCTGGTACCCAAACTGTGTTAGCATTTTTTATCTTG
ARARATTGAGATGCATTTGCTTGTTTGGTGCGTAGGGATGTTTGAGATAGATTTGTGACCGCCGTTTTGAGGCCAGCTTGCTGGTACCCAAACNGTGTTAGCATTTTTTATCTTG
ARARATTGAGATGCATTTGCTTGTTTGGTGCGTAGGGATGTTTGAGATAGATTTGTGACCGCCGTTTTGAGGCCAGCTTGCTGGTACCCAAACNGTGTTAGCATTTTTTATCTTG
AARATTGAGATGCATTTGCTTGTTTGGTGCGTAGGGATGTTTGAGATAGATTTGTGACCGCYGTTTTGAGGCCAGCTTGCTGGTACCCAAACGGTGTTAGCATTTTTTATCTTG
—TGATTGTGATGCATTTACTTGCTTGGTGCGTGGGGTTGTTTGAGACAGATTTGTGACCTCCATTTTGAGGCCAGCTTGCTGGTACCCAAGTGGTGTTAGCATTTTTTGTTTTG
—TGATTGTGATGCATTTACTTGCTTGGTGCGTGGGGTTGTTTGAGACAGATTTGTGACCTCCATTTTGAGGCCAGCTTGCTGGTACCCAAGTGGTGTTAGCATTTTTTGTTTTG
—TGATTGTGATGCATTTACTTGCTTGGTGCGTGGGGTTGTTTGAGACAGATTTGTGACCTCCATTTTGAGGCCAGCTTGCTGGTACCCAAGTGGTGTTAGCATTTTTTGTTTTG
—TGATTGTGATGCATTTACTTGCTTGGTGCGTGGGGTTGTTTGAGACAGATTTGTGACCTCCATTTTGAGGCCAGCTTGCTGGTACCCAAGTGGTGTTAGCATTTTTTGTTTTG
—TGATTGTGATGCATTTACTTGCTTGGTGCGTGGGGTTGTTTGAGACAGATTTGTGACCTCCATTTTGAGGCCAGCTTGCTGGTACCCAAGTGGTGTTAGCATTTTTTGTTTTG
—TGAATTTGATGCATTTACTTGCTTGGTGCGTGGGGTTGTTTGAGACAGATTTGTGACCACTATTTTGAGGCCAGCTTGCTGGTACCCAAATTGTGTTAGCATTTTTTGTTTTG
—TGAATTTGATGCATTTACTTGCTTGGTGCGTGGGGTTGTTTGAGACAGATTTGTGACCACTATTTTGAGGCCAGCTTGCTGGTACCCAAATTGTGTTAGCATTTTTTGTTTTG
—TGAATTTGATGCATTTACTTGCTTGGTGCGTGGGGTTGTTTGAGACAGATTTGTGACCACTATTTTGAGGCCAGCTTGCTGGTACCCAAATTGTGTTAGCATTTTTTGTTTTG
—TTTTTGTGGTGCATTTACTTGATTGGTGCTTGGGGATGTTTGAGGCAGATTTGTTTCCGTCGTTTTGAGGCCAGCTTGCTGGTACCCAAACGGTGTTAGCATTTTTTGTCTTG
—TTTTTGTGGTGCATTTACTTGATTGGTGCTTGGGGATGTTTGAGGCAGATTTGTTTCCGTCGTTTTGAGGCCAGCTTGCTGGTACCCAAACGGTGTTAGCATTTTTTGTCTTG
—TTTTTGTGGTGCATTTACTTGATTGGTGCTTGGGGATGTTTGAGGCAGATTTGTTTCCGTCGTTTTGAGGCCAGCTTGCTGGTACCCAAACGGTGTTAGCATTTTTTGTCTTG
—TTTTTGTGGTGCATTTACTTGATTGGTGCTTGGGGATGTTTGAGGCAGATTTGTTTCCGTCGTTTTGAGGCCAGCTTGCTGGTACCCAAACGGTGTTAGCATTTTTTGTCTTG
—TTTTTGTGGTGCATTTACTTGATTGGTGCTTGGGGATGTTTGAGGCAGATTTGTTTCCGTCGTTTTGAGGCCAGCTTGCTGGTACCCAAACGGTGTTAGCATTTTTTGTCTTG
—TTTTTGTGGTGCATTTACTTGATTGGTGCTTGGGGATGTTTGAGGCAGATTTGTTTCCGTCGTTTTGAGGCCAGCTTGCTGGTACCCAAACGGTGTTAGCATTTTTTGTCTTG
—TTTTTGTGGTGCATTTACTTGATTGGTGCTTGGGGATGTTTGAGGCAGATTTGTTTCCGTCGTTTTGAGGCCAGCTTGCTGGTACCCAAACGGTGTTAGCATTTTTTGTCTTG
—TTTTTGTGGTGCATTTACTTGATTGGTGCTTGGGGATGTTTGAGGCAGATTTGTTTCCGTCGTTTTGAGGCCAGCTTGCTGGTACCCAAACGGTGTTAGCATTTTTTGTCTTG
—TTTTTGTGGTGCATTTACTTGATTGGTGCTTGGGGATGTTTGAGGCAGATTTGTTTCCGTCGTTTTGAGGCCAGCTTGCTGGTACCCAAACGGTGTTAGCATTTTTTGTCTTG
—TTTTTGTGGTGCATTTACTTGATTGGTGCTTGGGGATGTTTGAGGCATATTTGTTTCCGACGTTTTGAGGCCAGCTTGCTGGTACCCAAACGGTGTTAGCATTTTTTGTCTTG
—TTTTTGTGGTGCATTTACTTGATTGGTGCTTGGGGATGTTTGAGGCAGATTTGTTTCCGTCGTTTTGAGGCCAGCTTGCTGGTACCCAAACGGTGTTAGCATTTTTTGTCTTG
—TTTTTGTGGTGCATTTACTTGATTGGTGCTTGGGGATGTTTGAGGCAGATTTGTTTCCGTCGTTTTGAGGCCAGCTTGCTGGTACCCAAACGGTGTTAGCATTTTTTGTCTTG
—TTTTTGTGGTGCTTTTACTTGATTGGTGCTTGGGGATGTTTGAGGCAGATTTGTTTCCGTCGTTTTGAGGCCAGCTTGCTGGTACCCAAACGGTGTTAGCATTTTTTGTCTTG
—TTTTTGTGGTGCTTTTACTTGATTGGTGCTTGGGGATGTTTGAGGCAGATTTGTTTCCGTCGTTTTGAGGCCAGCTTGCTGGTACCCAAACGGTGTTAGCATTTTTTGTCTTG
—TTTTTGTGGTGCTTTTACTTGATTGGTGCTTGGGGATGTTTGAGGCAGATTTGTTTCCGTCGTTTTGAGGCCAGCTTGCTGGTACCCAAACGGTGTTAGCATTTTTTGTCTTG
—TTTTTGTGGTGCTTTTACTTGATTGGTGCTTGGGGATGTTTGAGGCAGATTTGTTTCCGTCGTTTTGAGGCCAGCTTGCTGGTACCCAAACGGTGTTAGCATTTTTTGTCTTG
—TTTTTGTGGTGCTTTTACTTGATTGGTGCTTGGGGATGTTTGAGGCAGATTTGTTTCCGTCGTTTTGAGGCCAGCTTGCTGGTACCCAAACGGTGTTAGCATTTTTTGTCTTG
—TTTTTGTGGTGCTTTTACTTGATTGGTGCTTGGGGATGTTTGAGGCAGATTTGTTTCCGTCGTTTTGAGGCCAGCTTGCTGGTACCCAAACGGTGTTAGCATTTTTTGTCTTG
—TTTTTGTGGTGCTTTTACTTGATTGGTGCTTGGGGATGTTTGAGGCAGATTTGTTTCCGTCGTTTTGAGGCCAGCTTGCTGGTACCCAAACGGTGTTAGCATTTTTTGTCTTG
—TTTTTGTGGTGCTTTTACTTGATTGGTGCTTGGGGATGTTTGAGGCAGATTTGTTTCCGTCGTTTTGAGGCCAGCTTGCTGGTACCCAAACGGTGTTAGCATTTTTTGTCTTG
—TTTTTGTGGTGCTTTTACTTGATTGGTGCTTGGGGATGTTTGAGGCAGATTTGTTTCCGTCGTTTTGAGGCCAGCTTGCTGGTACCCAAACGGTGTTAGCATTTTTTGTCTTG
—TTTTTGTGGTGCTTTTACTTGATTGGTGCTTGGGGATGTTTGAGGCAGATTTGTTTCCGTCGTTTTGAGGCCAGCTTGCTGGTACCCAAACGGTGTTAGCATTTTTTGTCTTG
—TTTTTGTGGTGCATTTACTTGATTGGTGCTTGGGGATGTTTGAGGCAGATTTGTTTCCGTCGTTTTGAGGCCAGCTTGCTGGTACCCAAACGGTGTTAGCATTTTTTGTCTTG
—TTTTTGTGGTGCATTTACTTGATTGGTGCTTGGGGATGTTTGAGGCAGATTTGTTTCCGTCGTTTTGAGGCCAGCTTGCTGGTACCCAAACGGTGTTAGCATTTTTTGTCTTG
—TTTTTGTGGTGCATTTACTTGATTGGTGCTTGGGGATGTTTGAGGCAGATTTGTTTCCGTCGTTTTGAGGCCAGCTTGCTGGTACCCAAACGGTGTTAGCATTTTTTGTCTTG
—TTTTTGTGGTGCATTTACTTGATTGGTGCTTGGGGATGTTTGAGGCAGATTTGTTTCCGTCGTTTTGAGGCCAGCTTGCTGGTACCCAAACGGTGTTAGCATTTTTTGTCTTG
—TTTYTGTGRTGCATTTACTTGWT TGGTGCTTGGGGATGTTTGAGGCAGATTTGTTTCCGCCGTTTTGAGGCCAGCTTGCTGGTACCCAAACGGTGTTAGCATTTTTTGTCTTG
—TTTTTGTGGTGCTTTTACTTGATTGGTGCTTGGGGATGTTTGAGGCAGATTTGTTTCCGCCGTTTTGAGGCCAGCTTGCTGGTACCCAAACGGTGTTAGCATTTTTTGTCTTG
—TTTCTGTGATGCATTTGCTTGTTTGGTGCTTGGGGATGTTTGAGGCAGATTTGTAACCGCCGTTTTGAGGCCAGCTTGCTGGTACCCAAACAGCGTTAGCATCTTTTGTCTTG
—TTTCTGTGATGCATTTGCTTGTTTGGTGCTTGGGGATGTTTGAGGCAGATTTGTAACCGCCGTTTTGAGGCCAGCTTGCTGGTACCCAAACAGCGTTAGCATCTTTTGTCTTG
—TTTCTGTGATGCATTTACTTGTTTGGTGCTTGGGGATGTTTGAGGCAGATTTGTGTCCGCCGTTTTGAGGCCAGCTTGCTGGTACCCAAACGGTGTTAGCATTTTTTGTCTTG
—TTTCTGTGATGCATTTACTTGTTTGGTGCTTGGGGATGTTTGAGGCAGATTTGTATCCGCAGTTTTGAGGCCAGCTTGCTGGTACCCAAACGGTGTTAGCATTTTTTGTCTTG
—TTTCTGTGATGCATTTACTTGTTTGGTGCTTGGCGATGTTTG-GGCAGTTTTGTATCCGCAGTTTTGAGGCCAGCTTGCTGGTACCCAAACGGTGTTAGCATTATTTGTCTTG
GTTTTTGTGATGCATTTGCTTGCGTGGTGTGTGGGGATATCTGAGTCAGATTTTCGAGCATCGTTTTGAGGCTAGCTTGCTAGTACCCGAATGGTTTTAGTATTTTTTGACTTG
TGTTGTGTGGTGCATTTGCAGGTGGAGTGCGTCGAGGCGCTCGGTGTGGCGACATGAGCTCAGTTTTGAGGCCAGCTTGCTGGTACCCGAATTGGAGGAATGTTGTTCACGCTG
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Mg 90
Mg182
Mg428
Mg268
Mg730al
Mgld
Mgd74
MgARARAS
Mm12RZ
Mm4881
Mm658
Mm1l72
Mm447
Mm463
Mm603
Mme23
Mm436
Mmi731
MmiB820c7
Mmi383
MmiB820cé
MmiB820c3
mMfg824
M£f853
M£f738
Ma282
Micdb
Mjcl
MAGs
Mic2
Ma28
MIWE
Miyzl7
MspMN
MN2011
MspNEA
Mhcl
Mlhd
M1h3
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Mp71
Mp61
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MjXSYTO1
Miminc
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* 240 * 260 * 280 * 300 * 320 * 340

—TATTTGAGTATGGCTTACGGGCGTTTATTGGT--TCGATCTGAGTGTAAGTTACGGTCGCATGCGACACGTGCTTTTCAGTTAGTTCGGTCCAGTTAATGCT
—TATTTGAGTATGGCTTACGGGCGTTTATTGGT--TCGATCTGAGTGTAAGTTACGGTCGCATGCGACACGTGCTTTTCAGTTAGTTCGGTCCAGTTAATGCT
~TATTTGAGTATGGCTTACGGGCGTTTATTGGT--TCGATCTGAGTGTAAGTTACGGTCGCATGCGACACGTGCTTTTCAGTTAGTTNGGTCCAGTTAATGCT
~TATTTGAGTATGGCTTACGGGCGTTTATTGGT--TCGATCTGAGTGTAAGTTACGGTCGCATGCGACACGTGCTTTTCAGTTAGTTTGGTCCAGTTAATGCT
~TATTTGAGTATGGCTTACGGGCGTTTATTGGT--TCGATCTGAGTGTAAGTTACGGTCGCATGCGACACGTGCTTTTCAGTTAGTTYGGTCCAGTTAATGCT
~TATTTGAGTATGGATTACGGGCGTTTATTGGT--TCGATCTGAGTGTAAGTTACGGTCGCATGCGACACGTGCTTTGCAGTTAGTTCGGTCCAGTTAATGCT
~TATTTGAGTATGGCTTACGGGCGTTTATTGGT--TCGATCTGAGTGTAAGTTACGGTCGCATGCGACACGTGCTTTTCAGTTAGTTCGGTCCAGTTAATGCT
~TATTTGAGTATGGCTTACGGGCGTTTATTGGT--TCGATCTGAGTGTAAGTTACGGTCGCATGCGACACGTGCTTTTCARTTAGTTCGGTCCAGTTAATGCT
~TATTTGAGTATGGCTTACGGGCGTTTATTGGT--TCGATCTGAGTGTAAGTTACGGTCGCATGCGACACGTGCTTTTCARTTAGTTCGGTCCAGTTAATGCT
—-TATTTGAGTATGGCTTACGGGCGTTTATTGGT--TCGATCTGAGTGTAAGTTACGGTCGCATGCGACACGTGCTTTTCARTTAGTTCGGTCCAGTTAATGCT
—TATTTGAGTATGGCTTACGGGCGTTTATTGGT--TCGATCTGAGTGTAARGTTACGGTCGCATGCGACACGTGCTTTTCARTTAGTTCGGTCCAGTTAATGCT
—TATTTGAGTATGGCTTACGGGCGTTTATAGGT--TCGATCTGAGTGTAARGTTACGGTCGCATGCGACACGTGCTTTTCARTTAGTTCGGTCCAGTTAATGCT
—TATTTGAGTATGGCTTACGGGCGTTTATAGGT--TCGATCTGAGTGTAAGTTACGGTCGCATGCGACACGTGCTTTTCARTTAGTACGGTCCAGTTAATGCT
—TATTTGAGTATGGCTTACGGGCGTTTATAGGT--TCGATCTGAGTGTAAGTTACGGTCGCATGCGACACGTGCTTTTCARTTAGTTCGGTCCAGTTAATGCT
—TATTTGAGTATGGCTTACGGGCGTTTATAGGT--TCGATCTGAGTGTAAGTTACGGTCGCATGCGACACGTGCTTTTCAATTAGTTCGGTCCAGTTAATGCT
—TATTTGAGTIATGGCTTACGGGCGTTNATAGGT--TCGATCTGAGTGTIAAGTTACGGTCGCATGCGACACGTGCTTTTCAATTAGTTCGGTCCAGTTAATGCT
—TATTTGAGTATGGCTTACGGGCGTTWWTTGGT--TCGATCTGAGTGTAAGTTACGGTCGCATGCGACACGTGCTTTTCAATTAGTTCGGTCCAGTTAATGCT

ARATATRAAT ——TAGAGTATGGCTTACGGGCATTAGGTGGT--TCGATTTGGGTGTAAGTAACGGTCGCATGCGACACGTGCTTTTCAACTAGATCGGTCTATTTAATGCT
AATATRAAT- —TAGAGTATGGCTTACGGGCATTAGGTGGT--TCGATTTGGGTGTAAGTAACGGTCGCATGCGACACGTGCTTTTCAACTAGATCGGTCTATTTAATGCT
AATATRAAT- —TAGAGTATGGCTTACGGGCATTAGGTGGT--TCGATTTGGGTGTAAGTAACGGTCGCATGCGACACGTGCTTTTCAACTAGATCGGTCTATTTAATGCT
AATATRAAT- —TAGAGTATGGCTTACGGGCATTAGGTGGT--TCGATTTGGGTGTAAGTAACGGTCGCATGCGACACGTGCTTTTCAACTAGATCGGTCTATTTAATGCT

AATATRAAT-
ARATATATTTA
ARATATATTTA
ARATATATTTA

—TAGAGTATGGCTTACGGGCATTAGGTGGT--TCGATTTGGGTGTAAGTAACGGTCGCATGCGACACGTGCTTTTCAACTAGATCGGTCTATTTAATGCT
CATAGAATATGGCTTACGGGCATTATTTGGT--TTGATTTGGGTGTAAGTTACGGTCGCATGCGACACGTGCTTTTCAATCAGATCGGTCCATTTAATGCT
CATAGAATATGGCTTACGGGCATTATTTGGT--TTGATTTGGGTGTAAGTTACGGTCGCATGCGACACGTGCTTTTCAATCAGATCGGTCCATTTAATGCT
CATAGAATATGGCTTACGGGCATTATTTGGT--TTGATTTGGGTGTAAGTTACGGTCGCATGCGACACGTGCTTTTCAATCAGATCGGTCCATTTAATGCT
—CATTTGAGTATGGCTCACGTGTATTTATTGGA--CAGATCTGAGTGTAAGTTACGGTCGCATGCGACACGTGCTTTTCAATTAGTTCGGTCCAGTTAATGCT
—CATTTGAGTATGGCTCACGTGTATTTATTGGA--CAGATCTGAGTGTAAGTTACGGTCGCGTGCGACGCGTGCTTTTCAATTAGTTCGGTCCAGTTAATGCT
—CATTTGAGTATGGCTCACGTGTATTTATTGGA--CAGATCTGAGTGTAAGTTACGGTCGCATGCGACACGTGCTTTTCAATTAGTTCGGTCCAGTTAATGCT
—CATTTGAGTATGGCTCACGTGTATTTATTGGA--CAGATCTTAGTGTAAGTTACGGTCGCATGCGACACGTGCTTTTCAATTAGTTCGGTCCAGTTAATGCT
—~CATTTGAGTATGGCTCACGTGTATTTATTGGA--CAGATCTGAGTGTAAGTTACGGTCGCATGCGACACGTGCTTTTCAATTAGTTCGGTCCAGTTAATGCT
—~CATTTGAGTATGGCTCACGTGTATTTATTGGA--CAGATCTGAGTGTAAGTTACGGTCGCATGCGACACGTGCTTTTCAATTAGTTCGGTCCAGTTAATGCT
—~CATTTGAGTATGGCTCACGTGTATTTATTGGA--CAGATCTGAGTGTAAGTTACGGTCGCATGCGACACGTGCTTTTCAATTAGTTCGGTCCAGTTAATGCT
—~CATTTGAGTATGGCTCACGGGTATTTATTGGA--CAGATCTGAGTGTAAGTTACGGTCGCATGCGACACGTGCTTTTCARTTAGTTCGGTCCAGTTAATGCT
—~CATTTGAGTATGGCTCACGGGTATTTATTGGA--CAGATCTGAGTGTAAGTTACGGTCGCATGCGACACGTGCTTTTCARATTAGTTCGGTCCAGTTAATGCT
—~CATTTGAGTATGGCTCACGTGTATTTATTGGA--CAGATCTGAGTGTAAGTTACGGTCGCATGCGACACGTGCTTTTCARTTAGTTCGGTCCAGTTAATGCT
—~CATTTGAGTATGGCTCACGTGTATTTATTGGA--CAGATCTGAGTGTAAGTTACGGTCGCATGCGACACGTGCTTTTCARTTAGTTCGGTCCAGTTAATGCT
—-CATTTGAGTATGGCTCACGTGTATTTATTGGA--CAGATCTGAGTGTAAGTTACGGTCGCATGCGACACGTGCTTTTCARTTAGTTCGGTCCAGTTAATGCT
—CATTTGAGTATGGCTCACGTGTATTTATTGGA--CAGATCTGAGTGTAAGTTACGGTCGCATGCGACACGTGCTTTTCARTTAGTTCGGTCCAGTTAATGCT
—CATTTGAGTATGGCTCACGTGTATTTATTGGA--CAGATCTGAGTGTAAGTTACGGTCGCATGCGACACGTGCTTTTCARTTAGTTCGGTCCAGTTAATGCT
—CATTTGAGTATGGCTCACGTGTATTTATTGGA--CAGATCTGAGTGTAAGTTACGGTCGCATGCGACACGTGCTTTTCARTTAGTTCGGTCCAGTTAATGCT
—CATTTGAGTATGGCTCACGTGTATTTATTGGA--CAGATCTGAGTGTAAGTTACGGTCGCATGCGACACGTGCTTTTCARTTAGTTCGGTCCAGTTAATGCT
—CATTTGAGTATGGCTCACGTGTATTTATTGGA--CAGATCTGAGTGTAAGTTACGGTCGCATGCGACACGTGCTTTTCAATTAGTTCGGTCCAGTTAATGCT
—CATTTGAGTIATGGCTICACGTGTATTTATTGCA--CAGATCTIGAGTGTIAAGTTACGGTCGCATGCGACACGTGCTTTTCAATTAGTTCGGTCCAGTTAATGCT
—CATTTGAGTATGGCTCACGTGTATTTATTGGA--CAGATCTGAGTGTAAGTTACGGTCGCATGCGACACGTGCTTTTCAATTAGTTCGGTCCAGTTAATGCT
—CATTTGAGTATGGCTCACGTGTATTTATTGGA--CAGATCTGAGTGTAAGTTACGGTCGCATGCGACACGTGCTTTTCAATTAGTTCGGTCCAGTTAATGCT
—CATTTGAGTATGGCTCACGTGYATTTATTGGA--CAGATCTGAGTGTAAGTTACGGTCGCATGCGACACGTGCTTTTCAATTAGTTCGGTCCAGTTAATGCT
—CATTTGAGTATGGCTCACGTGTATTTATTGGA--CAGATCTGAGTGTAAGTTACGGTCGCATGCGACACGTGCTTTTCAATTAGTTCGGTCCAGTTAATGCT
—CATTTGAGTATGGCTCACGTGTATTTATTGGA--CAGATCTGAGTGTAAGTTACGGTCGCATGCGACACGTGCTTTTCAATTAGTTCGGTCCAGTTAATGCT
—CATTTGAGTATGGCTCACGTGYATTTATTGGA--CAGATCTGAGTGTAAGTTACGGTCGCATGCGACACGTGCTTTTCAATTAGTTCGGTCCAGTTAATGCT
—CATTTGAGTATGGCTCACGTGCATTTATTGGA--CAGATCTGAGTGTAAGTTACGGTCGCATGCGACACGTGCTTTTCAATTAGTTCGGTCCAGTTAATGCT
—CATTTGAGTATGGCTCACGTGCATTTATTGGW--CAGATCTGAGTGTAAGTTACGGTCGCATGCGACACGTGCTTTTCAATTAGTTCGGTCCAGTTAATGCT
—CATTTGAGTATGGCTCACGGGCATTTATTGGW--YMGATCTGAGTGTAAGTTACGGTCGCATGCGACACGTGCTTTTCAATTAGTTCGGTCCAGTTAATGCT
—CATTTGAGTATGGCTTACGGGCATTTATTGGT--TCGATCTGAGTGTAAGTTACGGTCGCATGCGACACGTGCTTTCCAATTAGTTCGGTCCAGTTAATGCT
—CATTTGAGTATGGCTTACGGGCATTTATTGGT--TCGATCTGATTGTAAGTTACGGTCGCATGCGACACGTGCTTTTCATTTAGATCGGTCCAGTTAATGCT
—CATTTGAGTATGGTTTACGGGCATTTATTGGT--TCGATCTGATTGTAAGTTACGGTCGCATGCGACACGTGCTTTTCATTTAGATCGGTCCAGTTAATGCT
—CATTTGAGTATGGCTTACGGGCATTTATTGGT--TCGATCTGAGTGTAAGTTACGGTCGCATGCGACACGTGCTTTCCAATTAGTTCGGTCCAGTTAATGCT
—~CATTTGAGTATGGCTTACGGTCATTTATCGGT--TCGATCTGGGTGTAAGTTACGGTCGCATGCGACACGTGCTTTTCAATTAGTTCGGTCCAGTTAATGCT
—~CATTTGAGTATGGCTTACGGTCATTTATCGGT--TCGATCAGGGTGTAAGTTACGGTCGCATGCGACACGTGCTTTTCARATAGTTCGGTCCAGTTAATGCT
~TATTTGAGTATGGCTTGCGGGCTTTTCTTGGA--TCGATCTGAGGGTAAGTTACGGTCGCATGCGACACGTGCTTTTCAATTGGTTCGGTCCATTTAATGCT
777777777 RAATTGGCAAGGCCTACGAGT-TCGGTTGGGCATCGAGCTGGCAGTCGGCGTCGGTCGCATGCGACACGTGCTGTGCAGTCAGTTCGGTCCTAGTCGAGCT
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Mg90
Mgl82
Mg428
Mg268
Mg730al
Mgl4d
Mgd74
MgARRARAS
Mm12RAZ
Mm4881
Mm658
Mm172
Mm447
Mm463
Mm603
Mm623
Mm436
Mmi731
Mmi820cT
Mmi383
Mmi820cée
Mmid20c3
Mf824
Mf853
Mf738
Ma282
Mic4b
Mjcl
MASs
Mic2
Ma28
MIWF
Miyz17
MspMN
MN2011
MspNEA
Mhcl
Mlh4
M1lh3
Mab
M08c2
Mp28
Mp71
Mpé6l
Miz
Mp62
M1h2
MjXSYTOL
Miminc
Ma918
Mk

Mth
Mlo
MeShet
MeFJC
Mh
MetBra
Mino
Mdu
Pvulnus

* 360 * 380 * 400 * 420 * 440 *
CTCATACTCTTTCCCTATGTARAAGCCGGTCATCTATCCGACCCGTCTTGARACACGGACCARGGAGTTTATCGTGTGCGCAAGTTTTTGGGTGTTTAARACCTARARAGCGCAA
CTCATACTCTTTCCCTATGTARARGCCGGTCATCTATCCGACCCGTCTTGARACACGGACCARGGAGTTTATCGTGTGCGCAAGTTTTTGGGTGTTTARRACCTARRAGCGCAA
CTCATACTCTTTCCCTATGTARARGCCGGTCATCTATCCGACCCGTCTTGRARACACGGACCARGGAGTTTATCGTGTGCGCARGTTTTTGGGTGTTTARRACCTARRAGCGCAA
CTCATACTCTTTCCCTATGTARARGCCGGTCATCTATCCGACCCGTCTTGARACACGGACCARGGAGTTTATCGTGTGCGCARGTTTTTGGGTGTTTAARACCTARRAGCGCRA
CTCATACTCTTTCCCTATGTARARGCCGGTCATCTATCCGACCCGTCTTGARACACGGACCARGGAGTTTATCGTGTGCGCARAGTTTTTGGGTGTTTAARACCTARRAGCGCAA
CTCATACTCTTTCCCTATGTARAAGCCGGTCATCTATCCGACCCGTCTTGARACACGGACCARGGAGTTTATCGTGTGCGCAAGTTTTTGGGTGTTTAARACCTARARAGCGCAA
CTCATACTCTTTCCCTATGTARARGCCGGTCATCTATCCGACCCGTCTTGARACACGGACCARGGAGTTTATCGTGTGCGCAAGTTTTTGGGTGTTTARRACCTARRAGCGCAA
CTCATACTCTTTCCCTATGTARARGCCGGTCATCTATCCGACCCGTCTTGRARACACGGACCARGGAGTTTATCGTGTGCGCARGTTTTTGGGTGTTTARRACCTARRAGCGCAA
CTCATACTCTTTCCCTATGTARARGCCGGTCATCTATCCGACCCGTCTTGARACACGGACCARGGAGTTTATCGTGTGCGCARGTTTTTGGGTGTTTAARACCTARRAGCGCRA
CTCATACTCTTTCCCTATGTARARGCCGGTCATCTATCCGACCCGTCTTGARACACGGACCARGGAGTTTATCGTGTGCGCARGTTTTTGGGTGTTTTARACCTARAAGCGCAA
CTCATACTCTTTCCCTATGTARAAGCCGGTCATCTATCCGACCCGTCTTGARACACGGACCARGGAGTTTATCGTGTGCGCAAGTTTTTGGGTGTTTAARACCTARARAGCGCAA
CTCATACTCTTTCCCTATGTARARGCCGGTCATCTATCCGACCCGTCTTGARACACGGACCARGGAGTTTATCGTGTGCGCAAGTTTTTGGGTGTTTARRACCTARRAGCGCAA
CTCATACTCTTTCCCTATGTARARGCCGGTCATCTATCCGACCCGTCTTGRARACACGGACCARGGAGTTTATCGTGTGCGCARGTTTTTGGGTGTTTARRACCTARRAGCGCAA
CTCATACTCTTTCCCTATGTARARGCCGGTCATCTATCCGACCCGTCTTGARACACGGACCARGGAGTTTATCGTGTGCGCARGTTTTTGGGTGTTTAARACCTARRAGCGCRA
CTCATACTCTTTCCCTATGTARARGCCGGTCATCTATCCGACCCGTCTTGARACACGGACCARGGAGTTTATCGTGTGCGCARAGTTTTTGGGTGTTTAARACCTARRAGCGCAA
CTCATACTCTTTCCCTATGTARAAGCCGGTCATCTATCCGACCCGTCTTGARACACGGACCARGGAGTTTATCGTGTGCGCAAGTTTTTGGGTGTTTAARACCTARARAGCGCAA
CTCATACTCTTTCCCTATGTARARGCCGGTCATCTATCCGACCCGTCTTGARACACGGACCARGGAGTTTATCGTGTGCGCAAGTTTTTGGGTGTTTARRACCTARRAGCGCAA
CTCATACTTATTCCCCATGTARARGCCGGTCATCTATCCGACCCGTCTTGRARACACGGACCARGGAGTTTATCGTGTGCGCARGTTTTTGGGTGTTTARRACCTARRAGCGARRA
CTCATACTTATTCCCCATGTARARGCCGGTCATCTATCCGACCCGTCTTGARACACGGACCARGGAGTTTATCGTGTGCGCARGTTTTTGGGTGTTTARARACCTARRAGCGARA
CTCATACTTATTCCCCATGTARARGCCGGTCATCTATCCGACCCGTCTTGARACACGGACCARGGAGTTTATCGTGTGCGCARAGTTTTTGGGTGTTTAARACCTARRAGCGARA
CTCATACTTATTCCCCATGTARAAGCCGGTCATCTATCCGACCCGTCTTGARACACGGACCARGGAGTTTATCGTGTGCGCAAGTTTTTGGGTGTTTAARACCTARARAGCGARA
CTCATACTTATTCCCCATGTARARGCCGGTCATCTATCCGACCCGTCTTGARACACGGACCARGGAGTTTATCGTGTGCGCARGTTTTTGGGTGTTTARRACCTARRAGCGARA
CTCATACTCTTTCCCCATGTARARGCCGGTCATCTATCCGACCCGTCTTGRARACACGGACCARGGAGTTTATCGTGTGCGCARGTTTTTGGGTGTTTARRACCTARRAGCGRAA
CTCATACTCTTTCCCCATGTARARGCCGGTCATCTATCCGACCCGTCTTGARACACGGACCARGGAGTTTATCGTGTGCGCARGTTTTTGGGTGTTTARARACCTARRAGCGARA
CTCATACTCTTTCCCCATGTARARGCCGGTCATCTATCCGACCCGTCTTGARACACGGACCARGGAGTTTATCGTGTGCGCARGTTTTTGGGTGTTTARARACCTARAAGCGARA
CTCGTACTCGTTCCCCATGTARAAGCCGGTCATCTATCCGACCCGTCTTGARACACGGACCARGGAGTTTATCGTGTGCGCAAGTTTTTGGGTGTTARARACTTARAAGCGARA
CTCGTACTCGTTCCCCATGTARARGCCGGTCATCTATCCGACCCGTCTTGARACACGGACCARGGAGTTTATCGTGTGCGCARGTTTTTGGGTGTTARARACTTARRAGCGARA
CTCGTACTCGTTCCCCATGTARARGCCGGTCATCTATCCGACCCGTCTTGRARACACGGACCARGGAGTTTATCGTGTGCGCARGTTTTTGGGTGTTARRARACTTARRAGCGARARA
CTCGTACTCGTTCCCCATGTARARGCCGGTCATCTATCCGACCCGTCTTGARACACGGACCARGGAGTTTATCGTGTGCGCARGTTTTTGGGTGTTARARACTTARRAGCGARA
CTCGTACTCGTTCCCCATGTARARGCCGGTCATCTATCCGACCCGTCTTGARACACGGACCARGGAGTTTATCGTGTGCGCARGTTTTTGGGTGTTARARACTTARAAGCGARA
CTCGTACTCGTTCCCCATGTARAAGCCGGTCATCTATCCGACCCGTCTTGARACACGGACCARGGAGTTTATCGTGTGCGCAAGTTTTTGGGTGTTARARACTTARAAGCGARA
CTCGTACTCGTTCCCCATGTARARGCCGGTCATCTATCCGACCCGTCTTGARACACGGACCARGGAGTTTATCGTGTGCGCARGTTTTTGGGTGTTARARACTTARRAGCGARA
CTCGTACTCGTTCCCCATGTARARGCCGGTCATCTATCCGACCCGTCTTGRARACACGGACCARGGAGTTTATCGTGTGCGCARGTTTTTGGGTGTTARRARACTTARRAGCGARARA
CTCGTACTCGTTCCCCATGTARARGCCGGTCATCTATCCGACCCGTCTTGARACACGGACCARGGAGTTTATCGTGTGCGCARGTTTTTGGGTGTTARARACTTARRAGCGARA
CTCGTACTCGTTCCCCATGTARARGCCGGTCATCTATCCGACCCGTCTTGARACACGGACCARGGAGTTTATCGTGTGCGCARGTTTTTGGGTGTTARARACTTARAAGCGARA
CTCGTACTCGTTCCCCATGTARAAGCCGGTCATCTATCCGACCCGTCTTGARACACGGACCARGGAGTTTATCGTGTGCGCAAGTTTTTGGGTGTTARARACTTARAAGCGARA
CTCGTACTCGTTTCCCATGTARARGCCGGTCATCTATCCGACCCGTCTTGARACACGGACCARGGAGTTTATCGTGTGCGCARGTTTTTGGGTGTTARARACTTARRAGCGARA
CTCGTACTCGTTTCCCATGTARARGCCGGTCATCTATCCGACCCGTCTTGRARACACGGACCARGGAGTTTATCGTGTGCGCARGTTTTTGGGGGTTARRARACTTARRAGCGRARA
CTCGTACTCGTTTCCCATGTARARGCCGGTCATCTATCCGACCCGTCTTGARACACGGACCARGGAGTTTATCGTGTGCGCARGTTTTTGGGGGTTARARACTTARRAGCGARA
CTCGTACTCGTTTCCCATGTARARGCCGGTCATCTATCCGACCCGTCTTGARACACGGACCARGGAGTTTATCGTGTGCGCARGTTTTTGGGTGTTARARACTTARAAGCGARA
CTCGTACTCGTTTCCCATGTARAAGCCGGTCATCTATCCGACCCGTCTTGARACACGGACCARGGAGTTTATCGTGTGCGCAAGTTTTTGGGTGTTARARACTTARAAGCGARA
CTCGTACTCGTTTCCCATGTARARGCCGGTCATCTATCCGACCCGTCTTGARACACGGACCARGGAGTTTATCGTGTGCGCARGTTTTTGGGTGTTARARACTTARRAGCGARA
CTCGTACTCGTTTCCCATGTARARGCCGGTCATCTATCCGACCCGTCTTGRRACACGGACCARGGAGTTTATCGTGTGCGCARGTTTTTGGGTGTTARRRACTTARRAGCGARARA
CTCGTACTCGTTTCCCATGTARARGCCGGTCATCTATCCGACCCGTCTTGARACACGGACCARGGAGTTTATCGTGTGCGCARGTTTTTGGGTGTTARARACTTARRAGCGARA
CTCGTACTCGTTTCCCATGTARARGCCGGTCATCTATCCGACCCGTCTTGARACACGGACCARGGAGTTTATCGTGTGCGCARGTTTTTGGGTGTTARARACTTARAAGCGARA
CTCGTACTCGTTTCCCATGTARAAGCCGGTCATCTATCCGACCCGTCTTGARACACGGACCARGGAGTTTATCGTGTGCGCAAGTTTTTGGGTGTTARARACTTARAAGCGARA
CTCGTACTCGTTCCCCATGTARARGCCGGTCATCTATCCGACCCGTCTTGARACACGGACCARGGAGTTTATCGTGTGCGCARGTTTTTGGGTGTTARARACTTARRAGCGARA
CTCGTACTCGTTCCCCATGTARARGCCGGTCATCTATCCGACCCGTCTTGRARACACGGACCARGGAGTTTATCGTGTGCGCARGTTTTTGGGTGTTARRARACTTARRAGCGARARA
CTCGTACTCGTTCCCCATGTARARGCCGGTCATCTATCCGACCCGTCTTGARACACGGACCARGGAGTTTATCGTGTGCGCARGTTTTTGGGTGTTARARACTTARRAGCGARA
CTCGTACTCGTTCCCCATGTARARGCCGGTCATCTATCCGACCCGTCTTGARACACGGACCARGGAGTTTATCGTGTGCGCARGTTTTTGGGTGTTARARACTTARAAGCGARA
CTCGTACTCGTTCCCCATGTARAAGCCGGTCATCTATCCGACCCGTCTTGARACACGGACCARGGAGTTTATCGTGTGCGCAAGTTTTTGGGTGTTARARACTTARAAGCGARA
CTCGTACTCYTTCCCCATGTARARGCCGGTCATCTATCCGACCCGTCTTGARACACGGACCARGGAGTTTATCGTGTGCGCARGTTTTTGGGTGTTARARACYTARRAGCGARA
CTCGTACTCGTTCCCCATGTARARGCCGGTCATCTATCCGACCCGTCTTGRARACACGGACCARGGAGTTTATCGTGTGCGCARGTTTTTGGGTGTTARRRACCTARAGGCGARRA
CTCGTACTCGCTCCCCATGTARARGCCGGTCATCTATCCGACCCGTCTTGARACACGGACCARGGAGTTTATCGTGTGCGCARGTTTTTGGGTGTTARARACCTARRAGCGARA
CTCGTACTCGCTCCCCATGTARARGCCGGTCATCTATCCGACCCGTCTTGARACACGGACCARGGAGTTTATCGTGTGCGCARGTTTTTGGGTGTTARARACCTARRAGCGARA
CTCGTACTCGTTCCCCATGTARAAGCCGGTCATCTATCCGACCCGTCTTGARACACGGACCARGGAGTTTATCGTGTGCGCAAGTTTTTGGGTGTTARARACCTARAGGCGARA
CTCGTACTCCTTCCCCATGTARARGCCGGTCATCTATCCGACCCGTCTTGARACACGGACCARGGAGTTTATCGTGTGCGCARGTTTTTGGGTGTTARARACCTARRAGCGARA
CTCGTACTCCTTCCCCATGTARARGCCGGTCATCTATCCGACCCGTCTTGRARACACGGACCARGGAGTTTATCGTGTGCGCARGTTTTTGGGTGTTARRRACCTARRAGCGARARA
CTCGTACTCTTTCCCCATGTARARGCCGGTCATCTATCCGACCCGTCTTGARACACGGACCARGGAGTTTATTGTGTGCGCARGTTTTTGGGTGTTGAARACCTARRAGCGARA
CACAAGCCTATTCTCGGCGTARARGCTGGTCATCTATCCGACCCGTCTTGARACACGGACCARGGAGTTTATCGTGTGCGCARGTCATTGGGCGTTGAARACCCARAGGCGCAA

64

439
439
439
439
439
439
439
438
439
439
439
439
439
439
439
439
439
443
443
443
443
443
446
446
446
439
439
439
439
439
439
439
439
439
439
438
439
439
439
439
439
439
439
439
439
439
439
439
439
439
439
439
439
439
439
439
439
438
440
442



Mg90
Mg182
Mg428
Mg268
Mg730al
Mgld
Mga74
MgARARAS
Mm12AZ
Mm4881
Mm658
Mm172
Mm447
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Mm623
Mm436
Mmi731
Mmig20cT
Mmi383
Mmig20c6
Mmi820c3
Mf824
Mf853
ME£738
Ma282
Micdb
Mjcl
MASs
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Ma28
MIWE
Miyz17
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Mlh4
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Mlo
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460 * 480 * 500 * 520 * 540 * 560 *
TGRRAGTAAATGTTCTCTTTCGAGACTGATGTGCGAT-—-ATTTTCCGTCAAGGAAGATTGCAGCATGGCCCCATTCTATCTGTTTACAGAAGGGTGGCGGAAGAGCGTACGCG
TGARAGTAAATGTTCTCTTTCGAGACTGATGTGCGAT——-ATTTTCCGTCAAGGAAGATTGCAGCATGGCCCCATTCTATCTGTTTACAGAAGGGTGGCGGAAGAGCGTACGCG
TGARAGTAAATGTTCTCTTTCGAGACTGATGTGCGAT ATTTTCCGTCAAGGAAGATTGCAGCATGGCCCCATTCTATCTGTTTACAGAAGGGTGGCGGARGAGCGTACGCG
TGARAGTAAATGTTCTCTTTCGAGACTGATGTGCGAT——-ATTTTCCGTCAAGGAAGATTGCAGCATGGCCCCATTCTATCTGTTTACAGAAGGGTGGCGGAAGAGCGTACGCG
TGRRAGTARARTGTTCTCTTTCGRGACTGATGTGCGAT——-ATTTTCCGTCRAGGRAGATTGCAGCATGGCCCCATTCTATCTGTTTACAGAAGGGTGGCGGRAGRGCGTACGCG
TGRRAGTAAATGTTCTCTTTTGAGACTGATGTGCGAT---ATTTTCCATCAAGGARAGATTGCAGCATGGCCCCATTCTATCTGTTTACAGAAGGGTGGCGGRAGAGCGTACGCG
TGRRAGTAAATGTTCTCTTTTGAGACTGATGTGCGAT——-ATTTTCCGTCAAGGRAGATTGCAGCATGGCCCCATTCTATCTGTTTACAGAAGGGTGGCGGRAGAGCGTACGCG
TGRRAGTAAATGTTCTCTTTCGAGACTGATGTGCGAT ATTTTTTTTTCAGGAAAATTGCAGCATGGCCCCATTCTATCTGTTTACAGAAGGGTGGCGGAAGAGCGTACGCG
TGARAGTAAATGTTCTCTTTCGAGACTGATGTGCGAT ATTTTTTTTTCGARAAAATTGCAGCATGGCCCCATTCTATCTGTTTACAGAAGGGTGGCGGAAGAGCGTACGCG
TGRARAGTAAATGTTCTCTTTCGAGACTGATGTGCGAT ATTTTTTTTTCGARAARRATTGCAGCATGGCCCCATTCTATCTGTTTACAGAAGGGTGGCGGARGAGCGTACGCG
TGARAGTAARATGTTCTCTTTCGAGACTGATGTGCGAT—
TGARAGTAARARTGTTCTCTTTCGAGACTGATGTGCGAT—
TGRRARGTARARTGTTCTCTTTCGARGACTGATGTGCGAT—
TGRRAGTAAATGTTCTCTTTCGAGACTGATGTGCGAT—
TGRRAGTAARTGTTCTCTTTCGAGACTGATGTGCGAT
TGAAAGTAAATGTTCTCTTTCGAGACTGATGTGCGAT—
TGRARAGTAAATGTTCTCTTTCGAGACTGATGTGCGAT——-ATTTTTTTTTCGARAARRATTGCAGCATGGCCCCATTCTATCTGTTTACAGAAGGGTGGCGGAAGAGCGTACGCG
TGARAGTARATGG-CTCTTT-GAGTCTGATGTGCGATATCTTTTTTTTTTARATAAGATTGCAGCATGGCCCCATTCTAACTGTTTACAGTAGGGTGGCGGAAGAGCGTACGCG
TGARAGTAARRTGG-CTCTTT-GAGTCTGATGTGCGATATCTTTTTTTTTTARATAAGATTGCAGCATGGCCCCATTCTAACTGTTTACAGTAGGGTGGCGGAAGAGCGTACGCG
TGRRAGTARRTGG-CTCTTT-GAGTCTGATGTGCGATATCTTTTTTTTTTARATAARATTGCAGCATGGCCCCATTCTRAACTGTTTACAGTAGGGTGGCGGRAGRGCGTACGCG
TGRRAGTRAAATGG-CTCTTT-GAGTCTGATGTGCGATATCTTTTTTTTTTARATAARATTGCAGCATGGCCCCATTCTAACTGTTTACAGTAGGGTGGCGGRAGAGCGTACGCG
TGRRAGTAAATGG-CTCTTT-GAGTCTGATGTGCGATATCTTTTTTTTTTARATAARATTGCAGCATGGCCCCATTCTAACTGTTTACAGTAGGGTGGCGGRAGAGCGTACGCG
TGARRAGTAAATGG-CTCTTAAGAGTCTGATGTGCGATTTCTTTTTTTT-—~--ARARAGGAAGCAGCATGGCCCCATTCTAATTGTTTACAATAGGGTGGCGGAAGAGCGTACGCG
TGARAGTAAATGG-CTCTTAAGAGTCTGATGTGCGATTTCTTTTTTTT —~ARAAGGAAGCAGCATGGCCCCATTCTAATTGTTTACAATAGGGTGGCGGAAGAGCGTACGCG
TGARAGTAAATGG-CTCTTAAGAGTCTGATGTGCGATTTCTTTTTTTT -RARAAGGAAGCAGCATGGCCCCATTCTAATTGTTTACAATAGGGTGGCGGARGAGCGTACGCG
TGARAGTAARATGA-CTCTTTAGAGTCTGATGTGCGAT— —ARBARAGTGTAGCATGGCCCCATTCTAACTGTTTACAGTAGGGTGGCGGAAGAGCGTACGCG
TGRRAGTARRTGA-CTCTTTAGAGTCTGATGTGCGAT —RRBARAGTGTAGCATGGCCCCATTCTAACTGTTTACAGTAGGGTGGCGGRAGRAGCGTACGCG
TGRRAGTRAARTGA-CTCTTTAGAGTCTGATGTGCGAT —-ARRARAAGTGTAGCATGGCCCCATTCTAACTGTTTACAGTAGGGTGGCGGRAGAGCGTACGCG
TGRRAGTRAARTGA-CTCTTTAGAGTCTGATGTGCGAT —~ARBARAAGTGTAGCATGGCCCCATTCTAACTGTTTACAGTAGGGTGGCGGRAGAGCGTACGCG
CGRAAGTAAATGA-CTCTTTAGAGTCTGATGTGCGAT -~ —~ARBRAAAGTGTAGCATGGCCCCATTCTAACTGTTTACAGTAGGGTGGCGGAAGAGCGTACGCG
TGARAGTAAATGA-CTCTTTAGAGTCTGATGTGCGAT -~ —~ARARAAAGTGTAGCATGGCCCCATTCTAACTGTTTACAGTAGGGTGGCGGAAGAGCGTACGCG
TGARAGTAAATGA-CTCTTTAGAGTCTGATGTGCGAT- -RARARAAGTGTAGCATGGCCCCATTCTAACTGTTTACAGTAGGGTGGCGGAAGAGCGTACGCG
TGARAGTAARATGA-CTCTTTAGAGTCTGATGTGCGAT—
TGARAGTARRTGA-CTCTTTAGAGTCTGATGTGCGAT
TGRRAGTAARTGA-CTCTTTAGAGTCTGATGTGCGAT-
TGRRAGTRAAATGA-CTCTTTAGAGTCTGATGTGCGAT—
TGRRAGTAAATGA-CTCTTTAGAGTCTGATGTGCGAT—
TGARAGTAAATGA-CTCTTTAGAGTCTGATGTGCGAT -~
TGARAGTRAATGA-CTCTTTAGAGTCTGATGTGCGAT
TGARAGTAAATGA-CTCTTTAGAGTCTGATGTGCGAT
TGARAGTARRTGA-CTCTTTAGAGTCTGATGTGCGAT
TGRRARGTARARTGA-CTCTTTAGAGTCTGATGTGCGAT—
TGRRAGTRAAATGA-CTCTTTAGAGTCTGATGTGCGAT—
TGRRAGTAAATGA-CTCTTTAGAGTCTGATGTGCGAT—
TGRAAGTAAATGA-CTCTTTAGAGTCTGATGTGCGAT—
TGARAGTRAATGA-CTCTTTAGAGTCTGATGTGCGAT
TGARAGTAAATGA-CTCTTTAGAGTCTGATGTGCGAT—
TGARAGTAARATGA-CTCTTTAGAGTCTGATGTGCGAT—
TGRRARGTARATGR-CTCTTTAGAGTCTGATGTGCGAT—
TGRRAGTAARTGA-CTCTTTAGAGTCTGATGTGCGAT-
TGRRAGTAAATGA-CTCTTTAGAGTCTGATGTGCGAT—
TGRAAGTAAATGA-CTCTTTAGAGTCTGATGTGCGAT—
TGARAGTAAATGG-CTCTTTAGAGTCTGATGTGCGAT
TGARAGTAAATGG-CTCTTTAGAGTCTGATGTGAGAT—
TGARAGTARATGG-CTCTTTAGAGTCTGACGTGCGAT—
TGRRAGTARRTGG-CTCTTTAGAGTCTGATGTGCGAT—
TGRRAGTRAAATGG-CTCTTTAGAGTCTGATGTGCGAT-
TGRRAGTRAARTGG-CTCTT-AGAGTCTGATGTGCGAT
TGRAAGTAAATGA-CTCTTTAGAGTCTGATGTGCGAT—
TGARAGTGAACGCATCCGCAAGGAGCTGACGTGCGATCCCGGGTACTGCGGTGCTCGAGCGCAGCATGGCCCCATCCCGATTGCTTGCAATGGGGTGGAGGAAGAGCGTACGCG

~RARARAAGTGTAGCATGGCCCCATTCTAACTGTTTACAGTAGGGTGGCGGAAGAGCGTACGCG
—-ARBRARAGTGTAGCATGGCCCCATTCTAACTGTTTACAGTAGGGTGGCGGAAGAGCGTACGCG
—ARRARAGTGTAGCATGGCCCCATTCTAACTGTTTACAGTAGGGTGGCGGAAGAGCGTACGCG
—RRBARAGTGTAGCATGGCCCCATTCTAACTGTTTACAGTAGGGTGGCGGRAGRAGCGTACGCG
—~ARBARAAGTGTAGCATGGCCCCATTCTAACTGTTTACAGTAGGGTGGCGGRAGAGCGTACGCG
—~ARBARAGTGTAGCATGGCCCCATTCTAACTGTTTACAGTAGGGTGGCGGRAGAGCGTACGCG
—~ARBRAAAGTGTAGCATGGCCCCATTCTAACTGTTTACAGTAGGGTGGCGGAAGAGCGTACGCG
~RARARAAGTGTAGCATGGCCCCATTCTAACTGTTTACAGTAGGGTGGCGGAAGAGCGTACGCG
-RARARAAGTGTAGCATGGCCCCATTCTAACTGTTTACAGTAGGGTGGCGGARAGAGCGTACGCG
—ARBARAGTGTAGCATGGCCCCATTCTAACTGTTTACAGTAGGGTGGCGGAAGAGCGTACGCG
—RRBARAGTGTAGCATGGCCCCATTCTAACTGTTTACAGTAGGGTGGCGGRAGRAGCGTACGCG
—-ARRARAAGTGTAGCATGGCCCCATTCTAACTGTTTACAGTAGGGTGGCGGRAGAGCGTACGCG
—~ARBRARAAGTGYAGCATGGCCCCATTCTAACTGTTTACAGTAGGGTGGCGGRAGAGCGTACGCG
—~ARBRAAAGTGYAGCATGGCCCCATTCTAACTGTTTACAGTAGGGTGGCGGAAGAGCGTACGCG
—~ARAAAAGTGCAGCATGGCCCCATTCTAACTGTTTACAGTAGGGTGGAGGAAGAGCGTACGCG
-RARABAAGGGCAGCATGGCCCCATTCTAACTGTTTACAGTAGGGTGGAGGAAGAGCGTACGCG
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Mgso0

Mgl82
Mga28
MgZé8

Mg730al

Mgl4
Mgd74

MaRRARAS
MmlZAZ
Mud581

Mme58
Mm172
Mm447
Mm4&63
Mm603
Mm&23
Mm436

Mmi731
Muisz0c?
Mmi383
Mmi820cé
Mui8Z0c3

Mf824
Mf&53
ME£738
Ma282
Micdb
Micl
MALs
Mic2z
Ma2g
MiWF

Miyzl7

MspMN

MNZ011
MspNEA

Mhcl
Mlh4
M1h3
Mab
M08ec2
Mp28
Mp71
Mp61
Miz
Mp&2
M1h2

Mj%S¥TOL
Miminc

Ma918
Mk
Mth
Mlo

MeShet

MeFJC
Mh

MetBra

Mino
Mdu

Pvulnus

580 * 600 * 620 * 640 * 660 * 680

GTGAGACCCGAAAGATGGTGARACTATTCCTGAGCAGGATGRAGCCAGAGGRBAC TCTGGTGEARGTCCGRAAGCGGT TCTGACGTGCARATCGATCGTCTGACTTGGGTATAGGS

GTGAGACCCGARAGATGGTCAACTATTCCTEAGCAGGATEAAGCCAGAGEARACTCTGGTGEARGTCCGAAGCGGT TCTGACGTGCARATCEATCGTCTGACTTGGETATAGEE
GTGAGACCCGARAGATGGTGRACTATTCCTGAGCAGGATGRAGCCAGAGGARACTCTGGTGGARGTCCGRAGCGGTTCTGACGTGCARATCGATCGTCTGACTTGGGTATAGGG
GTGAGACCCGAAAGATGGTGAACTATTCCTGAGCAGGATGRAGCCAGAGGARACTCTGETGEAAGTCCGRAGCGGT TCTGACGTGCARATCGATCGTCTGACTTGGGTATAGGE
GTGAGACCCGARAGATGGTGRACTATTCCTEAGCAGGATEAAGCCAGAGGRRACTCTGGTGEARGTCCGRAGCGGT TCTGACGTGCARARTCEATCGTCTGACTTGGGTATAGEE
GTGAGACCCGARAGATGGTGAACTATTCCTGAGCAGGATGRAGCCAGAGGARACTCTGGTGGAAGTCCGAAGCGGTTCTGACGTGCARATCGATCGTCTGACTTGGGTATAGGS
GTGAGACCCGARAGATGGTGARCTATTCCTGAGCAGGATGRAGCCAGAGERRACTCTGETGEAAGTCCGRAAGCGGT TCTGACGTGCARATCGATCGTCTGACTTGGGTATAGGS
GTGACACCCGARAGATGETCAACTATTCCTEAGCAGCATEAAGCCACGAGCARACTCTGGTGEARGTCCCRAGCGGTTCTGACGTGCARATCEATCGTCTGACTTGGGTATAGGE
GTGAGACCCGARAGATGGTGAACTATTCCTGAGCAGGATGRAGCCAGAGGARACTCTGGTGEAAGTCCGRAGCGGTTCTGACGTGCARATCGATCGTCTGACTTGGGTATAGGS
GTGAGACCCGAAAGATGGTGAACTATTCCTGAGCAGGATGRAGCCAGAGGRBAC TCTGETGEARGTCCGRAGCGGT TCTGACGTGCARATCGATCGTCTGACTTGGGTATAGGS
GTGAGACCCGARAGATGGTCAACTATTCCTEAGCAGGATEAAGCCAGAGEARACTCTGGTGEARGTCCGAAGCGGT TCTGACGTGCARATCEATCGTCTGACTTGGETATAGEE
GTGAGACCCGARAGATGGTGRACTATTCCTGAGCAGGATGRAGCCAGAGGARRACTCTGGTGGARGTCCGRAGCGGTTCTGACGTGCARATCGATCGTCTGACTTGGGTATAGGG
GTGAGACCCGAAAGATGGTGAACTATTCCTGAGCAGGATGRAGCCAGAGGARACTCTGETGEAAGTCCGRAGCGGT TCTGACGTGCARATCGATCGTCTGACTTGGGTATAGGE
GTGAGACCCGARAGATGGTGRACTATTCCTEAGCAGGATEAAGCCAGAGGRRACTCTGGTGEARGTCCGRAGCGGT TCTGACGTGCARARTCEATCGTCTGACTTGGGTATAGEE
GTGAGACCCGARAGATGGTGAACTATTCCTGAGCAGGATGRAGCCAGAGGARACTCTGGTGGAAGTCCGAAGCGGTTCTGACGTGCARATCGATCGTCTGACTTGGGTATAGGS
GTGAGACCCGAAAGATGGTGARCTATTCCTGAGCAGGATGRAGCCAGAGGRRACTCTGETGEAAGTCCGRRAGCGGT TCTGACGTGCARAATCGATCGTCTGACTTGGGTATAGGS
GTGAGACCCGARAGATGGTGAACTATTCCTCAGCAGGATCRAAGCCAGAGGARACTCTGGTGGARGTCCGRAGCGGTTCTGACGTGCARATCCATCGTCTGACTTGGGTATAGGG
GTGAGACCCGARAGATGGTGAACTATTCCTGAGCAGGACGRAGCCAGAGGARACTCTGGTGEAAGTCCGRAGCGGTTCTGACGTGCARATCGATCGTCTGACTTGGGTATAGGS
GTGAGACCCGAAAGATGGTGAACTATTCCTGAGCAGGACGRAGCCAGAGGRBAC TCTGETGEARGTCCGRAGCGGT TCTGACGTGCARATCGATCGTCTGACTTGGGTATAGGS
GTGAGACCCGARAGATGGTCAACTATTCCTEAGCAGGACEAAGCCAGAGCARACTCTGGTGEARGTCCGAAGCGGT TCTGACGTGCARATCEATCGTCTGACTTGGETATAGEE
GTGAGACCCGARAGATGGTGRACTATTCCTGAGCAGGACGRAGCCAGAGGARACTCTGGTGGARGTCCGRAGCGGTTCTGACGTGCARATCGATCGTCTGACTTGGGTATAGGG
GTGAGACCCGAAAGATGGTGAACTATTCCTGAGCAGGACGRAGCCAGAGGARACTCTGETGEAAGTCCGRAGCGGT TCTGACGTGCARATCGATCGTCTGACTTGGGTATAGGE
GTGAGACCCGARAGATGGTGAACTATTCCTEAGCAGGACEAAGCCAGAGCARACTCTGGTGEARGTCCGRAGCGGT TCTGACGTGCARARTCEATCGTCTGACTTGGGTATAGEE
GTGAGACCCGARRGATGGTGRACTATTCCTGAGCAGGACGRAGCCAGAGCGRRACTCTGGTGEARGTCCGRAAGCGGTTCTGACGTGCARATCCATCGTCTGACTTGGGTATAGGS
GTGAGACCCGRAAGATGGTGARCTATTCCTGAGCAGGACGRAGCCAGAGCGARACTCTGETGEAAGTCCGRAGCGGT TCTGACGTGCARAATCGATCGTCTGACTTGGGTATAGGS
GTGAGACCCGARAGATGGTGAACTATTCCTCAGCAGGACERAAGCCAGGGGARACTCTGGTGGARGTCCGRAGCGGTTCTGACGTGCARATCCATCGTCTGACTTGGGTATAGGG
GTGAGACCCGARAGATGGTGAACTATTCCTGAGCAGGACGRAGCCAGAGGARACTCTGGTGEAAGTCCGRAGCGGTTCTGACGTGCARATCGATCGTCTGACTTGGGTATAGGS
GTGAGACCCGAAAGATGGTGAACTATTCCTGAGCAGGACGRAGCCGGAGGRBAC TCTGETGEARGTCCGRAGCGGT TCTGACGTGCARATCGATCGTCTGACTTGGGTATAGGS
GTGAGACCCGARAGATGGTCAACTATTCCTEAGCAGGACEAAGCCAGAGCARACTCTGGTGEARGTCCGAAGCGGT TCTGACGTGCARATCEATCGTCTGACTTGGETATAGEE
GTGAGACCCGARAGATGGTGRACTATTCCTGAGCAGGACCGRAGCCAGAGGARACTCTGGTGGARGTCCGRAGCGGTTCTGACGTGCARAATCGATCGTCTGACTTGGGTATAGGS
GTGAGACCCGAAAGATGGTGAACTATTCCTGAGCAGGACGRAGCCAGAGGARACTCTGETGEAAGTCCGRAGCGGT TCTGACGTGCARATCGATCGTCTGACTTGGGTATAGGE
GTGAGACCCGARAGATGGTGAACTATTCCTEAGCAGGACEAAGCCAGAGCEARACTCTGGTGEARGTCCGRAAGCGGT TCTGACGTGCARATCEATCGTCTGACTTGGGTATAGES
GTGAGACCCGARRGATGGTGRACTATTCCTGAGCAGGACGRAGCCAGAGGRRACTCTGGTGEARGTCCGRAAGCGGTTCTGACGTGCARATCCATCGTCTGACTTGGGTATAGGS
GTGAGACCCGRAAGATGGTGARCTATTCCTGAGCAGGACGRAGCCAGAGGRRACTCTGETGEAAGTCCGRAGCGGT TCTGACGTGCARATCGATCGTCTGACTTGGGTATAGGS
GTGAGACCCGARAGATGGTGAACTATTCCTCAGCAGGACERAAGCCAGAGGARACTCTGGTGGARGTCCGRAGCGGTTCTGACGTGCARATCCATCGTCTGACTTGGGTATAGGG
GTGAGACCCGARAGATGGTGAACTATTCCTGAGCAGGACGRAGCCAGAGGARACTCTGGTGEAAGTCCGRAGCGGTTCTGACGTGCARATCGATCGTCTGACTTGGGTATAGGS
GTGAGACCCGAAAGATGGTGAACTATTCCTGAGCAGGACGRAGCCAGAGGRBAC TCTGETGEARGTCCGRAGCGGT TCTGACGTGCARATCGATCGTCTGACTTGGGTATAGGS
GTGAGACCCGARAGATGGTGAACTATTCCTEAGCAGGACERAGCCAGAGCGARACTCTGGTGEARGTCCGRAAGCGGTTCTGACGTGCARATCCATCGTCTGACTTGGGTATAGGE
GTGAGACCCGARAGATGGTGRACTATTCCTGAGCAGGACGRAGCCAGAGGARACTCTGGTGGARGTCCGRAGCGGT TCTGACGTGCARAATCGATCGTCTGACTTGGGTATAGGS
GTGAGACCCGAAAGATGGTGAACTATTCCTGAGCAGGACGRAGCCAGAGGARACTCTGETGEAAGTCCGRAGCGGT TCTGACGTGCARATCGATCGTCTGACTTGGGTATAGGE
GTGAGACCCGARAGATGGTGAACTATTCCTEAGCAGGACEAAGCCAGAGCARACTCTGGTGEARGTCCGRAAGCGGT TCTGACGTGCARRTCEACCGTCTGACTTGGGTATAGEE
GTGAGACCCGARRGATGGTGRACTATTCCTGAGCAGGACGRAGCCAGAGCGRRACTCTGGTGEARGTCCGRAGCGGTTCTGACGTGCARATCCATCGTCTGACTTGGGTATAGGS
GTGAGACCCGAAAGATGGTGARCTATTCCTGAGCAGGACGRAGCCAGAGGARACTCTGETGEARGTCCGRAGCGGT TCTGACGTGCARATCGATCGTCTGACTTGGGTATAGGS
GTGAGACCCGARAGATGGTGAACTATTCCTCAGCAGGACERAAGCCAGAGGARACTCTGGTGGARGTCCGRAGCGGTTCTGACGTGCARATCCATCGTCTGACTTGGGTATAGGG
GTGAGACCCGARAGATGGTGAACTATTCCTGAGCAGGACGRAGCCAGAGGARACTCTGGTGEAAGTCCGRAGCGGTTCTGACGTGCARATCGATCGTCTGACTTGGGTATAGGS
GTGAGACCCGAAAGATGGTGAACTATTCCTGAGCAGGACGRAGCCAGAGGRBAC TCTGETGEARGTCCGRAGCGGT TCTGACGTGCARATCGATCGTCTGACTTGGGTATAGGS
GTGAGACCCGAARGATGGTGAACTATTCCTEAGCAGGACERAGCCAGAGCARACTCTGGTGEARGTCCGRAAGCGGT TCTGACGTGCARATCCATCGTCTGACTTGGETATAGGE
GTGAGACCCGARAGATGGTGRACTATTCCTGAGCAGGACCGRAGCCAGAGGARACTCTGGTGGARGTCCGRAGCGGTTCTGACGTGCARAATCGATCGTCTGACTTGGGTATAGGS
GTGAGACCCGAAAGATGGTGAACTATTCCTGAGCAGGACGRAGCCAGAGGARACTCTGETGEAAGTCCGRAGCGGT TCTGACGTGCARATCGATCGTCTGACTTGGGTATAGGE
GTGAGACCCGARAGATGGTGAACTATTCCTEAGCAGGACERAGCCAGAGCEARACTCTGGTGEARGTCCGRAGCGGT TCTGACGTGCARARTCEATCGTCTGACTTGGGTATAGES
GTGAGACCCGARRGATGGTGRACTATTCCTGAGCAGGACGRAGCCAGAGCRRACTCTGGTGEARGTCCGRAAGCGGTTCTGACGTGCARATCCATCGTCTGACTTGGGTATAGGS
GTGAGACCCGARAAGATGGTGARCTATTCCTGAGCAGGACGRAGCCAGAGGARACTCTGETGEARAGTCCGRAGCGGT TCTGACGTGCARAATCGATCGTCTGACTTGGGTATAGGS
GTGAGACCCGAAAGATGGTGAACTATTCCTCAGCAGGACEGRAGCCAGAGGARACTCTGGTGGARGTCCGRAGCGGTTCTGACGTGCARATCCATCGTCTGACTTGGGTATAGGG
GTGAGACCCGARAGATGGTGAACTATTCCTGAGCAGGACGRAGCCAGAGGARACTCTGGTGEAAGTCCGRAAGCGGTTCTGACGTGCARATCGATCGTCTGACTTGGGTATAGGS
GTGAGGCCCGAAAGATGGTGAACTATTCCTGAGCAGGACGRAGCCAGAGGRBAC TCTGETGEARGTCCGRAGCGGT TCTGACGTGCARATCGATCGTCTGACTTGGGTATAGGS
GTGAGACCCGAARGATGGTGAACTATTCCTEAGCAGGACERAGCCAGAGCARACTCTGGTGEARGTCCGRAAGCGGTTCTGACGTGCARATCCATCGTCTGACTTGGETATAGGE
GTGAGACCCGARAGATGGTGARACTATTCCTGAGCAGGACGRAGCCAGAGGARACTCTGGTGGARGTCCGRRGCGGTTCTGACGTGCARAATCGATCGTCTGACTTGGGTATAGGS
GTGAGACCCGAAAGATGGTGAACTATTCCTGAGCAGGACGRAGCCAGAGGARACTCTGETGEAAGTCCGRAAGCGGT TCTGACGTGCARATCGATCGTCTGACTTGGGTATAGGS
GTGAGACCCGARAGATGGTGAACTATTCCTEAGCAGCGATERAAGCCAGAGCEARACTCTGGTGEARGTCCGRAGCGGT TCTGACGTGCARATCEATCGTCTGACTTGGGTATAGEE
GTGAGACCCGARRGATGGTGRACTATTCCTGAGCAGGATGRAGCCAGAGGRRACTCTGGTGEARGTCCGRAAGCGAT TCTGACGTGCARATCCATCGTCTGACTTGGGTATAGGS
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Mgso
Mgls2
Mgd423
Mq268
Mg730al
Mgld
Mg474
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Ml 2AF
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MmE58
Mm172
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Mmig20c7
Mmi3d3
Mmid20cé
MmiB20c3
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MspNEA
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Mab
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* T00
GCGRARAGACTARTCGRACCATC
GCGBARGACTAATCGAACCATC
GCGAARGACTAATCGAACCATC
GCGAARAGACTAATCGRACCATC
GCGRAAGACTAATCGRAACCATC
GCGRAAGACTAATCGAACCATC
GCGAAAGACTAATCGAACCATC
GCGRBAAGACTAATCGRACCATC
GOGRAAGACTAATCGAACCATC
GCGRAAGACTAATCGAACCATC
GCGRAAGACTAATCGAACCATC
GCGRAARGACTAATCGRACCATC
GUGAARAGACTARTUGAACCATL
GCGAAAGACTAATCGRACCATC
GCGAAAGACTAATCGAACCATC
GCGAARGACTAATCGAACCATC
GCGRAARGACTAATCGARACCATC
GCGAAAGACTAATCGAACCATC
GCGRAAGACTAATCGAACCATC
GCGAAAGACTAATCGAACCATC
GCGRAAGACTAATCGAACCATC
GCGAARGACTARTCGAACCATC
GCGRAAGACTAATCGARACCATC
-CGRAGGACTAATCGAACCRTC
GCGRAAAGACTAATCGAACCATC
GCGRAAGACTARTCGAACCATC
GCGAAAGACTAATCGRACCATC
GCGRAAAGACTARTCGAACCATC
GCGAAAGACTAATCGAACCATC
GCGAAAGACTAATCGAACCATC
GCGRAAGACTAATCGAACCATC
GCGRARGACTARTCGAACCATC
GCGARAAGACTAATCGAACCATC
GCGAARARCTAATCGAACCATC
GCGAAAGACTAATCGAACCATC
GCGRARGACTARTCARACCATC
GCGBRAGACTARTCGRACCATC
GCGRARGACTAATCGAACCATC
GCGAAAGACTAATCGAACCATC
GCGRARGACTARTCGAACCATC
GCGAAAGACTAATCGAACCATC
GCGRAAGACTAARTCGARACCATC
GCGAAAGACTAATCGAACCATC
GCGAARGACTAATCGAACCATC
GCGAAAGACTAATCGAACCATC
GCGAARGACTAATCGAACCATC
GCGRRAGACTAATCGAACCATC
GCGRAAGACTAATCGAACCATC
GCGAAAGACTAATCGAACCATC
GCGAARGACTAARTCGAACCATC
GCGBARGACTAATCGAACCATC
GCGRARGACTAATCGAACCATC
GCGAAAGACTAATCGAACCATC
GCGRAAGACTAATCGAACCATC
GCGBAAGACTAATCGAACCATC
GCGAARARGACTARTCGAACCATC
GCGBAAGACTAATCGAACCATC
GCGRAAGRCTAATCGRACCATC
GCGRAAGACTAATCGAACCATC
GCGAARRGACTARTCGAACCATC
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Figura 2. Alinhamento correspondente a regido 28S da populacdo MgARA e outras
espécies de Meloidogyne (Tabela 2), utilizado para a realizagdo dos estudos
filogenéticos.
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Tabela 1. Populagdes de Meloidogyne utilizadas para comparagdo com a populagéo
MgARA nos estudos filogenéticos da regido CO-Il. Codigos disponiveis no GenBank
(http://www.ncbi.nim.nih.gov), cddigos utilizados no trabalho (Apéndice, Figura 1) e
especie.

Cadigos utilizados no trabalho Espécie de nematoide Cadigos do GenBank
MgzH M. graminis gi[300808407
MgY]J M. graminis gi[300808409

Mg2553 M. graminis 0i|358444140
MgMcLE28 M. graminis gi|56089857
Mg2558 M. graminis 0i|358444145
Mg2559 M. graminis 0i[358444143
Mg724 M. graminis gi|358444095
Mg027 M. graminis 0i[358444101
Mg090 M. graminis 0i|358444099
Mg182 M. graminis 0i|358444126
Mml7cr M. marylandi gij459219052
Mm4882548 M. marylandi 0i|358444132
Mm4882549 M. marylandi 0i[358444134
Mm4882550 M. marylandi 0i|358444136
Mm5392648 M. marylandi gi[358444203
Mm5392469 M. marylandi 0i|358444130
MmtRNA M. marylandi gi|751130996
Mmi2640 M. minor i|358444171
Mmi2022621 M. minor 0i|358444177
Mmi2022618 M. minor 0i|358444175
Mmi2638 M. minor 0i|358444163
Mmi2042634 M. minor gi|358444159
Mmi2032627 M. minor 0i|358444169

Mmi2042635 M. minor 0i|358444167
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Mmi2032624

Mmi2042641

Mmi2032625

Mmi2022619

Mmi2042633

Mmi2636

Mf2586

Mf2582

Mf2584

Mf807

= £ £ £ £ £ £ £

<

<

. minor

. minor

. minor

. minor

. minor

. minor

. fallax

. fallax

. fallax

. fallax

0i[358444157
gi[358444155
gi[358444179
0i[358444165
gi[358444151
gi[358444161
gi[358444196
gi[358444194
0i[358444198

gi[358444201
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Tabela 2. Populagdes de Meloidogyne utilizadas para comparagdo com a populagéo
MgARA nos estudos filogenéticos da regido 28S. Cddigos disponiveis no GenBank
(http://www.ncbi.nim.nih.gov), cddigos utilizados no trabalho (Apéndice, Figura 2) e
especie.

Cadigos utilizados no trabalho Espécie de nematoide Cadigos do GenBank

Mg90 M. graminis 0i|358364578
Mg428 M. graminis 0i|358364577
Mg268 M. graminis 0i|358364575
Mg730al M. graminis 0i|358364580
Mg474 M. graminis 0i|358364588
Mg182 M. graminis 0i|358364576
Mg14 M. graminis 0i|359300672
Mm658 M. marylandi 0i|358364599
Mml12AZ M. marylandi 0i|358364582
Mm463 M. marylandi 0i|358364615
Mm603 M. marylandi 0i|358364592
Mm4881 M. marylandi 0i|359300675
Mm172 M. marylandi 0i|358364583
Mm447 M. marylandi 0i|358364613
Mm436 M. marylandi 0i|358364612
Mm623 M. marylandi 0i|358364589
Mh M. hispanica 0i|183397619
MetBra M. ethiopica gi|540070897
Mth M. thailandica 0i[165972999
MeShet M. enterolobii 0i|827503247
Mmi731 M. minor 0i|359300669
Mmi383 M. minor 0i|358364571
MeFJC M. enterolobii 0i|588493655
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Mmi820c7
Mmi820c6
Mmi820c3
Mlo
Mk
Miyz17
Ma918
MjXSYTO1
Miminc
Mih4
MjWF
Ma28
MspMN
Mp62
Miz
Mp28
MIh2
Ma282
Mino
Mjcl
Mic2
Mhcl
Mp71
Mp61
MAS5s
MN2011
Mf824
Mab
MIh3

M08c2

M. minor
M. minor
M. minor
M. lopezi
M. konaenses
M. incognita
M. arenaria
M. javanica
M. incognita
M. lopezi
M. javanica

M. arenaria

Meloidogyne sp.

M. paranaensis
M. izalcoensis
M. paranaensis
M. lopezi
M. arenaria
M. inornata

M. javanica

Meloidogyne sp.

Meloidogyne sp.

M. paranaensis
M. paranaensis

M. arenaria

Meloidogyne sp.

M. fallax
M. arabicida

M. lopezi

Meloidogyne sp.

gi[544183301
gi[544183300
gi[544183299
0i[803243371
gi21666619
gi|655350421
gi[507864318
gi[530290780
gi[21666616
4i[803243374
0i[398363511
gi[165972998
0i[338808386
gi[21666621
4i[803243376
gi[803243375
4i[803243372
0i[661918828
gi[540070899
0i[498827499
0i[498827495
gi[498827490
gi[21666622
gi[21666620
gi[1147729
gi[338808387
gi[544183288
gi[803243379
0i[803243373

0i[498827504




MspNBA
Mf738
Mf824
Mic4b
Mf853

Mdu

Meloidogyne sp.

M. fallax

M. fallax

Meloidogyne sp.

M. fallax

M. dunensis

0i[338808383
0i[359300671
gi[544183290
0i[498827506
gi[544183294

gi|157367081
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ANEXO

MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO
Secretaria de Defesa Agropecuaria
Departamento de Sanidade Vegetal

Oficio DSV/SDA N° ' S,;l2013 Brasilia, 07 de maio de 2013.

A Professora

Silvia Renata Siciliano Wilcken
Faculdade de Ciéncias Agronémicas
UNESP — Campus de Botucatu

Assunto: autorizagao de publicagdo da presenga da praga Meloidogyne graminis no Pais.
Referéncia: Doc. 70500-001621/2012-88.

Prezada Senhora,

Comunico que, apoés a analise das informagdes contidas no documento em
referéncia, verificou-se que a notificagdo de ocorréncia da praga obedece ao disposto na
Portaria Interministerial n® 290, de 15 de abril de 1996 e atende plenamente ao disposto na
Instrucéo Normativa n.® 02, de 9 de janeiro de 2002

AUTORIZAMOS, a publicagdo da presenga da praga Meloidogyne graminis no
Pais.

Atenciosamente,

Vi
s
/. £ (A
/ 4 el
Carlos Artur Franz/

Diretor-Substituto do Departamento de Sanidade Vegetal

Esplanada dos Ministérios, Bloco "D" — Anexo “B" Sala 303 — Brasilia -DF
Cep: 70043-900 - Telefone: 55 (61) 3322 - 3250/3218-2172 Fax: +55 (61) 3224 — 3874



