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RESUMO GERAL

NASCIMENTO, Maria Laura Urbano; M.Sc.; Universidade Federal do Espirito Santo;
2021; Fusarium oxysporum s. sp. cubense: hospedeiros alternativos e vetor;
Orientador: Moises Zucoloto.

Uma das doencas mais importantes na cultura da bananeira é a fusariose da
bananeira (FB), causada pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc). Pouco
se sabe sobre a atuacdo de hospedeiros alternativos e de um possivel vetor na
disperséo e persisténcia da doenga no campo. Dessa forma, o objetivo deste estudo
foi verificar o potencial de plantas daninhas e plantas utilizadas como coberturas
vegetais como hospedeiras alternativas de Foc e a atuacdo da broca-da-bananeira
(Cosmopolites sordidus) na disseminagao da doencga. Para o estudo de hospedeiros
alternativos, dez espécies de plantas daninhas coletadas proximas a plantas de
bananeira apresentando sintomas de FB foram submetidas ao isolamento de Foc
possivelmente presente em tecidos de parte aérea e raizes. Apds o isolamento,
aqueles isolados identificados como F. oxysporum por meio do sequenciamento das
regides ITS e o gene que codifica para TEF-1a foram submetidos a testes de
patogenicidade para a bananeira (Cultivar Maca, AAB). Além disso, sementes de seis
espécies de plantas utilizadas como coberturas vegetais foram desinfestadas e
semeadas em substrato infestado com Foc isolado CMAA1807. Aos 75 dias apés a
semeadura, amostras de raizes e parte aérea dessas plantas foram coletadas visando
o reisolamento e confirmacgao da presenca de Foc CMAA1807 através de reagao de
PCR. Para o estudo do papel da broca-da-bananeira na disseminacdo da doenca,
insetos adultos coletados em areas contrastantes em funcdo da presenca da FB
(parcelas Foc+ e Foc-) foram analisados quanto a presenga de esporos de Foc
possivelmente associados ao exoesqueleto ou no trato digestivo. Apds a obtengao
dos isolados, aqueles identificados como F. oxysporum foram submetidos a testes de
patogenicidade em bananeira. Numa segunda etapa, individuos adultos de C.
sordidus foram expostos a fonte de in6culo de Foc isolado CMAA1807 e colocados
em contato com mudas de banana para a avaliagdo do seu potencial como vetor da
doenga. Foi verificado que algumas leguminosas podem servir como hospedeiras
alternativas de Foc, como a Crotalaria ochroleuca, Crotalaria spectabilis, Raphanus
sativus e Canavalia ensiformis, das quais foi possivel reisolar o isolado CMAA1807.
Como resultados das coletas realizadas em campo, foi possivel isolar colénias de F.
oxysporum associadas a plantas daninhas e ao exoesqueleto de adultos de C.
sordidus. No entanto, ao testar a patogenicidade em bananeira, ndo foram observados
sintomas tipicos da FB, o que sugere que estes isolados possivelmente n&o se
tratavam de Foc. Ao avaliar a dindmica da interacido entre a broca-da-bananeira e o
agente causal da FB, foi observado que pode haver a associagao fungo-inseto sobre
a incidéncia e intensidade da doenga em bananeira.

Palavras-chave: Broca-da-bananeira; Fusariose da bananeira; Epidemiologia;

Insetos vetores; Fitossanidade.



ABSTRACT

NASCIMENTO, Maria Laura Urbano; M.Sc.; Federal University of Espirito Santo;
2021; Fusarium oxysporum s. sp. cubense: alternative hosts and vector; Advisor:
Moises Zucoloto.

One of the most important diseases in the banana crop is the Panama disease, or
fusarium wilt, caused by the fungus Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc). Little is
known about the role of alternative hosts and a possible vector on the dispersion and
persistence of the disease in the field. Thus, the objective of this study was to verify
the potential of weeds and plants used as green mulch as alternative hosts of Foc and
the role of the banana weevil borer (Cosmopolites sordidus) in the dissemination of the
disease. For the study of alternative hosts, weeds collectedar banana plants showing
fusarium wilt symptoms were submitted to the isolation of Foc possibly present in
tissues of the aerial part and roots. After isolation, those isolates identified as F.
oxysporum by sequencing the ITS regions and the gene encoding for TEF-1a were
subjected to pathogenicity tests for bananas. In addition, seeds of six species used as
mulches were disinfested and sown on substrate infested with Foc. At the end of the
experimental period, root and aboveground samples of these plants were collected for
reisolation and characterization of the inoculated Foc isolate by PCR reaction. To study
the role of banana weevil borer in the dissemination of the disease, adult insects
collected in banana plantations contrasting in the presence of FB (Foc+ and Foc-) were
analyzed for the presence of Foc spores possibly associated with the exoskeleton or
in the digestive tract. After obtaining the isolates, those identified as F. oxysporum
were subjected to pathogenicity tests on banana trees. In a second step, adults of C.
sordidus were exposed to the inoculum source of Foc and placed in contact with
banana seedlings to evaluate its potential as a vector of the disease. Some legumes
may serve as alternative hosts for Foc, like Crotalaria spectabilis, Raphanus sativus e
Canavalia ensiformis. It was possible to isolate F. oxysporum colonies associated with
weeds and the exoskeleton of C. sordidus adults collected in the field. However, when
testing for pathogenicity to bananas, it was verified that these were possibly not Foc.
When evaluating the dynamics of the interaction between the banana berry borer and
the causal agent of Panama disease, it was observed that there might be a fungus-
insect association on the incidence and intensity of the disease in bananas.

Keywords: Banana weevil borer; Epidemiology; Insect vectors; Plant health.
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INTRODUGAO GERAL

A banana é uma das frutas mais produzidas e consumidas no mundo, com grande
relevancia social e econémica. E considerada um alimento basico e importante para
a segurancga alimentar (PLOETZ, 2015; THANGAVELU; MUSTAFFA, 2012). Em 2019,
a producdo mundial de bananas atingiu cerca de 115 milhdes de toneladas
(FAOSTAT, 2019). O Brasil possui caracteristicas climaticas favoraveis para o cultivo
dessa frutifera, que é produzida na maioria dos Estados. Com 461751 hectares
plantados e producéo de cerca de 7 milhdes de toneladas, o pais se destaca como o
terceiro maior produtor mundial (FAOSTAT, 2019).

Apesar de ser uma cultura perene, a bananeira apresenta um ciclo de cultivo mais
curto em relagdo a outras frutiferas. Dessa forma, a bananicultura se torna uma
atividade atrativa, pois permite um rapido retorno do capital e fluxo continuo de
producao (ALVES, 1999). O cultivo dessa frutifera pode, no entanto, ser fortemente
limitado devido a ocorréncia de doengas, com perdas que podem alcancar 100%
(SILVA et al., 2011; CORDEIRO et al., 2004). Uma das doengas mais importantes da
bananeira é a fusariose, também popularmente conhecida como Mal-do-Panama ou

murcha de fusarium, causada pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc).

As ragas mais importantes conhecidas desse patégeno sdao R1, R2 e R4T que podem
acometer as principais cultivares de banana plantadas no Brasil e no mundo (DITA et
al. 2018). Por se tratar de um fungo veiculado pelo solo, o seu controle nem sempre é
eficiente. Ainda hoje n&o foram desenvolvidas praticas agricolas eficazes para sua
erradicagao em areas contaminadas (SHEN et al., 2019). As principais estratégias de
controle consistem em evitar a disseminagao do patégeno, com alternativas como o
uso de mudas micropropagadas selecionadas e medidas quarentenarias (CORDEIRO
et al., 2005).

A maioria das espécies de F. oxysporum, incluindo Foc, s&o capazes de sobreviver
na auséncia do seu hospedeiro primario. Os clamidosporos, que s&o esporos fungicos
de parede espessa, sdo a forma mais comum de garantir a sua sobrevivéncia em
condi¢des adversas (LESLIE; SUMMERELL, 2006; PLOETZ, 2015). No entanto, além
das estruturas de resisténcia, esses fungos podem sobreviver endofiticamente em

hospedeiros alternativos, como ervas daninhas e plantas utilizadas como cobertura
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vegetal (HELBIG; CARROLL, 1994). Existem relatos de Foc colonizando tecidos de
plantas ndo pertencentes ao género Musa em areas de bananeira infectadas (WAITE,
DUNLAP, 1953; PITTAWAY et al., 1999; HENNESSY et al., 2005).

A utilizacdo de plantas de cobertura é uma pratica comumente sugerida em
bananicultura como uma forma de auxiliar no controle de ervas daninhas, pragas e
doencgas (TARDY et al., 2015; PATTISON et al., 2014). Apesar disso, € preciso alertar-
se de que algumas dessas espécies eventualmente podem atuar como hospedeiras
de Foc (DITA et al, 2018). Ao serem infectadas pelo fungo, essas plantas podem servir
como fonte de inéculo do patdégeno para a bananeira e favorecer a ocorréncia da

doenga no campo.

Devido ao padréao agregado de distribuicdo de plantas doentes, acredita-se que uma
das principais formas de disseminacdo de Foc numa mesma area ocorre de planta a
planta, por meio do contato das raizes infectadas (COUSINS; SUTHERLAND, 1930).
Ja foi observado que apesar da eliminagao das plantas doentes a doenca continua a
se espalhar no campo (WARDLAW, 1961). Nesse contexto, deve-se considerar a

atuacao de outros agentes na dispersao do patégeno.

Diversos insetos-praga podem estar associados ao desenvolvimento e progresso de
doencas de plantas. Isso pode ser atribuido aos danos provocados por meio da
alimentagao que facilitam a entrada de fitopatégenos, ou por atuarem como vetores
(WILLSEY et al.,, 2017). Na cultura da bananeira, a broca Cosmopolites sordidus
(Coleoptera: Curculionidae), ou moleque-da-bananeira, € uma praga de grande
importancia econdmica, a qual, na sua fase larval, alimenta-se e provoca galerias no
rizoma das plantas. Pode ser encontrado em praticamente todas as areas produtoras
de bananas no mundo (GOLD et al. 2001), assim como o Foc. Em estudo feito por
Meldrum et al. (2013), foi possivel detectar esporos de Foc no exoesqueleto de

Cosmopolites sordidus, indicando que esse inseto pode atuar como vetor da doenca.

Ainda hoje, existe uma deficiéncia de informagdes sobre as possiveis interacbes de
Foc com hospedeiros alternativos e insetos vetores no campo. Identificar como ervas
daninhas comuns e plantas utilizadas como coberturas vegetais podem contribuir para
a sobrevivéncia e multiplicagdo do patdégeno podera influenciar diretamente na
escolha de medidas mais eficientes no manejo destas em areas infestadas com Foc

no intuito de conter a populagao do patégeno.
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CAPITULO 1

Plantas daninhas podem ser hospedeiras alternativas de Fusarium
oxysporum f. sp. cubense?

Resumo

As plantas daninhas, além de prejudicarem o desenvolvimento da bananeira por competicéo,
ainda podem atuar como reservatério ou abrigo para nematoides, pragas e patégenos da
cultura. O objetivo deste estudo foi identificar ervas daninhas coletadas em campo como
possiveis hospedeiros alternativos de Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc). Ervas
daninhas foram coletadas em plantios de bananeira afetados pela fusariose da bananeira (FB)
no estado de S&o Paulo visando o isolamento de Foc. As coldnias isoladas foram identificadas
por meio do sequenciamento das regides TEF1-a e ITS e aqueles identificados como
Fusarium oxysporum foram testados quanto a patogenicidade em bananeira. Para o teste de
patogenicidade, foi utilizada a metodologia de imersédo de raizes de mudas de banana cv.
Maga em suspensao de indculo. Aos 80 dias apds a inoculagéo (DAI), foram avaliados os
sintomas de FB por meio de escala de notas, em funcido da descoloragédo do rizoma, e os
dados transformados para indice de Doenga (ID). Além disso, foi feito o reisolamento dos
fungos inoculados nas plantas inoculadas a partir de fragmentos de raizes, rizoma e
pseudocaule. Foi possivel isolar colénias de Fusarium oxysporum em raizes de Trapoeraba
(TRARZ02 e TRARZ03), Trevo (TVORZ) e Maria Pretinha (MPRZ) e de uma planta ainda ndo
identificada (P1RZ). De parte aérea foi possivel obter apenas um isolado, proveniente de
Capim Amargoso (CMPAO1). Nenhum dos isolados causou sintomas tipicos de FB aos 80
dias apés inoculacdo em mudas de bananeira cv. Macga, enquanto o isolado de Foc
CMAA1807, utilizado como controle, apresentou ID de 75%. Foi possivel reisolar todos os
isolados nas raizes de pelo menos 16,67% das plantas testadas. Apenas os isolados MPRZ,
P1RZ e TRARZ03 nao foram recuperados em rizoma e apenas TRARZ02 e CMPAO1 foram
recuperados em pseudocaule. De acordo com os resultados encontrados neste estudo,
plantas daninhas podem atuar como hospedeiras de Fusarium oxysporum, no entanto,
quando inoculados em bananeira cv. Maga nao foram observados sintomas tipicos de FB, o

que sugere que podem nao se tratar de Foc.

Palavras-chave: Plantas invasoras; Fitossociologia; Reservatério de inéculo; Manejo.
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Abstract

In addition to impairing banana development by competition, weeds can also act as a reservoir
or shelter for nematodes, pests and pathogens of the crop. The objective of this study was to
identify weeds collected in the field as possible alternative hosts for Fusarium oxysporum f. sp.
cubense (Foc). Weeds were collected from banana plantations affected by banana fusariosis
(BF) in Sao Paulo state for isolation of Foc. Isolated colonies were identified by sequencing
TEF1-a and ITS regions and those identified as Fusarium oxysporum were tested for
pathogenicity in banana. For the pathogenicity test, the methodology of immersing roots of
banana seedlings cv. Apple in inoculum suspension was used. At 80 days after inoculation
(DAI), the symptoms of BF were evaluated using a scale of grades, as a function of rhizome
discoloration, and the data transformed to Disease Index (DI). In addition, reisolation of the
inoculated fungi was performed on the inoculated plants from root, rhizome, and pseudostem
fragments. It was possible to isolate Fusarium oxysporum colonies from roots of tropical
spiderwort (TRARZ02 and TRARZ03), Clover (TVORZ) and american black nightshade
(MPRZ) and from a not yet identified plant (P1RZ). From the aerial part, it was possible to
obtain only one isolate, which came from bitter grass (CMPAO1). None of the isolates caused
typical symptoms of BF at 80 days after inoculation in banana seedlings cv. Apple, while the
Foc isolate CMAA1807, used as control, showed ID of 75%. It was possible to reisolate all
isolates in the roots of at least 16.67% of the plants tested. Only isolates MPRZ, P1RZ and
TRARZ03 were not recovered in rhizome and only TRARZ02 and CMPAO1 were recovered in
pseudostem. According to the results found in this study, weeds can act as hosts of Fusarium
oxysporum, however, when inoculated in banana cv. Apple no typical symptoms of FB were

observed, suggesting that they may not be Foc.

Keywords: Invasive Plants; Phytosociology; Inoculum reservoir; Management
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Introducgao

A fusariose da bananeira (FB) € um dos principais problemas fitossanitarios na
bananicultura. Essa doenga é causada por Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc),
um fungo cosmopolita habitante do solo. De acordo com a cultivar hospedeira, sdo
definidas trés principais racas desse patdégeno: Raca 1 (R1), que afeta Gros Michel
(AAA) e Maca (Silk, AAB); raca 2 (R2) afeta bananas do subgrupo Bluggoe (ABB); e
raca 4 (R4) que afeta, além daquelas suscetiveis a R1 e R2, bananeiras do subgrupo
Cavendish (AAA) (DITA et al., 2018).

A forma mais comum de garantir a sobrevivéncia de Foc em condi¢gdes adversas é
por meio dos clamidésporos, que sdo esporos fungicos de parede espessa (LESLIE;
SUMMERELL, 2006; PLOETZ, 2015). Além dessas estruturas de resisténcia, esse
patdgeno pode sobreviver endofiticamente em hospedeiros alternativos, como ervas
daninhas comumente encontradas em campo (WAITE; DUNLAP 1953; PITTAWAY et
al., 1993; HENESSEY et al, 2005).

Além de prejudicar a produgcdo de bananas por competicdo, as plantas daninhas
podem atuar como reservatorios ou abrigos para nematoides, pragas e patdégenos da
cultura (OLIVEIRA et. al., 2018), incluindo Foc. A capacidade de Foc de colonizar as
raizes de ervas daninhas, mesmo a baixos niveis, pode aumentar o seu potencial de

sobrevivéncia na auséncia de plantas hospedeiras suscetiveis.

A melhor estratégia de controle da FB em areas onde a doenga ja esta estabelecida
€ por meio do plantio de cultivares resistentes. O melhoramento e a selecdo de
cultivares busca, principalmente, resolver os problemas fitossanitarios da cultura. No
entanto, a presenca de hospedeiros alternativos potenciais pode ser um fator externo
associado ao desenvolvimento e persisténcia da doengca no campo (HELBIG;
CARROLL, 1994).

Pesquisas envolvendo os aspectos fitossociolégicos das ervas daninhas na cultura da
bananeira ainda sdo escassas. O potencial dessas plantas de atuarem como
hospedeiras alternativas de Foc pode influenciar na epidemiologia da doenga em
campo e, desta forma, devem ser consideradas no plano de manejo. O objetivo deste
estudo foi identificar ervas daninhas coletadas em campo como possiveis hospedeiras

alternativas de Foc.
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Material e métodos

Isolamento de fungos endofiticos associados a ervas daninhas coletadas em
areas de producao de bananas afetadas pela fusariose da bananeira

Para a identificacdo de possiveis hospedeiros alternativos de Foc em campo, foram
coletadas amostras de ervas daninhas em plantios de bananeira afetados pela
fusariose da bananeira (FB), nos municipios de Aguai, Jaguariuna e Pariquera-Agu —
SP. Plantas com crescimento ativo préximas, em até 2 m de raio, a bananeiras
expressando sintomas tipicos de FB, foram coletadas e, depois de retirado o excesso
de solo, transferidas individualmente para bolsas de papel devidamente etiquetadas.
Apds o acondicionamento, foram transportadas até o Laboratério de Entomologia e

Fitopatologia (LEF) da Embrapa Meio Ambiente, onde foi realizado o isolamento.

Para o isolamento de Foc possivelmente presente nos tecidos das plantas coletadas,
em camara de fluxo laminar, foram seccionados pequenos fragmentos de parte aérea
e raizes. Esses fragmentos passaram por processo de desinfestagdo conforme
protocolo utilizado na Embrapa Meio Ambiente, sendo: imersdo em agua destilada e
esterilizada (ADE) por 1 min, alcool 70% por 1 min, solugéo de hipoclorito a 1% por 1
min e novamente ADE por 1 min. Apos a desinfestagcdo, esses fragmentos foram
acomodados em toalhas de papel por 5 minutos para retirada do excesso umidade e
dispostos aleatoriamente 10 fragmentos/placa, para raiz e parte aérea
separadamente, em placas de Petri (90 x 15mm) contendo meio de cultura Batata

Dextrose Agar (BDA) suplementado com Estreptomicina (1 g.L™").

As placas foram incubadas em camara de crescimento tipo BOD a 26° até o momento
em que se observou o crescimento micelial caracteristico do género Fusarium.
Colbnias com caracteristicas morfoldgicas distintas foram transferidas a novas placas
de Petri (90 x 15mm), contendo BDA e incubadas em BOD a 27°C, por cinco dias. A
purificacdo dos isolados foi realizada pela técnica de cultura monospdrica
(FERNANDEZ, 1993).

Ap0s a purificagédo das coldnias, uma amostra de cada isolado em fase de esporulagéo
foi enviada para o Instituto Bioldgico de Campinas para o sequenciamento das regides
ITS (Internal Transcribed Spacers) e TEF-1a (Transcription Elongation Factor) para

identificacdo ao nivel de espécie.
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Identificagcao de isolados de Fusarium spp. associados a ervas daninhas
coletadas em areas de produgciao de bananas afetadas pela fusariose da
bananeira

Para extragdo do DNA dos isolados, foi utilizada a metodologia empregando o
reagente CTAB (brometo de cetiltrimetilamonio), descrito por Doyle e Doyle (1991), a
partir do micélio do fungo cultivado em meio batata-dextrose e triturado em
microtubos, com auxilio de pistilo de plastico. O DNA gendmico foi submetido a reagao
em cadeia pela polimerase (PCR) para amplificagcao de fragmento do gene do fator de

elongacdo da tradugdo 1-a (TEF), empregando-se os primers EF1-728F (5 -

CATCGAGAAGTTCGAGAAGG - 3’) e EF1-986R (5 —
TACTTGAAGGAACCCTTRCC - 3’) (CARBONE; KOHN, 1999) e da regiao ITS
(Internal Transcribed Spacer) com 0s primers ITS1 ) -

TCCGTAGGTGAACCTGCGG — 3') e ITS4 (5 — TCCTCCGCTTATTGATATGC - 3))
(WHITE et al., 1990). A reacédo de PCR foi realizada empregando-se os primers na
concentracdo final de 0,2 yM, dNTPS a 0,2 mM, 1U da enzima GoTaq Green
(Promega), em volume final de 25 pL. O programa utilizado foi: desnaturagéao inicial a
94 oC/2 min, 40 ciclos de 94 oC/30 s — 54 0oC/30 s — 72 oC/60 s, extensdo final a 72
oC/4 min. A verificagcdo dos produtos amplificados foi realizada por meio de

eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etideo.

Os produtos amplificados foram purificados por meio de precipitacdo com
polietilenoglicol (SCHMITZ; RIESNER, 2006), submetidos a reagdo de
sequenciamento pelo método de terminagcdo de cadeia, empregando-se o reagente
Big Dye 3.1 (Applied Biosystems) e analisados em sequenciador capilar automatico
3500 XL (Applied Biosystems).

Os fragmentos sequenciados foram analisados e comparados com sequéncias ja
existentes na base de dados do GeneBank, sediado no National Center for

Biotechnology Information — NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), por meio da

ferramenta BLASTn. As mesmas sequéncias foram utilizadas para inferéncia da
relacéo filogenética entre os isolados obtidos e um isolado padré&o de Foc, utilizando
o0 método de Maxima verossimilhanga e o modelo Tamura-Nei (TAMURA; NEI, 1993)
no software MEGA (KUMAR et al., 2018; STECHER et al., 2020). O alinhamento das
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sequéncias para o calculo das arvores foi obtido pela ferramenta MUSCLE (MUltiple

Sequence Comparison by Log-Expectation) (EDGARD, 2004), executada pelo MEGA.

As sequéncias do GeneBank que apresentaram o0s maiores scores foram
selecionadas e alinhadas. Todos os isolados com maior similaridade a F. oxysporum
foram submetidos a testes de patogenicidade para a bananeira.

Teste de patogenicidade para bananeira

O ensaio foi realizado em casa de vegetagdo, nas dependéncias da Embrapa Meio
Ambiente, localizada no municipio de Jaguariuna — Sao Paulo, Brasil (22°42'20" S
46°59'09" W, a uma altitude de 584 metros). Foram avaliados sete isolados
identificados como F. oxysporum: CMPAO1, MPRZ, P1PA01, P1RZ01, TRARZ02,
TRARZ03, TVORZ, procedentes de raizes ou parte aérea de ervas daninhas

coletadas em campo, quanto a sua patogenicidade para a bananeira.

Para o teste de patogenicidade, foi utilizada a metodologia de imerséo das raizes em
suspensao de esporos, conforme descrito por Ribeiro et al. (2011) com modificagdes.
A suspensao de inéculo foi preparada a partir das col6nias crescidas em placas de
Petri contendo BDA por 7 dias em BOD a 27 °C e fotoperiodo de 12 horas. Os esporos
foram coletados, adicionando-se 10 ml de agua destilada esterilizada (ADE) as placas
contendo cada isolado e raspagem com pincel de cerdas macias. A suspensao obtida
foi filtrada por meio de dupla camada de gaze esterilizada em recipiente tipo Becker.
Desta, uma aliquota foi levada para observagdo em microscépio, onde foi realizada a
contagem de macro e micro conidios em Camara de Neubauer para padronizagao da
calibragdo da concentragdo a ser utilizada (ALFENAS; MAFIA, 2007), de 10°

conidios/ml.

Bananeiras da cultivar Magéa, provenientes de cultura de tecido (Multiplanta
Tecnologia Vegetal — Andradas, MG), foram aclimatadas por 15 dias em casa de
vegetacdo antes da inoculagdo. As plantas foram retiradas das bandejas e
acomodadas em recipientes do tipo Becker com o sistema radicular imerso na
suspensao, onde ficaram em repouso por 30 minutos. Apos o periodo de inoculagao,
foram transplantadas para vasos de 1L, contendo uma mistura de areia lavada e

substrato comercial na proporcédo de 1:1. A mistura de substrato foi esterilizada duas
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vezes por 60 minutos em autoclave, com intervalo de 24 horas e permaneceu 48 horas

em repouso antes do plantio das mudas.

Foram utilizados dois tratamentos controle: uma testemunha positiva, inoculada com
o isolado de Foc CMAA1807, que faz parte da cole¢ao da Embrapa Meio Ambiente,
originalmente isolado de bananeiras infectadas da cultivar Grand Naine (Nanica -
Cavendish, AAA) no Vale do Ribeira, SP, Brasil; e uma testemunha negativa, nédo
inoculada. O desenho experimental utilizado foi inteiramente ao acaso (DIC), com 6
plantas por tratamento.

A intensidade da doencga foi avaliada aos 80 dias ap6s a inoculagao (DAI) em fungao
da incidéncia e severidade para sintomas internos da FB, utilizando a escala de notas
(DITA, 2021). Além disso, amostras de raizes e pseudocaule foram coletadas de cada

tratamento, visando o reisolamento dos fungos inoculados.

Os valores de severidade da doenga foram utilizados para calcular o indice de Doenca

(ID) por meio da equacéao:
ID = [X(N1-5 x S1-5)/(N x S)] x 100%

Em que N15 € o numero de plantas as quais foram atribuidas determinada nota; S1-5
€ o valor da nota atribuida; N € o numero total de plantas testadas e S é a nota mais
alta.

Os dados obtidos foram organizados em planilha Excel e processados no software
SAS. A frequéncia de reisolamento dos fungos em partes das plantas avaliadas foram
submetidos a analise de varidncia e em casos significativos, as médias comparadas

pelo teste de Duncan.

O acesso de todas as cepas fungicas utilizadas neste estudo esta registrado no
Sistema Brasileiro de Gestao do Patriménio Genético e Conhecimento Tradicional
Associado - SisGen sob os codigos AE398C6 e AD048A4.

Resultados e discussao

Isolamento de fungos endofiticos associados a ervas daninhas coletadas em
areas com a presenca da fusariose da bananeira
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Dez espécies distintas de ervas daninhas foram coletadas em campo em diferentes
areas de producao de bananas. Apos o isolamento, foi possivel observar crescimento
micelial caracteristico do género Fusarium a partir do segundo dia de incubagao nos
fragmentos de todas as plantas amostradas. Foram obtidos 29 isolados provenientes
de raizes ou parte aérea das plantas coletadas. Apds a purificacdo, cada col6nia
morfologicamente distinta recebeu um cédigo em fungdo do nome e compartimento

da planta em que foi isolado (Tabela 1).

Tabela 1: Isolados de Fusarium spp. obtidos de ervas daninhas coletadas préximas a
bananeiras apresentando sintomas de fusariose em plantios comerciais e experimentais no
estado de S&o Paulo

Cédigo Planta Nome cientifico Parte da Local de coleta
planta

BRAPAO1 Braquiaria Brachiaria sp. Aérea Jaguariuna - SP
BRAPAO2 Braquidria Brachiaria sp. Aérea Jaguariuna - SP
BRAPAO3 Braquiaria Brachiaria sp. Aérea Jaguariuna - SP
BRARZ01 Braquiaria Brachiaria sp. Raiz Jaguariuna - SP
BRARZ02 Braquiaria Brachiaria sp. Raiz Jaguariuna - SP
CMPAO1 Capim-amargoso  Digitaria insularis Aérea Aguai - SP
CMPAO02 Capim-amargoso  Digitaria insularis Aérea Aguai - SP

GSPAO1 Grama Seda Cynodon dactylon Aérea Aguai - SP

GSPAO2 Grama Seda Cynodon dactylon Aérea Aguai - SP

GSPAO3 Grama Seda Cynodon dactylon Aérea Aguai - SP

GSRZ01 Grama Seda Cynodon dactylon Raiz Aguai - SP

GSRZ02 Grama Seda Cynodon dactylon Raiz Aguai - SP

GSRZ03 Grama Seda Cynodon dactylon Raiz Aguai - SP

GXPA Guanxuma Sida rhombifolia Aérea Jaguariuna - SP
GXRZ Guanxuma Sida rhombifolia Raiz Pariquera-Acu - SP
MPRZ Maria Pretinha Solanum americanum Raiz Pariquera-Agu - SP
P1PAO1 P1 Nao identificada Aérea Jaguariuna - SP
P1RZ01 P1 N&o identificada Raiz Jaguariuna - SP
P2RZ01 P2 Nao identificada Raiz Pariquera-Agu - SP
SRLPAO1 Serralha Sonchus oleraceus Aérea Aguai - SP
SRLPAO2 Serralha Sonchus oleraceus Aérea Aguai - SP
TRAPAO1 Trapoeraba Commelina benghalensis Aérea Aguai - SP
TRAPAO2 Trapoeraba Commelina benghalensis Aérea Aguai - SP
TRAPAO3 Trapoeraba Commelina benghalensis Aérea Jaguariuna - SP
TRARZ01 Trapoeraba Commelina benghalensis Raiz Aguai - SP
TRARZ02 Trapoeraba Commelina benghalensis Raiz Aguai - SP
TRARZ03 Trapoeraba Commelina benghalensis Raiz Jaguariuna - SP
TRARZ04 Trapoeraba Commelina benghalensis Raiz Jaguariuna - SP
TVORZ01 Trevo Trifolium sp. Raiz Pariquera-Acu - SP
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A Trapoeraba foi a espécie da qual foi isolado o maior numero de coldnias
morfologicamente semelhantes a Fusarium oxysporum, coletada em duas das regides
amostradas. Em seguida, ficaram a Grama seda e Braquiaria, cada qual proveniente
de uma unica area. Segundo Alves (2005), as principais espécies de ervas daninhas
comumente encontradas nos bananais da regido do Vale do Ribeira, SP, sdo a
trapoeraba (Commelina benghalensis), tiririca (Cyperus rotundus), capim marmelada
(Brachiaria plantaginea), guanxuma (Sida sp.), maria gorda (Talinum patens),
azedinho (Oxalis sp.) e rubin (Leonorus sibiricus).

Foram observados o aspecto da colbnia e a coloragdo, que apresentaram padrdes de
crescimento muito variaveis. Visualmente, todas as colénias foram caracterizadas
pelo seu aspecto cotonoso ou aveludado, pigmentacao alaranjada, arroxeada, salméao
ou creme. Microscopicamente apresentavam hifas hialinas, septadas e filamentosas,

microconidios ovais e macroconidios fusiformes e septados, caracteristicos do género

Fusarium. A morfologia dos isolados nao apresentou relagdo com seus hospedeiros.

Figura 1: Colbnias distintas com caracteristicas morfolégicas de Fusarium spp. isolados de
ervas daninhas coletadas proximas a bananeiras apresentando sintomas de fusariose em

plantios comerciais e experimentais no estado de S&o Paulo.
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Identificagcao de isolados de Fusarium spp. associados a ervas daninhas
coletadas em areas de produgciao de bananas afetadas pela fusariose da
bananeira

As sequéncias das regides ITS e do gene que codifica para o fator de elongacgao
TEF1-a (Anexo |) foram analisadas utilizando a ferramenta Blastn e alinhadas com as
especies de maior similaridade depositadas no GeneBank. Os critérios utilizados
foram maiores Scores Maximo e Total (Max score e Total score), Query Cover (Cover
%), Porcentagem de ldentidade (ldent. %) e menor e-Value (E-value), entre as
sequéncias analisadas e aquelas ja depositadas nos bancos de dados. Com base
nesses critérios, os melhores hits foram considerados a partir das sequéncias de
TEF1-a (Tabela 2) e ITS (Tabela 3).
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Tabela 2: Identificacdo dos isolados de Fusarium spp. obtidos de ervas daninhas coletadas préximas a bananeiras apresentando sintomas de
fusariose em plantios comerciais e experimentais no estado de Sdo Paulo, baseado na comparagéo das sequéncias do gene que codifica TEF1-
a obtidas e aquelas depositadas no GenBank

. Max Total Cover E- Ident. .
Isolate Blastn best hit Accession
score score % value %

TRARZO1 Fusarium caatingaense strain CBS 976.97 translation elongation factor 1-alpha

(tefl) gene, partial cds 462 462 66% 1E-125 99% MN170449.1

Fusarium oxysporum f. sp. niveum strain 150515-2 translation elongation factor
TRARZ02 .

1-alpha (EF1a) gene, partial cds 436 436 97% 4E-118  98% MN689545.1

Fusarium oxysporum f. sp. niveum strain 150515-2 translation elongation factor
TRARZ03 .

1-alpha (EF1a) gene, partial cds 436 436 97% 4E-118  98% MN689545.1

Fusarium sp. isolate FIESC NY16-2-201-23 translation elongation factor 1-alpha
TRARZ04 .

(TEF1-a) gene, partial cds 359 359 19% 5E-94  94% MN183749.1
TRAPAOL Fusarium caatingaense strain CBS 976.97 translation elongation factor 1-alpha

(tefl) gene, partial cds 388 388 63% 2E-103  95% MN170449.1
TRAPAO2 Fusarium incarnatum isolate Fg3GSJ translation elongation factor 1-alpha (TEF)

gene, partial cds 442 442 97% 8E-120 98% MT163656.1
TRAPAO3 Fusarium sp. strain 15Ar047 translation elongation factor 1 alpha (EF1) gene,

partial cds 448 448  96% 2E-121  99% MK298065.1

Fusarium incarnatum strain DTO 417-18 small subunit ribosomal RNA gene,

partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and
GSRZ01 . . o

internal transcribed spacer 2, complete sequence; and large subunit ribosomal

RNA gene, partial sequence 987 987 98% 0 99% MNB882829.1
GSRZ02 Fusarium sp. strain DTO 417-18 translation elongation factor 1-alpha (TEF) gene,

partial cds 411 411 63% 4E-110 97% MN882765.1
GSRZ03 Fusarium sp. strain DTO 417-18 translation elongation factor 1-alpha (TEF) gene,

partial cds 451 451 64% 2E-122 100% MN882765.1
GSPAOL Fusarium caatingaense strain CBS 976.97 translation elongation factor 1-alpha

(tefl) gene, partial cds 468 468 68% 2E-127 98% MN170449.1




Fusarium caatingaense strain CBS 976.97 translation elongation factor 1-alpha
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GSPAO2 >

(tefl) gene, partial cds 473 473 67% 5E-129 100% MN170449.1
GSPAO3 Fusarium caatingaense strain CBS 976.97 translation elongation factor 1-alpha

(tefl) gene, partial cds 468 468 68% 2E-127 99% MN170449.1
BRARZO1 Fusarium sp. FFSC isolate F65 translation elongation factor 1-alpha (EFlalpha)

gene, partial cds 431 431 97% 2E-116 97% KU974231.1
BRARZ02 Fusarium sp. FFSC isolate F65 translation elongation factor 1-alpha (EFlalpha)

gene, partial cds 440 440 97% 3E-119 98% KU974231.1
BRAPAOL Fusarium sp. strain 15Ar047 translation elongation factor 1-alpha (EF1) gene,

partial cds 442 442 96% 8E-120 99% MK298065.1
BRAPAO? Fusarium lacertarum isolate CAS translation elongation factor alpha gene, partial

cds 455 455 96% 1E-123 100% KM679358.1
BRAPAO3 Fusarium sp. strain 15Ar047 translation elongation factor 1-alpha (EF1) gene,

partial cds 442 442 97% 8E-120 99% MK298065.1
CMPAOL Fusarium sacchari isolate F.BA-A translation elongation factor 1-alpha gene,

partial cds 446 446 97% 6E-121  99% MN255818.1
CMPAO2 Fusarium caatingaense strain CBS 976.97 translation elongation factor 1-alpha

(tefl) gene, partial cds 276 276 60% 1E-69 88% MN170449.1

Fusarium sp. isolate FIESC NY16-5-201-11 translation elongation factor 1-alpha
SRLPAO1 .

(TEF1-a) gene, partial cds 451 451 98% 1E-122  98% MN183745.1
SRLPAQ2 Fusarium incarnatum isolate Fg3GSJ translation elongation factor 1-alpha (TEF)

gene, partial cds 455 455 96% 1E-123  99% MT163656.1
P1PAOL Fusarium lacertarum isolate F115 translation elongation factor 1-alpha gene,

partial cds 449 449 98% 5E-122 98% MT149915.1
P1RZO1 Fusarium oxysporum isolate LJ134 translation elongation factor 1 alpha (TEF1a)

gene, partial cds 425 425 97% 8E-115 98% MN756524.1
GXPA Fusarium sp. strain 15Ar047 translation elongation factor 1-alpha (EF1) gene,

partial cds 453 453 96% 4E-123 100% MK298065.1
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GXRZ Fusarium graminearum genome assembly, chromosome: IV
985 1970 98% 0 99% LT222056.1

MPRZ Fusarium oxysporum f. sp. niveum strain 150515-2 translation elongation factor

1-alpha (EF1a) gene, partial cds 429 429 97% 6E-116 98% MN689545.1

Fusarium oxysporum f. sp. capsici isolate AYBZ-65/5 translation elongation factor
TVORZ .

1-alpha (EF1-alpha) gene, partial cds 438 438 97% 1E-118 98% MK001024.1
PIRZ Fusarium fujikuroi isolate F167 translation elongation factor 1-alpha gene, partial

cds 425 425 97% 8E-115 98% MN861805.1

Tabela 3: Identificacdo dos isolados de Fusarium spp. obtidos de ervas daninhas coletadas préximas a bananeiras apresentando sintomas de
fusariose em plantios comerciais e experimentais no estado de Sao Paulo, baseado na comparagao das sequéncias das regides ITS1/ITS2
obtidas e aquelas depositadas no GenBank

. Max Total Ident. .
Isolate Blastn best hit Cover % E-value Accession
score score %
Fusarium sp. FIESC_29 genomic DNA sequence contains ITS1, 5.8S rRNA gene, o o
TRARZ01 IT52, 285 rRNA gene, isolate MoPo2 987 987 98%  0.00E+00 100% LT970815.1
Fusarium sp. isolate FEB5C internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.8S
TRARZ02 ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 983 983 97%  0.00E+00 100% KT347152.1
28S ribosomal RNA gene, partial sequence
Fusarium sp. isolate FEB5C internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.8S
TRARZ03 ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 983 983 98%  0.00E+00 99% KT347152.1
28S ribosomal RNA gene, partial sequence
Fusarium sp. FIESC_29 genomic DNA sequence contains ITS1, 5.8S rRNA gene, o o
TRARZ04 ITS2, 285 rRNA gene, isolate MoPo2 985 985 98%  0.00E+00 99%  LT970815.1
TRAPAOL Fusarium sp. FIESC_29 genomic DNA sequence contains ITS1, 5.8S rRNA gene, 979 979 97% 0.00E4+00 100% LT970815.1

ITS2, 28S rRNA gene, isolate MoPo2




TRAPAO2

Fusarium sp. FIESC_29 genomic DNA sequence contains ITS1, 5.8S rRNA gene,
ITS2, 28S rRNA gene, isolate MoPo2

985

985

98%

0.00E+00

99%
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LT970815.1

TRAPAO3

Fusarium sp. CPK3514 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal
transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2,
complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

985

985

97%

0.00E+00

100%

FJ840530.1

GSRZz01

Fusarium incarnatum strain DTO 417-18 small subunit ribosomal RNA gene,
partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and
internal transcribed spacer 2, complete sequence; and large subunit ribosomal
RNA gene, partial sequence

987

987

98%

0.00E+00

99%

MN882829.1

GSRz02

Fusarium sp. FIESC_29 genomic DNA sequence contains ITS1, 5.8S rRNA gene,
ITS2, 28S rRNA gene, isolate MoPo2

985

985

99%

0.00E+00

99%

LT970815.1

GSRZ03

Fusarium solani strain DI12 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal
transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2,
complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

994

994

98%

0.00E+00

100%

KF918580.1

GSPAO1

Fusarium sp. FIESC_29 genomic DNA sequence contains ITS1, 5.8S rRNA gene,
ITS2, 28S rRNA gene, isolate MoPo2

985

985

98%

0.00E+00

99%

LT970815.1

GSPAO02

Fusarium solani strain D112 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal
transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2,
complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

987

987

97%

0.00E+00

100%

KF918580.1

GSPAO3

Fusarium solani strain DI12 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal
transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2,
complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

990

990

98%

0.00E+00

100%

KF918580.1

BRARZO1

Chromocleista sp. voucher research collection Farrer lab 140 internal transcribed
spacer 1, partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed
spacer 2, complete sequence; and large subunit ribosomal RNA gene, partial
sequence

996

996

98%

0.00E+00

99%

MN644724.1

BRARZ02

Uncultured fungus clone L046937-122-075-B01-unis 18S ribosomal RNA gene,
partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and
internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene,
partial sequence

996

996

98%

0.00E+00

99%




BRAPAO1

Fusarium sp. CPK3514 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal
transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2,
complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

981

981

97%

0.00E+00

100%
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FJ840530.1

BRAPAO2

Fusarium sp. isolate DSM100287 _DF16_RLCS18 small subunit ribosomal RNA
gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene,
and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and large subunit
ribosomal RNA gene, partial sequence

987

987

98%

0.00E+00

99%

MT453272.1

BRAPAO3

Aureobasidium pullulans voucher research collection Farrer lab 223 internal
transcribed spacer 1, partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal
transcribed spacer 2, complete sequence; and large subunit ribosomal RNA gene,
partial sequence

979

979

98%

0.00E+00

99%

MN644767.1

CMPAO1

Gibberella moniliformis culture-collection NRRL:20956 internal transcribed
spacer 1, partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed
spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

953

953

97%

0.00E+00

99%

GQ168842.1

CMPAO2

Fusarium solani strain DI12 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal
transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2,
complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

987

987

97%

0.00E+00

100%

KF918580.1

SRLPAO1

Fusarium incarnatum isolate 15 small subunit ribosomal RNA gene, partial
sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal
transcribed spacer 2, complete sequence; and large subunit ribosomal RNA gene,
partial sequence

985

985

97%

0.00E+00

100%

MN534779.1

SRLPAO2

Fusarium solani strain DI12 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal
transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2,
complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

996

996

98%

0.00E+00

100%

KF918580.1

P1PAO1

Fusarium solani strain DI12 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal
transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2,
complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

996

996

98%

0.00E+00

100%

KF918580.1

P1RZ01

Fusarium sp. CPK3516 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal
transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2,
complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

976

976

96%

0.00E+00

100%

FJ840528.1

GXPA

Fusarium incarnatum isolate 15 small subunit ribosomal RNA gene, partial
sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal

987

987

97%

0.00E+00

100%

MN534779.1
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transcribed spacer 2, complete sequence; and large subunit ribosomal RNA gene,
partial sequence

GXRZ Fusarium graminearum genome assembly, chromosome: IV 985 1970 98%  0.00E+00 99%  LT222056.1

Fusarium sp. isolate FEB5C internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.8S
MPRZ ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 987 987 98%  0.00E+00 100% KT347152.1
28S ribosomal RNA gene, partial sequence

Fusarium sp. isolate FEB5C internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.8S
TVORZ ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 987 987 98%  0.00E+00 100% KT347152.1
28S ribosomal RNA gene, partial sequence

Fusarium proliferatum strain M14 isolate ISHAM-ITS_ID MITS1866 18S ribosomal
RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA
gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal
RNA gene, partial sequence

P2RZ 1002 1002 98%  0.00E+00 99% KP132230.1
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Houve divergéncia entre os resultados encontrados para identificagdo a partir das
regides ITS e o gene que codifica para TEF-1a. Com base nas regides ITS, nenhum
dos isolados foi caracterizado como pertencentes ao complexo Fusarium oxysporum.
No entanto, a partir do sequenciamento TEF-1a, sete isolados procedentes de cinco
espécies distintas foram identificados como Fusarium oxysporum, sendo: CMPAO1,
proveniente de parte aérea de Capim-amargoso (D. insularis); MPRZ proveniente de
raizes de Maria-pretinha (S. americanum); P1RZ01 proveniente de parte aérea e
raizes de uma planta ndo identificada; TRARZ02 e TRARZO03 de raizes de Trapoeraba
(C. benghalensis); e TVORZ, proveniente de raizes de Trevo (Trifolium sp.). Com base
nesses resultados, foi possivel inferir que esses isolados pertenciam ao complexo de

espécies de F. oxysporum.

As sequéncias de cada isolado, juntamente com as sequéncias de um isolado de Foc
(CMAA1807), além de outro isolado proveniente de pseudocaule de bananeira com
sintomas de fusariose (BNA), foram utilizados na inferéncia das relagdes filogenéticas
entre elas. Duas arvores foram calculadas por meio da analise de Maxima

Verossimilhanga, a partir dos genes ITS (Figura 2) e TEF1-a (Figura 3).
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Figura 2: Dendrograma com maior probabilidade de verossimilhanga (-1596,42) mostrando a relagao entre 29 isolados de Fusarium spp., um

isolado padrao de Foc (CMAA1807CMAA1807) e um isolado proveniente de pseudocaule de bananeira com sintomas de fusariose (BNA),

baseado nas sequéncias das regides ITS1/ITS2, a partir do método de Maximum Likelihood.
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Figura 3: Dendrograma com maior probabilidade de verossimilhanga (-1596,42) mostrando a relacédo entre 29 isolados de Fusarium spp., um

isolado padrao de Foc (CMAA1807CMAA1807) e um isolado proveniente de pseudocaule de bananeira com sintomas de fusariose (BNA),

baseado nas sequéncias do gene TEF1-qa, a partir do método de Maximum Likelihood.
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Diferentemente dos alinhamentos obtidos com as sequéncias do GeneBank para
identificacdo dos isolados a partir das regides ITS e o gene que codifica para TEF-1q,
nao houve divergéncia nas analises filogenéticas realizadas no programa MEGA.
Todos os isolados identificados como F. oxysporum foram clusterizados nos mesmos
grupos para ambas as analises. Destes, TRARZ02, TRARZ03, MPRZ, e TVORZ e
P1RZ01 se apresentaram mais proximos do isolado de Foc CMAA1807, inferindo

maior verossimilhancga entre eles.

O complexo F. oxysporum (FOSC) compreende importantes espécies causadoras de
murchas vasculares em espécies agricolas cultivadas. Aqueles que tém a capacidade
de afetar a mesma cultura estao incluidos na mesma formae specialis. A maioria das
formae specialis sao patogénicas para uma unica cultura (FOURIE et al., 2011).
Dentro de FOSC, Foc é particularmente diversificado. Atualmente, sdo conhecidas
trés principais ragas e 24 VCGs (vegetative compatibility groups ou grupos de
compatibilidade genética) (MAGDAMA et al, 2020). Por apresentarem grande
variabilidade genética e morfoldgica, para esse complexo de espécies, a principal

forma de dividir os subgrupos se baseia em caracteristicas de patogenicidade.

Teste de patogenicidade para bananeira

Nenhuma das plantas inoculadas com os isolados provenientes de ervas daninhas
coletadas em campo apresentou sintomas tipicos de Foc aos 80 dias apds a
inoculagdo. Apenas o isolado padrédo de Foc, utilizado como controle positivo
(CMAA1807), provocou danos no rizoma, caracterizado pela necrose dos tecidos.
Algumas plantas apresentaram danos sem relagdo com o patdégeno, causados,
provavelmente por um inseto (Diptera) oportunista, como observados nos tratamentos
CMPA e P1PA (Figura 4).
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TRARZ02 TRARZO3

Figura 4: Secéo transversal de rizoma de mudas de banana da cultivar Maga, 80 dias apds a
inoculagdo com isolados de Fusarium oxysporum (CMPAO1, MPRZ, P1PAO1, P1RZ01,
TRARZ02, TRARZ03, TVORZ), obtidos de ervas daninhas coletadas em campo proximas (até
2m de raio) a bananeiras com sintomas de fusariose e um isolado padrdao de Foc
(CMAA1807).

Aos 80 dias, foi possivel reisolar todos os isolados nas raizes de pelo menos 16,67%
das plantas de banana cv. Maga inoculadas com cada isolado. Isso sugere que os
isolados podem se tratar de estirpes de F. oxysporum ndo patogénicas para a
bananeira, mas apenas endofiticos. Apenas MPRZ, P1RZ e TRARZ03 n&o foram
recuperados em rizoma e apenas CMPAO1 (50% das plantas testadas); TRARZ02
(16,67 %) e TRARZ02 (16,67 %) foram recuperados em pseudocaule (Figura 5).
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Figura 5: Frequéncia de reisolamento de isolados de Fusarium oxysporum (CMAA1087;
CMPAO1; TRAARZ02; TRARZ03; TVORZ; P1PA; MPRZ; P1RZ), recuperados em
compartimentos de raizes, rizoma e pseudocaule, 80 dias apés inoculagdo em mudas de
banana cv. Maca.

Por se tratarem de isolados fungicos procedentes de coletas de campo, as técnicas
disponiveis para sua caracterizagdao sao ponto chave para melhor descricdo da
espécie. Apesar de exigir maior disponibilidade de mao de obra e tempo, o teste de
patogenicidade € o método mais efetivo, nesses casos. Apesar disso, em testes de
patogenicidade, Foc é especialmente de dificil caracterizagdo devido a variabilidade
dos métodos de inoculagao, influéncia da temperatura, idade do hospedeiro e tempo
para expressao de sintomas (FOURIER et al. 2009).

Hennessy et al. (2005) investigaram a infecgao por Foc em 154 plantas de 18 espécies
coletadas em plantios comerciais ou experimentais no norte da Australia. Destas,
quatro testaram positivo para infeccdo por Foc R4T baseado em testes de VCG:
Chiloris inflata, Euphorbia heterophylla, Cyanthilium cinereum e Tridax procumbens.
No entanto, neste trabalho os autores nao avaliaram a patogenicidade dos isolados

para a bananeira.

De forma semelhante, quatro espécies foram relatadas como hospedeiras de Foc R1
no norte de Queensland, Australia: Cleome aculeata, Youngia japonica, Eleusine
indica e Digitaria ciliares. No total, foram analisadas 115 amostras de 20 espécies
diferentes de plantas. Também foram testadas outras 18 espécies para Foc R4T,

sendo que foi possivel reisolar o patogeno de todas (ABARES, 2018).
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Areas em Queensland e New South Wales foram avaliadas para a presenga de
hospedeiros alternativos de Foc. Ervas daninhas encontradas adjacentes a plantas de
bananeira com sintomas de FB foram coletadas e raizes foram avaliadas em
laboratério quanto a presencga de Foc. Destas, foi possivel detectar Foc R1 ou R4T
em Solanum nigrum, Conyza canadenses, Oxalis corniculata, Cynodon radiatus,
Sedum requieni, Youngia japdnica, Urochloa mutica, Microlaena stipoides (STATE OF
QUEENSLAND, 2021). Nesse mesmo estudo, em experimentos de casa de
vegetagdo, encontraram resultados positivos para Ageratum conyzoides, Axonopus
compressus, Amaranthus virids, Panicum maximum, Urochloa humidicola, Cyperus
brevifolius, Cyperus rotundus, Centella asiatica, Arachis pintoi, Praxelis clematidea,
Commelina cyanea, Urochloa decumbens, Paspalum conjugatum, Stachys arvensis,
Digitaria milanjiana quando inoculadas com Foc R4ST. Algumas plantas
demonstraram resultado positivo para ambos os testes, o que foi o caso de Euphorbia
hirta, Synedrella nodiflora, Bidens pilosa, Eleusine indica, Dichondra repens,
Cyanthillium cinereum, Physalis minima, Chloris gayana cv. Callide, Cleome aculeata,
Digitaria ciliares, Tridax procumbens, Mitracarpus hirtus e Euphorbia heterophylla. Os

autores também nao avaliaram a patogenicidade em bananeira.

A utilizagado de herbicidas é o principal método empregado no controle das plantas
daninhas. Isso se deve a sua praticidade e eficiéncia, muitas vezes sendo o unico
método empregado (BLANCO; FRANCO; NOMURA, 2013). No entanto, apds a
eliminacdo dessas plantas que permanecerdo na superficie da area, caso estejam
infectadas por Foc, os propagulos do patégeno podem retornar ao solo. Dessa forma,
deve-se considerar que o método de manejo de ervas daninhas pode estar associado

a propagagao dentro e entre areas de produgéo de bananas.

Ainda hoje, existe uma deficiéncia de informagdes sobre os aspectos fitossocioldgicos
das ervas daninhas na bananeira. A identificagdo de ervas daninhas comumente
encontradas em bananais capazes de acolher Foc podera influenciar diretamente na
escolha de medidas mais eficientes no manejo destas em areas infestadas com Foc
no intuito de conter a populagédo do patdégeno. O potencial das estruturas produzidas
durante a colonizacido dessas plantas em infectar a bananeira posteriormente, bem
como o efeito do uso de herbicidas em plantas infectadas na viabilidade das estruturas

reprodutivas de Foc, por exemplo, sdo questdes ainda a serem elucidadas.
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Conclusoes

Foi possivel isolar coldnias de Fusarium oxysporum de raizes e parte aérea de ervas
daninhas coletadas proximas a plantas de bananas com FB. No entanto, quando
testados em casa de vegetagdo, nenhum dos isolados foi patogénico em bananeira

cv. Maga, o que nao permite classifica-los como Fusarium oxysporum f. sp. cubense.
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CAPITULO 2

Plantas utilizadas como cobertura vegetal podem ser hospedeiras
de Fusarium oxysporum f. sp. cubense?

Resumo

A utilizagao de coberturas vegetais € uma pratica recomendada para cuidados com o
solo na cultura da bananeira. No entanto, algumas espécies podem atuar como
hospedeiras alternativas Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc), o agente causal
da fusariose da bananeira (FB) ou murcha de fusarium. Neste estudo, seis espécies
de plantas de cobertura foram avaliadas quanto ao seu potencial como hospedeiras
alternativas de Foc em ensaios de casa de vegetacdo, a saber, Aveia Preta (Avena
sativa), Crotalaria spectabilis, Crotalaria ochroleuca, Feijao de Porco (Canavalia
ensiformis), Milheto (Pennisetum americanum) e Nabo forrageiro (Raphanus sativus).
Para isso, foi realizada a semeadura de cada espécie em substrato estéril infestado
ou nao infestado com um isolado de Foc. Aos 75 dias apds a semeadura, foram
avaliadas as caracteristicas fenotipicas das plantas germinadas e amostras de cada
planta foram coletadas para reisolamento do patdégeno. As colbnias recuperadas
foram submetidas a testes de PCR para confirmar que se tratavam de Foc. Foi
possivel recuperar pelo menos uma colénia do patégeno em quatro das espécies
avaliadas. Das seis espécies avaliadas, apenas de Aveia Preta (Avena sativa) néo foi
possivel reisolar um isolado de Foc, sendo as demais espécies potenciais hospedeiras
alternativas do fungo. Crotalaria ochroleuca apresenta o maior potencial como
hospedeira alternativa de Foc. Novos estudos sdo necessarios para avaliar o potencial
destes hospedeiros em campo e das estruturas de Foc produzidas durante a sua

colonizacao em infectar a bananeira.

Palavras-chave: Crotalaria ochroleuca; Raphanus sativus; Reservatério de indculo;

Manejo de doencas; Fusariose da bananeira.
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Abstract

The use of living mulches is a recommended practice for soil care in banana cultivation.
However, some species can act as alternative hosts for Fusarium oxysporum f. sp.
cubense (Foc), the causal agent of banana fusarium (BF) or fusarium leaf spot. In this
study, six cover crop species were evaluated for their potential as alternative hosts for
Foc in greenhouse trials, namely, Black oat (Avena sativa), Crotalaria spectabilis,
Crotalaria ochroleuca, Horse bean (Canavalia ensiformis), Millet (Pennisetum
americanum), and Turnip rape (Raphanus sativus). For this, each species was sown
in sterile substrate infested or not infested with an isolate of Foc. At 75 days after
sowing, the phenotypic characteristics of the germinated plants were evaluated and
samples from each plant were collected for re-isolation of the pathogen. The recovered
colonies were submitted to PCR tests to confirm that they were Foc. It was possible to
recover at least one colony of the pathogen in four of the species evaluated. Of the six
species evaluated, only from Black Oat (Avena sativa) it was not possible to reisolate
an isolate of Foc, the other species being potential alternative hosts for the fungus.
Crotalaria ochroleuca presents the greatest potential as an alternative host for Foc.
Further studies are needed to evaluate the potential of these hosts in the field and the

Foc structures produced during their colonization to infect banana.

Key words: Crotalaria ochroleuca; Raphanus sativus; Inoculum reservoir; Crop

management.
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Introducgao

A murcha de fusarium ou fusariose da bananeira (FB) é considerada como um dos
principais problemas fitossanitarios da cultura da banana e uma das doencas de
plantas mais destrutivas do mundo (PEREZ-VICENTE, 2004). O agente causal dessa
doenga, Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc) é um fungo indutor de murcha
vascular endémico em regides de produgcédo bananas. De acordo com a
patogenicidade as diferentes cultivares de bananas, sao definidas trés principais ragas
de Foc: R1, R2 e R4T (DITA et al, 2018).

Devido as caracteristicas epidemiologicas dessa doenga, o seu controle ndo € uma
tarefa facil. Uma vez presente na area, a erradicagdo de Foc € praticamente
impossivel. Nesse caso, a utilizacdo de cultivares resistentes € considerado o Unico
método a ser empregado quando disponivel (PLOETZ, 2015). Algumas medidas
direcionadas a indugao de supressividade do solo podem aplicadas com o objetivo de
reduzir a quantidade de indculo e a intensidade da doencga. Praticas como a rotacéo
de culturas, aplicagao de residuos organicos, agentes de biocontrole e utilizagdo de

coberturas vegetais podem ser uteis (DITA et al, 2018).

O uso de coberturas vegetais auxilia no controle de plantas daninhas, evita a eroséo,
mantém a umidade e ajuda a melhorar as condigdes fisica, quimica e biolégica do solo
(CANTO, 1992). Podem ser utilizadas nas entrelinhas ou anteceder o plantio da
bananeira, como cobertura morta (KASPAR; SINGER, 2011). Entretanto, algumas
espécies de plantas podem atuar como hospedeiras alternativas assintomaticas de
diversos patdgenos, inclusive Foc, servindo como reservatério de indbculo no campo
(CHALA et al., 2016; PASTRANA et al., 2017; OCIMATI et al., 2018; SISIC et al., 2018;
HENRY et al, 2019).

Entender como a interagdo entre Foc e hospedeiros alternativos pode influenciar na
sobrevivéncia do patégeno e dindmica da doenga sdo importantes para melhorar as
estratégias de manejo da cultura em areas infestadas. O objetivo deste estudo foi
avaliar o potencial de seis espécies de plantas de cobertura como possiveis

hospedeiras alternativas de Fusarium oxysporum f. sp. cubense.
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Material e métodos

Preparo do material e inoculagao

O ensaio foi realizado em casa de vegetacdo, nas dependéncias da Embrapa Meio
Ambiente, localizada no municipio de Jaguariuna — Sao Paulo, Brasil, localizada a
22°42'20” de latitude sul e 46°59’09” de longitude oeste e altitude de 584 metros.

Foram utilizadas seis espécies de plantas de cobertura, sendo: Aveia Preta (Avena
sativa), Crotalaria spectabilis, Crotalaria ocholeuca, Feijao de Porco (Canavalia
ensiformis), Milheto (Pennisetum americanum) e Nabo forrageiro (Raphanus sativus).
As sementes foram inicialmente desinfestadas e submetidas a testes de germinagao

para verificagao da viabilidade.

Apos a verificacdo da viabilidade, a semeadura foi realizada em substrato estéril
infestado com Foc. O substrato foi previamente esterilizado em autoclave por 60
minutos, duas vezes, com intervalo de 24 horas. Para a infestagdo, 30g de in6culo
constituido do isolado de Foc CMAA1807 crescido em meio de cultura areia-fuba
(MAF) na concentragéo de 108 u.f.c.g™' foi incorporado ao substrato em cada vaso no
momento da semeadura. O MAF foi preparado na proporgéo 5:1:1 (areia-fuba-agua)
em Erlenmeyer (150 ml) e autoclavado duas vezes por 60 minutos. Em camara de
fluxo laminar, foram adicionados a cada Erlermeyer contendo MAF, dez discos (0,5
cm de didmetro) do isolado CMAA1807 crescido em meio BDA por sete dias a 26 °C
em fase de esporulacéo. Posteriormente, foram incubados em BOD a 26 °C por vinte
dias.

Substrato estéril e sem inocular foi utilizado como controle negativo para cada
espécie. O desenho experimental foi inteiramente ao acaso, com cinco repeticoes.

Para cada espécie, foram semeadas trés sementes por vaso.

Reisolamento e caracterizagao do patégeno

Apods 75 dias da semeadura, foi avaliada a altura de planta e coletadas amostras de

raizes, caules e folhas visando o reisolamento do patégeno em meio BDA. As coldnias
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recuperadas de cada espécie foram purificadas (FERNANDEZ, 1993) e submetidas a
extracdo de DNA e analise de PCR para comprovar que se tratava de FocCMAA1807.

Para a extracdo do DNA gendmico, foi utilizado o método de Raeder e Broda (1985)
com modificagbes. Apos o crescimento em BDA, as colbnias foram cultivadas por
quatro dias em meio ao caldo de batata-dextrose (CBD), sob agitagcdo em incubadora
shaker a 27°C. O CBD foi produzido a partir do caldo de 250 g de batata inglesa cozida
em 750 ml de agua destilada por 15 minutos, adicionado de 6 g dextrose. Em cada
Erlenmeyer, contendo 100 ml do CBD autoclavado, foram adicionados cinco discos

de micélio de cada coldnia crescido por sete dias em BDA a 27°C.

Apds a esporulagédo em CBD, foi realizada a filtragem por meio de dupla camada de
gaze estéril para coleta dos esporos em tubos do tipo Falcon. Esses tubos foram
centrifugados duas vezes por cinco minutos a 3500 RPM e o sobrenadante
descartado. Ao pellet obtido, foram adicionados 750 pl de tampéao de extragao (250mM
NaCl; 200 mM Tris HCI pH 8,0; 25 mM EDTA; 0,5% SDS) e transferida uma porgao
de 1ml para tubos Eppendorf. Foi feita a agitagcdo de cada tubo em Vortex por um
minuto, que em seguida foram incubados a 65 °C por 40 minutos em banho-maria,

sendo homogeneizados a cada 10 minutos.

Apds o banho-maria, foram adicionados 475 pl de fenol equilibrado e 225 pl de
cloroférmio a cada tubo e homogeneizados até que fosse obtida uma emulsédo por
inversdo. Em seguida, foram centrifugados por cinco minutos a 12000 RPM e a fase
aquosa transferida para um tubo novo contendo 600ul da fase aquosa de isopropanol,
mantido a baixa temperatura, seguido de centrifugacdo a 12000 RPM por cinco
minutos. O pellet obtido foi lavado com 500l de etanol 70% por duas vezes e colocado
para secar sob vacuo por 15 minutos. Apos a secagem, o DNA foi ressuspendido em
40 pl de tampéao de extracdo contendo RNAse (10 mg.ml) e incubado em termobloco
a 37°C por 45 minutos. A qualidade do DNA foi analisada em gel de agarose e, quando

necessario, foi realizado o tratamento do DNA pela adigdo de RNAse (10 mg.ml).

As reacdes de PCR foram realizadas utilizando os primers Foc1/Foc2 (5'-
CAGGGGATGTATGAGGAGGCT/5-GTGACAGCGTCGTCTAGTTCC) e protocolo
descritos por Lin et al. (2009). Os parametros para as PCRs foram: desnaturagao a
94°C por 60 segundos, seguidos de 35 ciclos de desnaturagcdo a 94°C por 30
segundos; anelamento a 68°C por 30 segundos; polimerizacdo a 72°C por 90
segundos, e extensao final a 72°C durante 10 minutos. Os produtos de PCR foram
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submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5%. Os primers Foc1/Foc2
amplificam um fragmento de DNA correspondente a 242 pb, que foi utilizado como
parametro para confirmar que os isolados recuperados se tratavam de
CMAA1807Foc.

Os dados de altura das plantas e a germinagdo foram submetidos a analise de
variancia e, quando significativo, as médias foram comparadas pelo teste de Duncan,

a 5% de probabilidade no programa estatistico SAS (2011).

O acesso de todas as cepas fungicas utilizadas neste estudo esta registrado no
Sistema Brasileiro de Gestdo do Patriménio Genético e Conhecimento Tradicional
Associado - SisGen sob os codigos AE398C6 e AD048A4.

Resultados e discussao

Preparo do material e inoculacao

A inoculacdo com Foc CMAA1807 influenciou na resposta fenotipica de todas as
espécies inoculadas. Quando comparadas com as plantas dos tratamentos nao
inoculados, aquelas que foram semeadas em substrato infestado visualmente

apresentaram subdesenvolvimento (Figura 1).
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Figura 1: Resposta fenotipica de plantas utilizadas como coberturas vegetais inoculadas
(Foc+) ou nao inoculadas (Foc-) com Foc CMAA1807. Raphanus sativus Foc+ (A) e Foc- (B);
Canavalia ensiformis Foc+ (C) e Foc- (D); Crotalaria spectabilis Foc+ (E) e Foc- (F); Crotalaria
ocholeuca Foc+ (G) e Foc- (H); Pennisetum americanum Foc+ (l) e Foc- (J) e Avena sativa
Foc+ (K) e Foc- (L).
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Quando submetidos a analise estatistica, ndo foi possivel relacionar a altura das
plantas com a inoculagao do patdégeno. A analise de variancia nao foi significativa para
altura de nenhuma das espécies avaliadas e as médias foram estatisticamente iguais

para cada espécie entre os tratamentos inoculado ou ndo inoculado (Tabela 1).

Tabela 1: Altura média de plantas de cobertura aos 80 dias apds a semeadura em substrato
infestado (Foc +) ou nao infestado (Foc -) com Fusarium oxysporum f. sp. cubense

. . Inoculado . Nao
Espécie (Foc+) inoculado
(Foc -)
Avenna sativa 39,47 49,03
Canavalia ensiformis 48,38 54,03
Crotalaria ochroleuca 15,58 16,32
Crotalaria spectabilis 27,86 37,35
Pennisetum americanum 11,29 17,05
Raphanus sativus 31,96 52,13

Reisolamento e caracterizagao do patégeno

Foi possivel reisolar colonias semelhantes a CMAA1807 em pelo menos uma das
repeticdes de todas as espécies testadas, exceto de Aveia Preta. Algumas col6nias
morfologicamente semelhantes foram recuperadas de tratamentos ndo inoculados
com o patdégeno. Crotalaria ochroleuca foi a espécie da qual foi recuperado o maior
numero de colbnias entre as repeticdes inoculadas. Das seis repeti¢coes, foi possivel
recuperar de quatro delas em raizes e de duas na parte aérea, sendo que duas destas
se tratavam da mesma planta. De Feijao de porco, foram recuperadas em raizes de
duas repeti¢cdes; de Nabo Forrageiro em raizes e parte aérea de apenas uma
repeticao e apenas uma em parte aérea de Crotalaria spectabilis.

Apoés a extracdo do DNA dos fungos isolados e reagdo de PCR com os primers
Foc1/Foc2, foi possivel obter produtos de PCR de 242 pb daquelas col6nias
recuperadas de C. ochroleuca, Nabo Forrageiro, Feijao de porco e C. spectabilis,
como esperado para o isolado inoculado. N&o foram observados produtos
amplificados para aquelas coldnias recuperadas de tratamentos ndo inoculados, como
foi o caso de um isolado de raizes de Aveia Preta (AP-4R) e um de raizes de Milheto
(ML-5R) (Figura 2).



47

242 pb

Figura 2: Analise dos produtos amplificados por PCR em eletroforese de gel de agarose 1,5%
amplificados com os primers Foc1/Foc2 (Lin et al, 2009). M = DNA ladder 1kb plus;
CMAA1807: Isolado de Foc utilizado como inéculo (Controle positivo); ML+ = isolados obtidos
de Pennisetum americanum inoculado; ML- = isolado obtido de Pennisetum americanum nao
inoculado; AP = isolado recuperado de Avena sativa nao inoculada; CS+ = isolado obtido de
Crotalaria spectabilis inoculada; NF+ = isolado recuperado de Raphanus sativus inoculado;
CO+ = isolado recuperado de Crotalaria ochroleuca inoculada; FP - = isolado recuperado de
Canavalia ensiformis ndo inoculado; FP+ = isolado recuperado de Canavalia ensiformis
inoculado; Agua = agua nuclease free (controle negativo). Os numeros correspondem a
repeticao e as letras, a parte da planta de das quais os isolados foram recuperados (R = Raiz
e A = parte aérea).

Apesar da grande variabilidade no reisolamento de Foc entre as repeticdes da mesma
espécie de plantas, o resultado positivo dos fungos recuperados para Foc CMAA1807
por meio das PCRs indica o potencial destas como hospedeiras alternativas do
patégeno. Considerando que o isolado CMAA1807 foi inoculado nas plantas, que
permaneceram em condigdes controladas durante o bioensaio, possivelmente, o

isolado recuperado e amplificado com os primers Foc1/Foc2 trata-se do mesmo.

O maior numero de coldnias recuperado em C. ochroleuca pode apontar a espécie
como importante hospedeira alternativa em potencial. Crotalaria ochroleuca ja foi
relatada como hospedeira de fungos do género Fusarium, como F. oxysporum, F.
udum e outros géneros de fitopatdogenos (CASAGRANDE et al., 2016; SILVA, 2016;
PFENNING et al., 2019). Assim como a crotalaria, as demais espécies das quais foi
possivel recuperar o isolado inoculado, indicando colonizagdao da planta, também
fazem parte da familia Fabaceae. Em contrapartida, ambas as espécies das quais nao
foram recuperadas colénias de Foc CMAA1807 pertencem a familia Poaceae.
Segundo Leslie e Summerell (2006), os cereais e as gramineas geralmente n&o séao

afetados por F. oxysporum, embora ainda possam ser infectados por ele.



48

Ao incorporar plantas de cobertura no sistema de cultivo da bananeira, seja em
intercultivo ou como cobertura morta, a escolha das espécies mais adequadas deve
atender a alguns critérios. Fatores como status n&o invasivo para a cultura de
interesse, adaptacéo ao clima, disponibilidade de sementes, baixo custo de manejo,
producao de biomassa adequada e capacidade de competicdo contra ervas daninhas
sao cruciais (TIXIER et al., 2011; LAVIGNE et al., 2012; ACHARD et al., 2018). Além
desses, outro parametro que deve ser considerado € o seu potencial de hospedar Foc,
conforme observado no presente estudo. E necessario, ainda, avaliar a capacidade
das estruturas do patégeno produzidas durante a colonizagao desses hospedeiros em

infectar a bananeira e, nesse caso, o nivel de agressividade.

Sisi¢ et al. (2018) demonstraram a capacidade de muitas espécies de Fusarium
patogénicas para a ervilha, sobretudo F. oxysporum e F. avenum, de sobreviver em
plantas de trevo (Trifolium sp.) e ervilhaca (Vicia sativa) em campo. Foram isoladas
14 espécies de Fusarium associadas a raizes assintomaticas dessas plantas
coletadas em cinco regides de caracteristicas diferentes na Europa. Quando testados
para a patogenicidade em ervilha, 33 dos 65 isolados de seis dessas espécies
recuperados causaram sintomas significativos de podriddo de raizes. Os autores
constataram que o fato de todos os isolados terem sido recuperados de raizes
majoritariamente  assintomaticas sugere que 0s mesmos sobreviveram
endofiticamente nessas espécies. No entanto, quando inoculados no hospedeiro

primario foram capazes de causar doenca.

Na presenca de plantas hospedeiras ou ndo-hospedeiras, as estruturas dormentes do
patégeno sao estimuladas a germinar devido a secregcéo de exsudados radiculares
(STOVER, 1962). Diversos mecanismos envolvidos nas interagées patogeno-
hospedeiro sao citados em literatura para o complexo de espécies de Fusarium
oxysporum, incluindo Foc (BAAYEN et al., 1988; DI PIETRO et al., 2001; DELGADO-
JARANA et al., 2005; DELLER et al., 2011; LI et al., 2013; Dl et al., 2016; PORTAL
GONZALEZ et al., 2021). Para colonizar os tecidos da planta e estabelecer doenga,
os fungos precisam dispor de efetores especificos para interagir com o espectro de
proteinas e outros metabolitos secretados pelo hospedeiro (GUO et al., 2014). Dessa

forma, apesar de se comportarem como endofiticos em espécies nao primarias,
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possivelmente, apds a colonizagao dos tecidos desses hospedeiros o patégeno pode

retornar ao solo e, na presenca de plantas suscetiveis, causar novas infecgoes.

A confirmacdo de que algumas plantas de cobertura podem ser hospedeiras
alternativas de Foc em campo pode auxiliar na otimizagéo das estratégias de manejo
de bananais afetados pela FB. Estas informacdes podem direcionar a recomendacgao
das espécies de cobertura que proporcionarao maiores beneficios para a cultura, sem
serem possiveis fontes de indculo de Foc. Espécies como a Crotalaria ochroleuca
podem nao ser a melhor recomendacéo para ser incorporada no sistema de cultivo da
bananeira em areas com a presenca de Foc. Isso porque, ao invés de suprimir a
populagdo do patégeno, podem contribuir para o aumento dos niveis de indculo do

patégeno no campo.

Estudos adicionais sdo necessarios para avaliar o potencial das estruturas de Foc

recuperadas destes hospedeiros em infectar a bananeira.

Conclusoes

Das seis espécies avaliadas no presente estudo, apenas Avena sativa nao se
caracteriza como potencial hospedeira alternativa de Foc, uma vez que foi possivel
recuperar o isolado em todas as outras espécies. A espécie Crotalaria ochroleuca
apresenta o maior potencial como hospedeira alternativa de Fusarium oxysporum f.

sp. cubense (Foc).
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CAPITULO 3

A broca-da-bananeira Cosmopolites sordidus (Coleoptera: Curculionidae) pode
ser vetor de Fusarium oxysporum f. sp. cubense, agente causal da fusariose
da bananeira?

Resumo

Pouco se sabe sobre como a broca ou moleque-da-bananeira (Cosmopolites
sordidus) pode influenciar na ocorréncia e intensidade da fusariose da bananeira (FB),
causada pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp. cubense. O entendimento da possivel
atuacdo desse inseto praga sobre a disseminacdo de Foc poderda melhorar
significativamente as atuais estratégias de manejo da doenca. O objetivo deste estudo
foi averiguar aspectos envolvidos na possivel relacdo entre Foc e C. sordidus. O
trabalho foi dividido em duas etapas: isolamento de esporos de Foc associados a C.
sordidus coletados em campo e teste de patogenicidade dos mesmos em bananeira
cv. Maga; e estudo da atuacgao de C. sordidus na transmissédo da FB em condi¢des de
casa de vegetagao, onde foi avaliado o desenvolvimento da doenga em plantas
infestadas com o inseto inoculado com Foc ou simultaneamente infestadas com o
patégeno e o inseto separadamente. Foi possivel isolar colbnias de F. oxysporum
associadas ao exoesqueleto de adultos de C. sordidus coletados em bananais em
parcelas com ou sem a presencga da doenga. No entanto, ao testar a patogenicidade
para a bananeira, nenhum dos isolados causou sintomas da FB, ndao podendo
caracteriza-los como Foc. Ao avaliar a dindmica da interacdo entre a broca-da-
bananeira e o agente causal da FB, foi observado que pode haver a associagéo entre
os dois agentes sobre a incidéncia e intensidade da doenga em bananeira, uma vez
que foi possivel recuperar coldénias do patégeno nos tratamentos em que as plantas
foram infestadas com o inseto inoculado com Foc. Além disso, nas plantas infestadas
separadamente com a broca e Foc foi possivel recuperar o maior numero de isolados
do patdégeno, o que indica uma agdo combinada entre Foc e a broca. Novos estudos
sao necessarios para compreender melhor as diferentes formas de interacado entre

Foc e C. sordidus e a possivel atuagao deste inseto como vetor deste patégeno.

Palavras-chave: Epidemiologia; Disseminagao; Cosmopolites sordidus; Fusarium

oxysporum f. sp. cubense.
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Abstract

Little is known about how the banana weevil borer (Cosmopolites sordidus) can
influence the occurrence and intensity of fusarium wilt of bananas (FWB), caused by
the fungus Fusarium oxysporum f. sp. cubense. Understanding the possible action of
this pest insect on the spread of Foc may significantly improve current strategies for
managing the disease. The objective of this study was to investigate aspects involved
in the possible relationship between Foc and C. sordidus. The work was divided into
two stages: isolation of Foc spores associated with C. sordidus collected in the field
and pathogenicity test of them in banana cv. Apple; and study of the role of C. sordidus
in the transmission of FWB under greenhouse conditions, where the development of
the disease was evaluated in plants infested with the insect inoculated with Foc or
simultaneously infested with the pathogen and the insect separately. It was possible
to isolate F. oxysporum colonies associated with the exoskeleton of C. sordidus adults
collected from banana plants in plots with or without the presence of the disease.
However, when testing for pathogenicity to banana, none of the isolates caused
symptoms of FWB, and thus could not be characterized as Foc. When evaluating the
dynamics of the interaction between the banana weevil borer and the causal agent of
FWB, it was observed that there may be an association between the two agents on the
incidence and intensity of the disease in banana, since it was possible to recover
colonies of the pathogen in treatments in which the plants were infested with the insect
inoculated with Foc. Moreover, in plants infested separately with the borer and Foc it
was possible to recover the greatest number of isolates of the pathogen, indicating a
combined action between Foc and the borer. Further studies are needed to better
understand the different forms of interaction between Foc and C. sordidus and the
possible role of this insect as a vector of this pathogen.

Key-words: Epidemiology; Dissemination; Cosmopolites sordidus; Fusarium

oxysporum f. sp. cubense.
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Introducgao

Um dos principais problemas fitossanitarios que afetam a producdo da bananeira
(Musa sp.) é a fusariose da bananeira (FB), ou murcha de Fusarium. A doenga
causada por Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc) foi descrita pela primeira vez
em 1874, na Australia (BANCROFT, 1876). Atualmente esta disseminada em todas
as regides produtoras de bananas do mundo, causando grandes perdas (OLIVARES
et al., 2018).

Foc é um fungo tipicamente causador de murcha vascular. Apds a penetragao nas
raizes da bananeira, dissemina-se no xilema da planta onde sao liberadas toxinas que
comprometem o sistema vascular e pode causar mortalidade de plantas suscetiveis
(PORTAL GONZALEZ et al., 2021). O sintoma mais caracteristico da doenca é o
desenvolvimento de uma coloragao pardo-avermelhada na regido do xilema das
plantas que comeca nas raizes secundarias e se estende para o rizoma e pseudocaule
com o progresso da doenga. Externamente, pode ser observado o amarelecimento
das folhas mais velhas para as mais novas, que murcham, secam e se quebram junto
ao pseudocaule (CORDEIRO et al., 2005)

A principal forma de disseminagado de Foc ocorre por meio do plantio de material
propagativo infectado. Outras vias incluem a agua de irrigagcdo, equipamentos e
ferramentas contaminados, transito de animais e trabalhadores que podem transportar
Foc entre diferentes areas (DITA et al., 2018). Além disso, sob grande intensidade da
doenca, uma quantidade de inéculo pode ser liberado pelas raizes, levando a

disseminagao entre plantas adjacentes (STOVER, 1962).

N&o existem relatos de vetores associados a transmissao da fusariose em bananeira.
No entanto, em estudo feito por Meldrum et al. (2013), foi possivel detectar esporos
de Foc no exoesqueleto de Cosmopolites sordidus (Coleoptera: Curculionidae). Esse
inseto-praga, popularmente conhecido como broca-da-bananeira, broca-do-rizoma ou
moleque-da-bananeira, pode ser encontrado em praticamente todas as areas
produtoras de bananas no mundo, assim como Foc (PADMANABAN, 2018). As
fémeas de C. sordidus perfuram e ovipositam no rizoma da bananeira, onde as larvas,
quando eclodem, alimentam-se e provocam galerias (GALLO, 2002). O entendimento
da possivel atuagédo desse inseto praga sobre a disseminagao de Foc e intensidade

da doenga podera gerar informagdes importantes para melhorar significativamente as
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atuais estratégias de manejo da FB. O objetivo deste estudo foi averiguar aspectos

envolvidos na relacdo Foc x Cosmopolites sordidus.

Material e métodos

Isolamento de fungos endofiticos associados a adultos da espécie
Cosmopolites sordidus coletados em areas de producao de bananas afetadas
pela fusariose da bananeira

As amostragens de individuos adultos de C. sordidus foram realizadas na regido do
Vale do Ribeira em plantios comerciais e areas contrastantes quanto a presenca da
fusariose, em parcelas com plantas doentes (Foc+) e sadias (Foc-), em Jacupiranga

e Itapeuna — SP (Tabela 1).

Amostras de adultos de C. sordidus foram coletadas de duas plantagdes comerciais
de banana localizadas no Vale do Ribeira, Sdo Paulo, Brasil: VRe (municipio de
Eldorado, cultivar Prata, Pome, AAB, 24°37'33.0 "S, 48 ° 11 ' 54,0 "W, Alt. = 86m); e
VRuac (Mmunicipio de Jacupiranga, cultivar Gran naine, Cavendish, AAA, 24°52'47,0 S,
48°03'18,0" W, Alt. = 94 m).

Em cada area, foram instaladas dez armadilhas, sete delas do tipo telha,
confeccionadas com pseudocaule de plantas que ja produziram, e trés do tipo Pitfall,
confeccionadas com garrafas plasticas de 2,25 L contendo fragmentos de rizoma de
bananeira e o feroménio Cosmolure®. As armadilhas foram distribuidas de forma a

cobrir toda a area de estudo (Figura 1).
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Fazenda Sta.Maria

Foc+ B Foc:

Fazenda Eldorade
Francsc Koga

Google Earth

Figura 1. Mapa das fazendas comerciais de produgao de banana: A) VR.c € B) VReq ;
mostrando as areas com incidéncia (Foc+) ou nao (Foc-) de Fusarium oxysporum f. sp.
cubense, de onde foram coletadas as amostras de Cosmopolites sordidus adultos.
Ortomosaicos de imagens captadas com drone. Base: imagens do Google Earth.

A cada amostragem, as armadilhas permaneciam instaladas no campo por uma
semana, quando os insetos capturados eram coletados, transportados para o
Laboratério de Entomologia e Fitopatologia (LEF), da Embrapa Meio Ambiente. Trinta
insetos da espécie C. sordidus coletados nas duas propriedades (parcelas Foc+ e

Foc) foram submetidos a um processo de isolamento de esporos potencialmente
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associados ao exoesqueleto (solugdo externa) e trato digestivo (solugao interna),
utilizando a metodologia descrita por Meldrum et al. (2013) com modificagdes. Para a
analise da presenca de esporos no exoesqueleto, cada inseto foi colocado em um
microtubo estéril de 2 mL e agitado em Vortex por 5 min em 300 yL de agua destilada
estéril. As suspensdes obtidas foram vertidas em placas de Petri (90 x 15 mm),
contendo meio de cultura BDA suplementado com antibiético. Em seguida, os
mesmos insetos foram esterilizados superficialmente por 5 minutos em solugcido de
hipoclorito a 2% e 5 minutos em alcool 70 % e macerados em 300 pL de agua destilada
para analise da presenca de esporos no trato digestivo. As suspensdes obtidas foram
dispostas em placas de Petri (90 x 15 mm), contendo meio de cultura BDA
suplementado com antibiético. Todas as placas foram acondicionadas em BOD a
26°C por cinco dias.

As col6nias obtidas que apresentavam caracteristicas morfolégicas de Fusarium
oxysporum foram repicadas em meio de cultura BDA até serem obtidas as culturas
puras. Uma amostra de cada colbnia foi enviada para o Instituto Bioldégico de
Campinas para identificagdo por meio do sequenciamento do gene que codifica para
o fator de elongacéo 1a (TEF-1a).

Identificagao de isolados de Fusarium spp. associados a adultos da espécie
Cosmopolites sordidus coletados em areas de producao de bananas afetadas
pela fusariose da bananeira

Para extragdo do DNA dos isolados, foi utilizada a metodologia empregando o
reagente CTAB (brometo de cetiltrimetilamonio), descrito por Doyle e Doyle (1991) a
partir do micélio do fungo cultivado em meio batata-dextrose e triturado em microtubos
com auxilio de pistilo de plastico. O DNA genémico foi submetido a reacdo em cadeia
pela polimerase (PCR) para amplificagcao de fragmento do gene do fator de elongag¢ao
da tradugcdo 1-a (TEF), empregando-se os primers EF1-728F (5 -
CATCGAGAAGTTCGAGAAGG - 3’) e EF1-986R (5 -
TACTTGAAGGAACCCTTRCC - 3’) (CARBONE; KOHN, 1999) e da regido ITS
(internal transcribed spacer) com os primers ITS1 (5 —- TCCGTAGGTGAACCTGCGG
—-3)elTS4 (5 — TCCTCCGCTTATTGATATGC — 3’) (WHITE et al., 1990). A reagao

de PCR foi realizada empregando-se os primers na concentragao final de 0,2 uM,
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dNTPS a 0,2 mM, 1U da enzima GoTaq Green (Promega), em volume final de 25 pL.
O programa utilizado foi: desnaturagao inicial a 94 oC/2 min, 40 ciclos de 94 oC/30 s
— 54 0C/30 s — 72 oC/60 s, extensao final a 72 oC/4 min. A verificagdo dos produtos
amplificados foi realizada por meio de eletroforese em gel de agarose 0,8% corado

com brometo de etideo.

Os produtos amplificados foram purificados por meio de precipitacdo com
polietilenoglicol (SCHMITZ; RIESNER, 2006), submetidos a reagdo de
sequenciamento pelo método de terminagdo de cadeia empregando-se o reagente
Big Dye 3.1 (Applied Biosystems) e analisados em sequenciador capilar automatico
3500 XL (Applied Biosystems).

Os fragmentos sequenciados foram analisados e comparados com sequéncias ja

existentes na base de dados do GeneBank, sediado no National Center for

Biotechnology Information — NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), pela ferramenta
BLASTn. As mesmas sequéncias foram utilizadas para inferéncia da relagéo
filogenética entre os isolados obtidos e um isolado padrao de Foc, utilizando o método
de Maxima verossimilhangca e o modelo Tamura-Nei (TAMURA; NEI, 1993) no
software MEGA (KUMAR et al., 2018; STECHER et al., 2020). O alinhamento das
sequéncias para o calculo das arvores foi obtido pela ferramenta MUSCLE (MUItiple
Sequence Comparison by Log-Expectation) (EDGARD, 2004), executada pelo MEGA.

As sequéncias do GeneBank que apresentaram o0s maiores scores foram
selecionadas e alinhadas. Todos os isolados com maior similaridade a F. oxysporum

foram submetidos a testes de patogenicidade para a bananeira.

Teste de patogenicidade para bananeira

O ensaio foi realizado em casa de vegetagdo, nas dependéncias da Embrapa Meio
Ambiente, localizada no municipio de Jaguariuna — S&o Paulo, Brasil (22°42'20" S
46°59'09" W, altitude de 584 metros). Foram avaliados isolados de F. oxysporum
associados a C. sordidus coletados em campo quanto a patogenicidade para a

bananeira cv. Maca.
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Além dos isolados de F. oxysporum, havia dois tratamentos controle: uma testemunha
positiva, inoculada com o isolado padrdao de Foc CMAA1807 e uma testemunha
negativa, ndo inoculada. O design experimental foi inteiramente ao acaso (DIC), com
seis plantas por tratamento. As plantas utilizadas foram mudas de bananeira cv. Macga,
provenientes de cultura de tecidos, adquiridas da empresa Multiplanta tecnologia

vegetal (Andradas — MG) e aclimatadas por 15 dias em casa de vegetacgao.

Para a inoculagéo, foi utilizada a metodologia de imers&o de raizes (RIBEIRO et al.,
2011). As plantas foram acomodadas em recipientes do tipo Becker com o sistema
radicular submerso na suspensao, onde ficaram em repouso por 30 minutos. Apos
esse periodo, foram transplantadas para vasos de 1 L, contendo uma mistura de areia
lavada e substrato comercial na propor¢cdo de 1:1. A mistura de substrato foi
esterilizada duas vezes por 60 minutos em autoclave, com intervalo de 24 horas e

permaneceu 48 horas em repouso antes do plantio das mudas.

Foram utilizados dois tratamentos controle: uma testemunha positiva, inoculada com
o isolado de Foc CMAA1807, que faz parte da cole¢ao da Embrapa Meio Ambiente,
originalmente isolado de bananeiras infectadas da cultivar Grand Naine (Nanica -
Cavendish, AAA) no Vale do Ribeira, SP, Brasil, e uma testemunha negativa, nédo
inoculada. O design experimental utilizado foi inteiramente ao acaso (DIC), com 6

plantas por tratamento.

A intensidade da doenca foi avaliada aos 80 dias ap6s a inoculagéo (DAI), em fungao
da incidéncia e severidade para sintomas internos da FB, utilizando a escala de notas
(DITA, 2021). Além disso, amostras de raizes e pseudocaule foram coletadas de cada

tratamento visando o reisolamento dos fungos inoculados.

Os valores de severidade da doenca foram utilizados para calcular o indice de Doenga
(ID) por meio da equacéo:
ID =[Z(N1-5 X S1-5)/(N x S)] x 100%

Em que N15 € o numero de plantas as quais foram atribuidas determinada nota; S1-5
€ o valor da nota atribuida; N € o numero total de plantas testadas e S é a nota mais

alta.

Os dados obtidos foram organizados em planilha Excel e processados no software
SAS. A frequéncia de reisolamento dos fungos em partes das plantas avaliadas foram
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submetidos a analise de varidncia e em casos significativos, as médias comparadas

pelo teste de Duncan.

O acesso de todas as cepas fungicas utilizadas neste estudo esta registrado no
Sistema Brasileiro de Gestdo do Patrimoénio Genético e Conhecimento Tradicional
Associado - SisGen sob os codigos AE398C6 e AD048A4.

Estudo da transmissdao do agente causal da fusariose da bananeira por
Cosmopolites sordidus em casa de vegetagao

Para a avaliacdo da atuacado de C. sordidus como vetor de Foc, um total de 125
individuos adultos foram coletados em areas sem a presenca da fusariose e expostos
in vitro a fonte de in6culo de um isolado de Foc (CMAA1807), presente na colegéo da
Embrapa Meio Ambiente, utilizando trés metodologias distintas. Os insetos
submetidos ao contato com cada fonte de in6culo de Foc foram colocados em contato
com plantas sadias de bananeira. Mudas micropropagadas de bananeira cv. Maca
foram cultivadas por cem dias em casa de vegetacédo, em vasos contendo uma mistura
de substrato estéril e solo de barranco. O desenho experimental utilizado foi
inteiramente ao acaso (DIC), com cinco repetigdes por tratamento. Para cada
tratamento, foram colocados cinco insetos em contato com a base de cada planta que
foi envolta por malha mesh para que ndo houvesse dispersao dos insetos (SADIK et
al., 2010). Os tratamentos consistiam em trés diferentes metodologias de inoculag&o

além de quatro tratamentos controle:

e Controle 1: plantas com insetos e sem inoculagdo com Foc (Foc-Cs+);

e Controle 2: plantas inoculadas com Foc por meio da adigdo de 30g de MAFI na
concentragéo de 10° u.f.c.g”' e sem insetos (Foc+Cs-);

e Controle 3: plantas com inseto e inoculadas com Foc (Foc+Cs+);

e Controle 4: plantas sem insetos e n&o inoculadas (Foc-Cs-);

e Suspensao de inéculo diretamente sobre o exoesqueleto (Cs SPS) — em tubos
do tipo Falcon contendo 10 ml de suspensao de esporos de Foc CMAA1807
foram acondicionados cinco insetos e agitados em vortex por 15 segundos.
Cada tubo consistiu em uma repeticao. Para o preparo da suspensao, o isolado
CMAA1807 foi repicado em placas de Petri (90 x 15 mm), contendo meio de

cultura BDA e cultivado durante uma semana em BOD a 26°C. Em camara de
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fluxo, foi realizada a raspagem com pincel de cerdas macias utilizando 10 ml
de agua destilada para a liberagéo dos esporos. A suspenséo obtida foi filtrada
através de gaze esterilizada e a concentragdo ajustada para 10® esporos. mL-
1.

e Contato com meio de cultura colonizado por Foc (Cs MAFI) — em placas de
Petri contendo meio de cultura de areia-fuba de milho infestado (MAFI) por Foc
CMAA1807 esporulado, foram colocados cinco insetos que permaneceram
durante 24 horas em BOD a 25 °C. Cada placa consistiu em uma repeticdo. O
MAF foi preparado na proporcdo 5:1:1 (Areia: Fuba de milho: Agua,
respectivamente). Em erlenmeyers (150 ml), o MAF foi autoclavado duas vezes
por 60 minutos com intervalo de 24 horas e infestado pela adigdo de cinco
discos (0,5 cm de didametro) do isolado CMAA1807 crescido por sete dias em
BDA. Os frascos foram incubados em BOD a 26 °C por vinte dias para a
producgao de inoculo.

e Contato com fragmento de planta infectada por Foc (Cs PSC) — em caixas do
tipo Gerbox foram colocados cinco insetos em contato com pedacos de
pseudocaule de bananeira infectadas por Foc coletadas em campo por 24
horas em BOD a 25 °C. Cada caixa consistiu em uma repeticao.

O monitoramento foi feito semanalmente para a ocorréncia de sintomas da fusariose
pelo periodo de aproximadamente sessenta dias. Ao final do periodo experimental,
foram recuperados os insetos e coletadas amostras das plantas visando o
reisolamento de Foc CMAA1807. As colbnias recuperadas de cada tratamento foram
purificadas (FERNANDEZ, 1993) e submetidas a extracdo de DNA e analise de PCR
para comprovar que se tratavam de Foc CMAA1807.

Para a extracdo do DNA gendmico, foi utilizado o método de Raeder e Broda (1985)
com modificagdes. Apds o crescimento em BDA, as colbénias foram cultivadas por 4
dias em meio caldo de batata-dextrose (CBD) sob agitagdo em incubadora shaker a
27°C. O CBD foi produzido a partir do caldo de 250 g de batata inglesa cozidas em
750 ml de agua destilada por 15 minutos, adicionado de 6 g dextrose. Em cada
Erlenmeyer, contendo 100 ml do CBD autoclavado, foram adicionados 5 discos de

micélio de cada colbnia crescido por 7 dias em BDA a 27°C.
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Apds a esporulagédo em CBD, foi realizada a filtragem por meio de dupla camada de
gaze estéril para coleta dos esporos em tubos do tipo Falcon. Esses tubos foram
centrifugados duas vezes por cinco minutos a 3500 rpm e 0 sobrenadante descartado.
Ao pellet obtido, foram adicionados 750 pl de tampao de extragdo (250mM NaCl; 200
mM Tris HCI pH 8,0; 25 mM EDTA; 0,5% SDS) e transferidos uma porcao de 1ml para
tubos Eppendorf. Foi feita a agitagdo de cada tubo em Vértex por 1 minuto e em
seguida incubados a 65°C por 40 minutos em banho-maria, homogeneizados a cada
10 minutos. Apos o banho-maria, foram adicionados 475 ul de fenol equilibrado e 225
Ml de cloroférmio a cada tubo e homogeneizados até que fosse obtida uma emulsao
por inversao. Em seguida, foram centrifugados por 5 minutos a 12000 RPM e a fase
aquosa transferida para um tubo novo contendo 600 ul da fase aquosa de isopropanol
mantido a baixa temperatura, seguido de centrifugacéo a 12000 RPM por 5 minutos.
O pellet obtido foi lavado com 500 ul de etanol 70% por duas vezes e colocado para
secar sob vacuo por 15 minutos. Apds a secagem, o DNA foi ressuspendido em 40 pl
de tampao de extragao contendo RNAse (10 mg.ml) e incubado em termobloco a 37°C
por 45 minutos. A qualidade do DNA foi analisada em gel de agarose e, quando

necessario, foi realizado o tratamento do DNA pela adigdo de RNAse (10 mg.ml).

As reagbes de PCR foram realizadas utilizando os primers Foc1/Foc2 (5-
CAGGGGATGTATGAGGAGGCT/5-GTGACAGCGTCGTCTAGTTCC) e protocolo
descritos por Lin et al. (2009). Os parametros para as PCRs foram: desnaturagéo a
94°C por 60 segundos, seguidos de 35 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 30
segundos; anelamento a 68°C por 30 segundos; polimerizagcdo a 72°C por 90
segundos, e extensao final a 72°C durante 10 minutos. Os produtos de PCR foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5%. Os primers Foc1/Foc2
amplificam um fragmento de DNA correspondente a 242 pb, que foi utilizado como
parametro para confirmar que os isolados recuperados se tratavam de
Foc.CMAA1807.

O acesso de todas as cepas fungicas utilizadas neste estudo esta registrado no
Sistema Brasileiro de Gestdo do Patriménio Genético e Conhecimento Tradicional
Associado — SisGen, sob os cédigos AE398C6 e AD048A4.
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Resultados e discussao

Isolamento de fungos endofiticos associados a adultos da espécie
Cosmopolites sordidus coletados em areas de produgdo de bananas afetadas
pela fusariose da bananeira

Foram isoladas trinta colénias com aspecto morfolégico semelhantes a F. oxysporum
de ambas as solugbes (interna e externa) obtidas dos adultos de C. sordidus, de
ambas as propriedades (VRei € VRuac) € areas contrastantes quanto a incidéncia de
FB (Foc+/Foc-) (Tabela 1).

Tabela 1: Isolados de Fusarium spp. associados a insetos adultos da espécie Cosmopolites
sordidus coletados em parcelas de bananeiras infectadas (Foc+) ou nao (Foc-) pela fusariose

da bananeira em duas propriedades (VReiq € VRyac) localizadas no Vale do Ribeira/SP

Cédigo Propriedade Parcela Solugao
DF+1E VRyae Foc+ Externa
DF+2E VRyae Foc+ Externa
DF+5aE VRyae Foc+ Externa
DF+5bE VRyae Foc+ Externa
DF+5cE VRyae Foc+ Externa
DF+6E VRyae Foc+ Externa
DF+8aE VRyae Foc+ Externa
DF+8bE VRuJae Foc+ Externa
DF-2I VRJac Foc- Interna
DF-4aE VRJac Foc- Externa
DF-7aE VRuyac Foc- Externa
DF-8E VRJac Foc- Externa
DF-9aE VRuyac Foc- Externa
DF-9bE VRuyac Foc- Externa
KF+1bl VREW Foc+ Interna
KF+2aE VREW Foc+ Externa
KF+3bE VREW Foc+ Externa
KF+3I VREW Foc+ Interna
KF+4E VREW Foc+ Externa
KF+7E VREW Foc+ Externa
KF+8aE VREW Foc+ Externa
KF+8bE VREW Foc+ Externa
KF+8cE VREW Foc+ Externa
KF-10bE VREW Foc- Externa
KF-5aE VREW Foc- Externa
KF-5bE VREW Foc- Externa
KF-5cE VREW Foc- Externa
KF-7E VREW Foc- Externa

KF-9E VREW Foc- Externa
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Para as caracteristicas morfoldgicas das colénias, foram observados o crescimento
micelial e a coloracdo. Visualmente, todas as colb6nias apresentavam aspecto
cotonoso ou aveludado, pigmentacdo alaranjada, arroxeada, salmdo ou creme.
Microscopicamente apresentavam hifas hialinas, septadas e filamentosas,
microconidios ovais e macroconidios fusiformes e septados, caracteristicos desse
complexo de espécies (LESLIE; SUMERELL, 2006) (Figura 2).

Figura 2: Col6nias distintas com caracteristicas morfoldgicas de Fusarium spp. associados a
adultos da espécie Cosmopolites sordidus coletados em campos de produgao de bananas em
parcelas de plantas apresentando sintomas de fusariose ou nao (parcelas Foc+ ou Foc-) no

estado de Sdo Paulo.

Identificacao de isolados de Fusarium spp. associados adultos da espécie
Cosmopolites sordidus em areas de producao de bananas afetadas pela

fusariose da bananeira

As sequéncias do gene que codifica para o fator de elongagdo TEF1-a foram
analisadas utilizando a ferramenta Blastn e alinhadas com as sequéncias depositadas
no GeneBank de espécies com maior similaridade. Os critérios utilizados foram
maiores Scores Maximo e Total (Max score e Total score), Query Cover (Cover %),
Porcentagem de Identidade (Ident. %) e menor e-Value (E-value) entre as sequéncias
analisadas e aquelas ja depositadas nos bancos de dados. Com base nesses critérios,
os melhores hits foram selecionados (Tabela 2).
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Tabela 2: Identificacdo dos isolados de Fusarium spp. associados a insetos adultos da espécie Cosmopolites sordidus coletados em areas de

bananeiras com fusariose ou sadias de duas propriedades (VRj.c e VReq) localizadas no Vale do Ribeira/SP

Max

Total

Cover

E-

Isolate Blastn best hit o Ident. % Accession
score score %  value

DE+1 EF4529_69.1 Fusarium sacchari stra_in NRRL 43543 translation 1223 1223 99 0 99.85 MG018802.1
elongation factor 1-alpha gene, partial cds

DE+2 JF7408_37.1 Fusarium oxysporum_strain NRRL 52763 translation 1232 1232 100 0 100 EU246571 1
elongation factor alpha gene, partial cds

DF+5a FJ5382_45.1 Fusari_um oxysporum f. sp. ciceris strain NRRL_32158 1238 1238 100 0 100 MN386735.1
translation elongation factor 1 alpha (EF-1alpha) gene, partial cds

DF+5b FJ5382_45.1 Fusari_um oxysporum f. sp. ciceris strain NRRL_32158 1238 1238 100 0 100 MN386735.1
translation elongation factor 1 alpha (EF-1alpha) gene, partial cds

DF+5¢ KF255484.1 Fusarium sol_ani strain CBS 132898 translation elongation 1232 1232 100 0 98.86 KR816154.1
factor 1a (tef1) gene, partial cds

DF+6 JF7408§7.1 Fusarium oxysporum.strain NRRL 52763 translation 1232 1232 100 0 100 EU246571.1
elongation factor alpha gene, partial cds

DF+8a FJ538245.1 Fusar[um oxysporum f. sp. ciceris strain NRRL.32158 1238 1238 100 0 100 MN386735.1
translation elongation factor 1 alpha (EF-1alpha) gene, partial cds

DF+8b FJ538245.1 Fusar[um oxysporum f. sp. ciceris strain NRRL.32158 1238 1238 100 0 100 MN386735.1
translation elongation factor 1 alpha (EF-1alpha) gene, partial cds

DF-2 Fusarium sterilihyphosum strain NRRL 25623 translation elongation 1206 1206 100 0 9956 MN193869 1
factor 1 alpha (TEF1) gene, complete cds

DF-4a KF255484.1 Fusarium sollani strain CBS 132898 translation elongation 1232 1232 100 0 0886 KR816154.1
factor 1a (tef1) gene, partial cds

DF-7a EF4529§9.1 Fusarium sacchari strajn NRRL 43543 translation 1223 1223 99 0 99.85 MG018802.1
elongation factor 1-alpha gene, partial cds

DF-8 KF255484.1 Fusarium solani strain CBS 132898 translation elongation 1234 1234 97 0 100 KF255484. 1

factor 1a (tef1) gene, partial cds




EF452969.1 Fusarium sacchari strain NRRL 43543 translation
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DF-9a . . 1223 1223 99 99.85 MG018802.1
elongation factor 1-alpha gene, partial cds

DF-9b EF4529§9.1 Fusarium sacchari strajn NRRL 43543 translation 1223 1223 99 99 85 MG018802.1
elongation factor 1-alpha gene, partial cds

KF+1b KF255484.1 Fusarium sollani strain CBS 132898 translation elongation 1232 1232 100 98.86 KR816154.1
factor 1a (tef1) gene, partial cds

KF+2a EF4529§9.1 Fusarium sacchari strajn NRRL 43543 translation 1223 1223 99 99.85 MG018802.1
elongation factor 1-alpha gene, partial cds
Fusarium oxysporum f. sp. cubense isolate BMAE104Foc small subunit

KF+2b ribosomal RNA gene, partial sequence; internal tran'scrlbgd spacer 1 863 863 99 9919  MN396268.1
and 5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence; and internal
transcribed spacer 2, partial sequence

KF+3b EF4529§9.1 Fusarium sacchari stra.m NRRL 43543 translation 1223 1223 99 99.85 MG018802.1
elongation factor 1-alpha gene, partial cds

KE+4 Fusarium sterilihyphosum strain NRRL 25623 translation elongation 1206 1206 100 99.56 MN193869.1
factor 1 alpha (TEF1) gene, complete cds

KE+7 JF7408_37.1 Fusarium oxysporum_strain NRRL 52763 translation 1234 1234 100 100 CP053267 1
elongation factor alpha gene, partial cds

KF+8a KF255484.1 Fusarium sol_ani strain CBS 132898 translation elongation 1232 1232 100 98.86 KR816154.1
factor 1a (tef1) gene, partial cds

KF+8b EF4529_69.1 Fusarium sacchari stra_in NRRL 43543 translation 1223 1223 99 99.85 MG018802.1
elongation factor 1-alpha gene, partial cds

KF+8c KF255484.1 Fusarium sol_ani strain CBS 132898 translation elongation 1232 1232 100 99 01 HQ731056.1
factor 1a (tef1) gene, partial cds

KF-10b JF7408_37.1 Fusarium oxysporum_straln NRRL 52763 translation 1234 1234 100 100 CP053267 1
elongation factor alpha gene, partial cds

KF-53 Fusarium sterilihyphosum strain NRRL 25623 translation elongation 1206 1206 100 99 56 MN193869.1
factor 1 alpha (TEF1) gene, complete cds

KF-5b Fusarium sterilihyphosum strain NRRL 25623 translation elongation 1206 1206 100 99 56 MN193869.1

factor 1 alpha (TEF1) gene, complete cds
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KF255484.1 Fusarium solani strain CBS 132898 translation elongation 1232 1232 100 0 98.86 KR816154.1

KF-5¢ factor 1a (tef1) gene, partial cds

KF255484.1 Fusarium solani strain CBS 132898 translation elongation 1232 1232 100 0 98.86 KR816154.1

KF-7a factor 1a (tef1) gene, partial cds

KF-9 FJ538245.1 Fusar!um oxysporum f. sp. ciceris strain NRRL.32158 1230 1230 100 0 99 85 KT006896.1
translation elongation factor 1 alpha (EF-1alpha) gene, partial cds
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Dez isolados foram alinhados com maior similaridade dentro de FOSC, os quais foram
obtidos majoritariamente associados a individuos C. sordidus coletados nas parcelas
de plantas afetadas pela Fusariose (Foc+). Destes, seis foram provenientes da
fazenda VRuyac (DF+2, DF+6, DF+5, DF+5b, DF+8, DF+8b), em que a parcela de
plantas doentes e sadias se encontravam adjacentes. Na Fazenda VREi4, onde as
parcelas doente e sadia se encontravam mais distantes, foram obtidos quatro
isolados, sendo dois provenientes da parcela de plantas doentes (KF+2b, KF+7) e
dois da parcela de plantas sadias (KF-9, KF-10b).

De acordo com Gold e Bagabe (1997), adultos de C. sordidus podem se locomover
por mais de 30 metros em 5 dias. Isso pode contribuir para a dispersdo da doenca a
longas distancias ao se deslocarem entre areas infestadas e livres de Foc. Meldrum
et al. (2013), avaliando a distribuigdo de plantas infectadas por Foc R4T na Australia,
observaram que além do padrao agregado de distribuicdo, também ocorriam casos
isolados de plantas doentes, o que sugeria outros fatores envolvidos na disseminagao
da doenca. Nessa mesma area avaliada, os autores coletaram adultos de C. sordidus
e conseguiram detectar esporos de Foc associados ao exoesqueleto desses insetos
por meio de analises moleculares. Esses autores, no entanto, ndo testaram a

viabilidade do in6culo recuperado em causar novas infecgdes na bananeira.

Teste de patogenicidade para bananeira

Nenhuma das plantas inoculadas com os isolados associados a C. sordidus coletados
em campo apresentou sintomas tipicos de FB, aos 80 dias apds a inoculagido. Apenas
o isolado padrao de Foc, utilizado como controle positivo (CMAA1807), provocou
sintomas tipicos da doenca no rizoma das plantas inoculadas, com indice de doenca
de 62,5% (Figura 3).



70

KF-10b

Figura 3: Secao transversal de rizoma de mudas de banana Maca inoculadas com isolados
de Fusarium oxysporum (DF+2, DF+5a, DF+5b, DF+8a, KF+2b, KF+7, KF-9, DF+6,
DF+8b, KF-10b) associados a Cosmopolites sordidus coletados em campos de produgédo de
bananas em areas Foc + e Foc — (com ou sem sintomas de fusariose).

Aos 80 dias, foi possivel recuperar todos os isolados nas raizes assintomaticas de
pelo menos 33,3% das plantas inoculadas com cada isolado. Apenas KF-10b, KF+2b
e KF-9 nao foram recuperados em rizoma e apenas DF+5a, DF+2, KF+7 e KF-9 n&o

foram recuperados em pseudocaule (Figura 4).
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Figurad: Frequéncia de reisolamento de isolados de Fusarium oxysporum (DF+5b; CMA1807;
DF+8b; DF+6; DF+8a; KF+2b; KF-10b; DF+5? DF+2; KF+7; KF-9), recuperados em
compartimentos de raizes, rizoma e pseudocaule, 80 dias apés inoculagdo em mudas de
banana cv. Maca.

As espécies de fungos pertencentes ao complexo de F. oxysporum (FOSC) séo
tipicamente causadoras de murchas vasculares em diversas espécies agricolas
cultivadas. A principal forma de dividir os subgrupos das espécies de FOSC se baseia
em caracteristicas de patogenicidade. Aquelas constantemente associadas a mesma
cultura séo incluidas na mesma formae specialis (FOURIE et al., 2011). Dentro do
FOSC, Foc € um patdégeno particularmente de complexa caracterizagao devido a sua
grande variabilidade genética. Além da especializagao a nivel de hospedeiro (formae
speciales), ainda é dividido em trés principais ragas em fung¢ao da cultivar afetada
(DITA et al., 2018) e 24 grupos de compatibilidade vegetativa (VCGs) (MAGDAMA et
al, 2020).

Por se tratarem de isolados procedentes de coletas de campo, as técnicas disponiveis
para sua caracterizacao sao ponto chave para melhor descricao da espécie. Fatores
como a grande variabilidade dos métodos de inoculagao, influéncia da temperatura,
idade do hospedeiro e periodo de incubagdo do patégeno podem influenciar
significativamente os estudos de patogenicidade (FOURIE et al. 2009). No presente

estudo, foi utilizado apenas o teste de patogenicidade sobre a cv. Maga, a mais
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suscetivel para todas as racas de Foc. Nesse caso, os isolados testados ndo se
apresentaram virulentos para a bananeira, sugerindo que podem nao se tratar de Foc.
Os experimentos estdo sendo repetidos para confirmar esses resultados,

especialmente referentes aqueles isolados recuperados em rizoma e pseudocaule.

Estudo da transmissdao do agente causal da fusariose da bananeira por
Cosmopolites sordidus em casa de vegetagao

Em todos os tratamentos onde foi realizada a inoculagdo com Foc CMAA1807, foi
possivel verificar a presenca de sintomas no rizoma das plantas. O maior dano as
plantas foi observado no tratamento onde Foc e C. sordidus foram introduzidos
separadamente na base das plantas. Ainda assim, foi possivel observar a ocorréncia
de sintomas da doenca e danos associados a introducdo dos insetos que foram

expostos as diferentes fontes de indculo (Figura 5).
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Figura 5: Secéo transversal de rizoma de plantas de banana Maca, 80 dias apds a infestagéo
com adultos de Cosmopolites sordidus expostos a distintas fontes de indculo de Fusarium
oxysporum f. sp. cubense inoculagdo com isolados de Fusarium oxysporum (Cs SPS = inseto
exposto a suspensao de indculo; Cs MAFI = inseto exposto ao meio de cultura Areia-Fuba de
milho inoculado com Foc; Cs PSC = inseto exposto a pedacos de pseudocaule infectado por
Foc.); insetos sem exposi¢ao ao indculo e sem inoculagdo na planta (Foc-Cs+); insetos sem
exposicao ao indculo e infestagcao do substrato na base da planta (Foc+Cs+); sem infestagao
com inseto e com infestagdo do substrato (Foc+Cs-); e sem infestagao por C. sordidus e Foc
(Foc-Cs-).
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Apds o reisolamento a partir de fragmentos de rizoma e pseudocaule das plantas
inoculadas, foi possivel obter 17 coldnias com caracteristicas morfoldgicas

semelhantes as do isolado CMAA1807, entre os distintos tratamentos.

Tabela 3: Colénias com aspecto morfolégico semelhantes ao isolado de Foc CMAA1807,
recuperadas de distintos tratamentos no estudo da transmissao do agente causal da fusariose

da bananeira por Cosmopolites sordidus

Tratamento Parte da planta/inseto

Foc+ Cs+3Cs a Exoesqueleto broca
Foc+ Cs+3Cs b Exoesqueleto broca
Foc+ Cs+3Cs c Exoesqueleto broca
Foc+ CS+2P Pseudocaule

Foc+ CS+2R Raiz

Foc+ CS+3R Raiz

Foc+ CS+3Rb Raiz

Foc+ CS+1R Raiz

Foc+ CS+4R Raiz

Foc+ CS-1R Raiz

Foc+ CS-4R Raiz

Cs MAFI 5R Raiz

Cs MAFI 4R Raiz

Cs MAFI 3R Raiz

Cs SPS 3R Raiz

Cs SPS 1R Raiz

Cs PSC 5P Raiz

Apods a extragao do DNA dos fungos reisolados das plantas de cada tratamento e
reacao de PCR com os primers Foc1/Foc2, foi possivel obter produtos de PCR de 242
pb de coldnias recuperadas dos tratamentos Foc+Cs+, Foc+Cs-, Cs MAFI e Cs SPS,
como esperado para o isolado inoculado. Uma unica colénia foi recuperada do
tratamento Cs PSC, porém, nao foi observado produto amplificado, uma vez que
apesar de o pseudocaule utilizado estar infectado com Foc, ndo se tratava de
CMAA1807 (Figura 6).
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Figura 6: Analise dos produtos amplificados por PCR em eletroforese de gel de agarose 1,5%
utilizando os primers Foc1/Foc2 (Lin et al, 2009) do DNA extraido de fungos reisolados de
plantas de banana cv. Maga 60 dias apos a infestagdo com adultos de C. sordidus expostos
a diferentes fontes de inéculo de Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc) ou infestagdo do
substrato na base da planta com Foc. M = DNA ladder 1kb plus; CMAA1807 = Isolado de Foc
utilizado como inéculo (Controle positivo); Cs SPS = inseto exposto a suspensao de indculo;
Cs MAFI = inseto exposto ao meio de cultura Areia-Fuba de milho inoculado com Foc; Cs
PSC = inseto exposto a pedacos de pseudocaule infectado por Foc; Foc-Cs+ = insetos sem
exposicao ao indculo e sem inoculagao na planta; Foc+Cs+ = insetos sem exposi¢cdo ao
indculo e infestacdo do substrato na base da planta; Foc+Cs- = sem infestagdo com inseto e
com infestagdo do substrato. Os nimeros correspondem a repeticdo e as letras, a parte da
planta ou inseto das quais os isolados foram recuperados (R = Raiz; P = Pseudocaule; a, b e
¢ = exoesqueleto do inseto recuperado).

O maior numero de colénias de Foc CMAA1807 foi recuperado no tratamento onde
Foc e C. sordidus foram introduzidos separadamente. Nesse mesmo tratamento, foi
possivel recuperar um inseto adulto vivo, do qual foram isoladas colénias de Foc
CMAA1807, associadas ao exoesqueleto (Figura 4 — Foc+Cs+3B a, b e c). Isso pode
indicar que o inseto tenha adquirido os propagulos do patdégeno, a partir do contato
com o substrato infestado e facilitado a sua entrada na planta. A maior parte dos
insetos adultos nao foi recuperada, o que pode sugerir que os mesmos tenham
escapado ao longo do periodo experimental, apesar da utilizagdo da malha mesh. O
monitoramento dos insetos nem sempre € possivel, uma vez que em contato com a
planta, os mesmos se abrigam na bainha das mesmas, abaixo do nivel de solo dentro

dos vasos.

Em estudo recente desenvolvido por Heck et al. (2021), foi avaliada a distribuicao

espacgo-temporal da fusariose da bananeira no estado de Minas Gerais por meio de
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um modelo de epidemiologia comparativa. As parcelas avaliadas eram contrastantes
guanto ao manejo de C. sordidus (com ou sem manejo). Foi feito o monitoramento da
populagao dos insetos e simultaneamente a avaliagao da incidéncia da fusariose pelo
periodo de dois anos. Foram observadas diferencas no comportamento da curva de
progresso da incidéncia da doenga entre as duas parcelas, onde os niveis foram mais
altos nas parcelas sem o manejo do inseto (13%), do que nas parcelas onde foi

controlado (6,7%), indicando associagéo entre a Broca e a FB.

Apesar da grande variabilidade no reisolamento entre as repeticbes do mesmo
tratamento, o resultado positivo para os fungos recuperados como Foc CMAA1807
nos tratamentos onde foram introduzidos os insetos expostos a fonte de inéculo pode
indicar a associagdo entre a broca-da-bananeira e Foc. Sanchez et al. (2021)
avaliaram o potencial in vitro de C. sordidus como transportador de inéculo de Foc
aderidos externamente ao exoesqueleto ou internamente no trato digestivo. Os
autores concluiram que cinco minutos de contato com pseudocaule infectado por Foc
seria o suficiente para que os insetos adquirissem esporos viaveis do patégeno e
assim permanecessem infestados por até trés dias. Quando testada a patogenicidade
do indéculo recuperado destes insetos na cv. Gros Michel, em condigbes de casa de
vegetagcdo, todas as plantas inoculadas apresentaram sintomas da doenca. No
entanto, neste estudo, os autores nao avaliaram a atuag¢ao simultdnea do inseto e do

patégeno diretamente sobre a planta.

As diferentes formas de interagao entre Foc e C. sordidus necessitam de mais estudos
com o intuito de compreender e esclarecer a possivel atuagao deste inseto como vetor
da fusariose da bananeira com mais detalhes. A interagao entre diferentes fatores,
culturais ou ambientais, sobre a epidemiologia da doenga devem ser melhor avaliadas

para que possam integrar os planos de manejo da doenga.

Conclusoes

Foi possivel isolar coldnias de F. oxysporum associadas ao exoesqueleto de adultos

de C. sordidus coletados em bananais em parcelas com ou sem a presenca da

doenga. No entanto, ao testar a patogenicidade para a bananeira, nenhum dos
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isolados reproduziu sintomas caracteristicos da doencga, ndo sendo classificados

como Foc.

Ao avaliar a dinamica da interagdo entre a broca-da-bananeira e o agente causal da
FB, foi observada maior intensidade da doenca em plantas infestadas com o indculo

e com os insetos.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Foi possivel observar que plantas comumente utilizadas como coberturas
vegetais podem servir como hospedeiras alternativas de Foc, atuando como

fonte de in6culo do patégeno no campo.

Na auséncia de plantas hospedeiras, a sobrevivéncia de Foc em campo se da
por meio das estruturas de resisténcia que remanescem no solo, os
clamiddsporos. A possibilidade de sobrevivéncia do patégeno em outras
espécies de plantas pode ajudar na multiplicacdo do patégeno na auséncia de

bananeiras suscetiveis, o que ndo ocorreria no solo.

Alguns fatores como o efeito do uso de herbicidas para o controle de ervas
daninhas infectadas sobre viabilidade das estruturas reprodutivas de Foc, por
exemplo, sdo questdes ainda a serem elucidadas. Além disso, até que ponto e
quais os tipos de estruturas produzidas durante a colonizagdo desses
hospedeiros secundarios, bem como a patogenicidade para bananeiras, ainda

precisa ser melhor avaliada.

Estudos adicionais sdo necessarios para avaliar o potencial das estruturas de
Foc recuperadas de plantas de cobertura ou ervas daninhas naturalmente

hospedeiras de Foc em campo em infectar a bananeira posteriormente.

Além disso, as diferentes formas de interacdo entre Foc e C. sordidus
necessitam de mais estudos com o intuito de esclarecer a possivel atuacao
desse inseto como vetor da fusariose da bananeira com mais detalhes. A broca
da bananeira pode atuar diretamente carregando esporos associados ao seu
exoesqueleto entre plantas infectadas e nao infectadas? Ou apenas facilita a

infecdo ao promover portas de entrada para a colonizacéo da planta por Foc?

A interagdo entre esses fatores sobre a epidemiologia da doenga devem ser
melhor avaliadas para que possam integrar os planos de manejo da fusariose da

bananeira.
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ANEXO |

Sequenciamento do gene que codifica para TEF1-a de isolados de Fusarium spp. provenientes de ervas daninhas coletadas em
campo proximas a bananeiras com sintomas de Fusariose

Cédigo Sequéncia FASTA

>CMAA1807A
ATCTCGATCGCGCGTCCTTTGCCCATCGACTTCCCCTACGACTCGAAACGTGCCCGCTACCCCGCTCGAGACCAAAAATTTTGCAATATGACCGTAATT
VR-039A TTTTTGGTGGGGCATTTACCCCGCCACTTGAGCGACGGGGCGCGTTTGCCCTCTTACCATTACAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCAAGCAGTC
ACTAACCATTCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGCAAGGGTCCCCTTCAAGTAA

>CMAA1807B
ATCATCGATCGCGCGTCCTTTGCCATCGACTTCCCCTACGACTCGAAACGTGCCCGCTACCCCGCTCGAGACCAAAAATTTTGCAATATGACCGTAATT
VR-0398B TTTTTGGTGGGGCATTTACCCCGCCACTTGAGCGACGGGGCGCGTTTGCCCTCTTACCATTACAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCAAGCAGTC
ACTAACCATTCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGCAAGGGTCCCTTCAAGTAA

>TRARZ01
GCATTTCGCGATCGCCGCCCTCTACCCACCGATCCATCAGTCGAATCAGTTTCACCACGATTGAATATGCGCCTGTTACCCCGCTCGAGTACAAAATTT
TRARZ01 TGCGGTTCAACCGTAATTTTTTTTGGTGGGGTTTCAACCCCGCTACTCGAGTGACAGGCGTTTGCCCTCTTCCCACAAACTCATGTCTTGCGCATCACG
TGTCCATAAGTCACTAACCACCCGACAATAGGAAGCCGCCGAGCTCGGCAAGGGTTCCTTCAAGTAATGATGATGCGTTGAGATCTTGTGAATGTACAC
CGAAAGCAGTCTCTAGATCGACATGCCTGAAAACGAAGGAGATGAGAGAAGTAGGTTGCAAGAAAAGTGGCAAGGGTTCCTTCAAGTAA

>TRARZ02
TTCCTCATCGCGCGTCCTTTGCCCATCGATTTCCCCTACGACTCGAAACGTGCCCGCTACCCCGCTCGAGACCAAAAATTTTGCAATATGACCGTAATT
TRARZ02 TTTTTGGTGGGGCACTTACCCCGCCACTTGAGCGAAGGGAGCGTTTGCCCTCTTACCATTCTCACAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTGAAGCAG
TCACTAACCATTCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGCAAGGGCCCCCTTCAAGTAA

>TRARZ03
TTCATCATCGCGCGTCCTTTGCCCATCGATTTCCCCTACGACTCGAAACGTGCCCGCTACCCCGCTCGAGACCAAAAATTTTGCAATATGACCGTAATT
TRARZ03 TTTTTGGTGGGGCACTTACCCCGCCACTTGAGCGAAGGGAGCGTTTGCCCTCTTACCATTCTCACAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTGAAGCAG
TCACTAACCATTCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGCAAGGGCCCCCTTCAAGTAA

>TRARZ04
GATTTCTTGATGCCGTCTTCTGCCCATCGATCCATCACTCGAATCAGTCTCGACTGAATATGCACCTATTACCCCGCTCGAGTACAAAATTTTGCGATT
TRARZ04 CACTCGTATTTTTTTGGTGGGGCCCATGCCCCGCTACTCGAGCGACAGGCGCTTGCCCCTTCCCACAACATCTTGTGCATCACGTGTCAATCAGTCAAT
CAGTCACTAACCACTCGACAATAGGAAGCCGCCGAGCTCGGCAAGGGTTCCTTCAAGTAACGACGATCTTGGTTCGTGTGAAGAACCAGATTGAGGAGG
CTGATGATGAGTTTGCGTAAAAGAATGGCCGAGGGCGATGTGAACACCGATACGAGAATGACTTGTGCATAGCAAATACGGATTAAGTTAGGATATGTT
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AAATGTTATGAGCGCCAACAAGAGTTTGGAGCTCTGCTGTTGACAACCCAATACGGTCGAAAGGATGGAGAGGCAAAGATGAGATATCCGCGTTTCTGC
TTTTTACGGTTTTGAATTGATCAAGCCAGGCATAGAATCAATATAACTATTATGAATATGATGTTCAGGACACCAACATATATCGGGGTACACAATATG
AATGGGAGATATTCTTTTTCATAAAATGCCATTATGTTCTTCTCCTCAACTCATAAAGTAGATTCATTCCTGTCTAAGGTATATCAGATTCCTTCACAG
TCTTGAATCGACAAAGGGAATGTACTTGGTAACTCCATCAATCCTTTCTGCGAATCCAAAGTCATCCAAAAATAACCCTTATGGCGGATCACGGCTACT
GCATATCTTAGGACTGCCACTTATCCGACTTGGTAGCCTTTGTAGCACAAGTCTTGGAGGACGGTGTATGTGCGGTTGGGGTCCTTCT
CTGAGGTGACAGAGCCGTCCTTCTTCACTTTGATATACGTGTACTGAATATCTTGTCCTGCCTTGAGTGAGATGGATCGCCTTCCAGACAGGGTTAGAA
GAGGTGTAGTCAGAAGCGCTCAGGGCAACGACCTTGGAGGTGTCCTAGTTACCACGGGCGGGGATGTAGCCCACAATCTTAATAGTCTCGCCAATGTTA
TGTGTACAGTGTCTACAACTGTGACAGTCAACTTGAGGATGCGTACAGCACACCAGGTAGCGCAGCTAGCTTGCGCTGCATTGCCCTGTACGTAAATGG
AACCCACCATTCGATGTTCTGGTAAATGGCCTGGCTATACGGCATGTCTAGCTACA

TRAPAO1

>TRAPAQO1
GGCTAGATGTATGCCGCATTCTACTCCCGATCCATCAGTCGAAGCAGATTCAGCACGATTGAATATGCGCCTGTGCCCCGCTCGAGTACAAAATGTTGC
GGTTCAACCGAAATTTTTTTTGGTGGGGTTTCAACCCCGCTACTCAAGTGACAGGCGTTTGCCCTCTTCCCACAAACTCATGTCTTGCGCATCACGTGT
CCATAAGTCACTAACCACCCGACAATAGGAAGCCGCCGAGCTCGGCAAGGGTTCCTTCAAGTAATGATGATGCGTTGAGATCTTGTGAATGTACACCGA
AAGCAGTCTCTAGATCGACATGCCTGAAAACGAAGGAGATGAGAGAAGTAGGTTGCAAGAAAAGTGGCAAGGGTTCCTTCAAGTAA

TRAPAO2

>TRAPAQ2
GCTCTGATCGCACGCCCTCTACCCACCGATCCATCAGTCGAATCAGTTACGACGATTGAATATGCGCCTGTTTTCCGCTCGAGTACAAAATTTTGCGGT
TCAACCGTATTTTTTTGGTGGGGTTTCAACCCCGCTACTCGAGCGACAGACGTTTGCCCTCTTCCCACAAACTCATGTCTTGTGCATCACGTGTCCATC
AGCCACTAATCACCCGACAATAGGAAGCCGCCGAGCTCGGCAAGGGTTCCTTCAAGTAA

TRAPAO3

>TRAPAQO3
GCATTGTGATCGCACGCCCTCTGCCCACCGATCCATCACTCGAATCAGTCTCGACTGAATATGCGCCTGTTACCCCGCTCGAGTACAAAATTTTGCGGT
TCAACCGTAATTTTTTGGTGGGGTCCATACCCCGCTACTCGAGTGACAGGCGCTTGCCCTCTTCCCACAAAATTTTGTGCATCACGTGTCAGCCAATCA
GTCACTAACCACTCGACAATAGGAAGCCGCCGAGCTCGGCAAGGGTTCCTTCAAGTAA

GSRZz01

>GSRZ01
TTGGTAGCGGAGGGACATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCTATACGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCGCCCCGTAAAACGGG
ACGGCCCGCCCGAGGACCCTAAACTCTGTTTTTAGTGGAACTTCTGAGTAAAACAAACAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGG
CATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCT
GGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTCAGCTTGGTGTTGGGACTCGCGGTAACCCGCGTTCCCCAAATCGATTGGCGGTCACGT
CGAGCTTCCATAGCGTAGTAATCATACACCTCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGGATCAGGTA
GGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAAAAAACCAACCA

GSRz02

>GSRZ02
GCTTCGCGACGCCGAATCTACCCTCGATCCATCAGTCGAATCAGTCTTACGACGATTGAATATGCGCCTGTTACCCCGCTCGAGTACAAAATTTTGCGG
TTCAACCGTAATTTTTTTTGGTGGGGTTTCAACCCCGCTACTCAAGTGACAGGCGTTTGCCCTTCCCACAATGCGCATCACGTGTCAATCAGTCACTAA
CCACCCGACAATAGGAAGCCGCCGAGCTCGGCAAGGGTTGCTTCAAGTAAGCAGCTATGCTTGATGATGCGTTGAGATCTTGTGAATGTACACCGAAAG
CAGTCTCTAGATCGACATGCCTGAAAACGAAGGAGATGAGAGAAGTAGGTTGCAAGAAAAGTGGCAAGGGTTCCTTCAAGTAA

GSRZ03

> GSRz03
GCTTCTCGATCGCACGACATCTACCCATCGATCCATCAGTCGAATCAGTCTTACGACGATTGAATATGCGCCTGTTACCCCGCTCGAGTACAAAATTTT
GCGGTTCAACCGTAATTTTTTTTGGTGGGGTTTCAACCCCGCTACTCGAGTGACAGGCGTTTGCCCTTCCCACAATGCGCATCACGTGTCAATCAGTCA
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CTAACCACCCGACAATAGGAAGCCGCCGAGCTCGGCAAGGGTTCCTTCAAGTAAGCAGCTATGCTTGATGATGCGTTGAGATCTTGTGAATGTACACCG
AAAGCAGTCTCTAGATCGACATGCCTGAAAACGAAGGAGATGAGAGAAGTAGGTTGCAAGAAAAGTGGCAAGGGTTCCTTCAAGTAA

GSPAO1

> GSPAOL
ATTTTCATGGATCGCACGCCCTCTACCCACCGATCCATCAGTCGAATCAGTTTCACCACGATTGAATATGCGCCTGTTACCCCGCTCGAGTACAAAATT
TTGCGGTTCAACCGTAATTTTTTTTGGTGGGGTTTCAACCCCGCTACTCGAGTGACAGGCGTTTGCCCTCTTCCCACAAACTCATGTCTTGCGCATCAC
GTGTCCATAAGTCACTAACCACCCGACAATAGGAAGCCGCCGAGCTCGGCAAGGGTTCCTTCAAGTAAGATGATGCGTTGAGATCTTGTGAATGTACAC
CGAAAGCAGTCTCTAGATCGACATGCCTGAAAACGAAGGAGATGAGAGAAGTAGGTTGCAAGAAAAGTGGCAAGGGTTCCTTCAAGTAA

GSPA02

> GSPAQ2
GCTTCTCGATCGCACGCCCTCTACCCACCGATCCATCAGTCGAATCAGTTTCACCACGATTGAATATGCGCCTGTTACCCCGCTCGAGTACAAAATTTT
GCGGTTCAACCGTAATTTTTTTTGGTGGGGTTTCAACCCCGCTACTCGAGTGACAGGCGTTTGCCCTCTTCCCACAAACTCATGTCTTGCGCATCACGT
GTCCATAAGTCACTAACCACCCGACAATAGGAAGCCGCCGAGCTCGGCAAGGGTTCCTTCAAGTAATGATGATGCGTTGAGATCTTGTGAATGTACACC
GAAAGCAGTCTCTAGATCGACATGCCTGAAAACGAAGGAGATGAGAGAAGTAGGTTGCAAGAAAAGTGGCAAGGGTTCCTTCAAGTAA

GSPAO3

> GSPAO3
GCATTTCGTGATCGCACGCCCTCTACCCACCGATCCATCAGTCGAATCAGTTTCACCACGATTGAATATGCGCCTGTTACCCCGCTCGAGTACAAAATT
TTGCGGTTCAACCGTAATTTTTTTTGGTGGGGTTTCAACCCCGCTACTCGAGTGACAGGCGTTTGCCCTCTTCCCACAAACTCATGTCTTGCGCATCAC
GTGTCCATAAGTCACTAACCACCCGACAATAGGAAGCCGCCGAGCTCGGCAAGGGTTCCTTCAAGTAATGATGATGCGTTGAGATCTTGTGAATGTACA
CCGAAAGCAGTCTCTAGATCGACATGCCTGAAAACGAAGGAGATGAGAGAAGTAGGTTGCAAGAAAAGTGGCAAGGGTTCCTTCAAGTAA

BRARZ01

> BRARZO01
AAACTCGATCGCGCGTCCTTTGTTCATCGATTTCCCCCACGACTCGAAACGTGCCCGCTACCCCGCTCGAGTCTTAATTTTTTGCGATATGACCGTAAT
TTTTTTTGGTGGGGGCATTTACCCCGCCACTCGAGCGATGGGCGCGTTTTTGCCCTCTCCTATTCCCACAGCCTCATTGAGCGCATCGTCACGTGTCAA
GCAGTCACTAACCATTCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGCAAGGGTTCAATTCAAGTAAAA

BRARZ02

> BRARZ02
ATCTCGATCGCGCGTCCTTTGTTCATCGATTTCCCCCACGACTCGAAACGTGCCCGCTACCCCGCTCGAGTTAAAAATTTTGCGATATGACCGTAATTT
TTTTTGGTGGGGGCATTTACCCCGCCACTCGAGCGATGGGCGCGTTTTTGCCCTCTCCTATTCCCACAGCCTCATTGAGCGCATCGTCACGTGTCAAGC
AGTCACTAACCATTCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGCAAGGGTCACTTCAAGTAAAA

BRAPAO1

> BRAPAO1
GATCGTGATCGCACGCCCTCTGCCCACCGACCCATCACTCGAATCAGTCTCGACTGAATATGCGCCTGTTACCCCGCTCGAGTACAAAATTTTGCGGTT
CAACCGTAATTTTTTGGTGGGGTCCATACCCCGCTACTCGAGTGACAGGCGCTTGCCCTCTTCCCACAAAATCTTGTGCATCACGTGTCAGCCAATCAG
TCACTAACCACTCGACAATAGGAAGCCGCCGAGCTCGGCAAGGGTCCCTTCAAGTAAA

BRAPAO2

> BRAPAO2
GCTGTTCTGATCGCACGTCCTCTGCCCATCGATCCATCACCCGAATCAGTCTCGACGACTGAACATGCGCCTGTTACCCCGCTCGAGTACAAAATTTTG
CGGTTCAATCGTAATTTTTTGGTGGGGCTTATACCCCGCTACTCGAGTGACAGGCGCTTGCCCTCTTCCCACAAAATCACTTGCGCATCACGTGTCAAT
CAGTCACTAACCACCCGACAATAGGAAGCCGCCGAGCTCGGCAAGGGTTCCTTCAAGTAA

BRAPAO3

> BRAPAQO3
GATGGACGATCGCACGCCCTCTGCCCACCGACCCATCACTCGAATCAGTCTCGACTGAATATGCGCCTGTTACCCCGCTCGAGTACAAAATTTTGCGGT
TCAACCGTAATTTTTTGGTGGGGTCCATACCCCGCTACTCGAGTGACAGGCGCTTGCCCTCTTCCCACAAAATCTTGTGCATCACGTGTCAGCCAATCA
GTCACTAACCACTCGACAATAGGAAGCCGCCGAGCTCGGCAAGGGTCCTTCAAGTAA
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CMPAO1

> CMPAOQO1
TTCTCGATCGCGCGTCCTTTGTACATCGATTTCCCCTACGACTCGAAACGTGCCCGCTACCCCGCTCGAGACCAAAAATTTTGCGATATGACCGTAATT
TTTTTGGTGGGGCATTTACCCCGCCACTCGAGCGATGGGCGCGTTTTTGCCCTTTCCTAGCCACAACTTCAATGAGCGCATCATCACGTGTCAAGCAGT
CACTAACCATCTGACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGCAAGGGCCCCTTCAAGTAAATA

CMPAOQ2

> CMPAQO2
GCTCACTGTATGCTGCATTCTAATCTTGATCCATCTATCGAAGCAGATTCGCACGATTGAATATGCGCCTGAACCCCGCTCGAGTACAAAATGTTGCGG
TTCAACCGAAATTTTTTTTGGTGGGGTTTCAACCCCGCTACTCAATGGAAAGGCGTTTGCCCTCTTCCCACAAACTCATGTCTTGCGCATCGAGAGTCC
ATAAGTAACTAACCCCGCGAGAAAATGAATGCGCCGAGCTCTCTTAGGGTTCCTTCAAGTAATGATGATGCGTTGAGATCTTGTGAATGTACACCGAAA
GCAGTCTCTAGATCGACATGCCTGAAAACGAAGGAGATGAGAGAAGTAGGTTGCAAGAAAAGTGGCAAGGGTTCCTTCAAGTAA

SRLPAO1

> SRLPAQO1
ACTTTTCTGATCGCACGCCCTCTGCCCATCGATCCATCACCCGAATCAGTCTCGACGACTGAACATGCGCCTGTTACCCCGCTCGAGTACAAAATTTTG
CGGTTCAATCGTAATTTTTTGGTGGGGCTTATACCCCGCTACTCGAGTGACAGGCGCTTGCCCTCTTCCCACAAAATCACTTGCGCATCACGTGTCAAT
CAGTCACTAACCACTCGACAATAGGAAGCCGCCGAGCTCGGCAAGGGTCCCTTCAAGTAA

SRLPAO2

> SRLPAQO2
GCTGCTGATCGCACGCCCTCTACCCACCGATCCATCAGTCGAATCAGTTACGACGATTGAATATGCGCCTGTTACCCCGCTCGAGTACAAAATTTTGCG
GTTCAACCGTATTTTTTTGGTGGGGTTTCAACCCCGCTACTCGAGCGACAGACGTTTGCCCTCTTCCCACAAACTCATGTCTTGTGCATCACGTGTCCA
TCAGCCACTAATCACCCGACAATAGGAAGCCGCCGAGCTCGGCAAGGGTCCCTTCAAGTAAA

P1PAO1

> P1PAO1
GCTTTCTGATCGCACGCCCTCTGCCCATCGATCCATCACCCGAATCAGTCTCGACGACTGAACATGCGCCTGTTAACCCGCTCGAGTACAAAATTTTGC
GGTTCAATCGTAATTTTTTGGTGGGGCTTATACCCCGCTACTCGAGTGACAGGCGCTTGCCCTCTTCCCACAAAATCACTTGCGCATCACGTGTCAATC
AGTCACTAACCACCCGACAATAGGAAGCCGCCGAGCTCGGCAAGGGTTCCTTCAAGTAA

P1RZ01

> P1RZO01
ATTCTCATCACGCGTCCTTTGCCCATCGATTTCCCCTACGACTCGAAACGTGCCCGCTACCCCGCTCGAGACCAAAAATTTTGCAATATGACCGTAATT
TTTTTGGTGGGGCACTTACCCCGCCACTTGAGCGACGGGAGCGTTTGCCCTCTTACCATTCTCACAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCAAGCAG
TCACTAACCATTCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGCAAGGGCCCTTTTCAAGTA

GXPA

> GXPA
GATGCGTGATCGCACGCCCTCTGCCCACCGATCCATCACTCGAATCAGTCTCGACTGAATATGCGCCTGTTACCCCGCTCGAGTACAAAATTTTGCGGT
TCAACCGTAATTTTTTGGTGGGGTCCATACCCCGCTACTCGAGTGACAGGCGCTTGCCCTCTTCCCACAAAATCTTGTGCATCACGTGTCAGCCAATCA
GTCACTAACCACTCGACAATAGGAAGCCGCCGAGCTCGGCAAGGGTTCCTTCAAGTAA

GXRZ

> GXRZ
TAGTCGCGGAGGGACATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCTTATGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCGCCCCGTAAAAAGGGAC
GGCCCGCCGCAGGAACCCTAAACTCTGTTTTTAGTGGAACTTCTGAGTATAAAAAACAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGC
ATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTG
GCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCCCAGCTTGGTGTTGGGAGCTGCAGTCCTGCTGCACTCCCCAAATACATTGGCGGTCACGT
CGAGCTTCCATAGCGTAGTAATTTACACATCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGGATCAGGTAG
GAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAAAAACCCAACCA
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MPRZ

> MPRZ
ATCAGCATCGCGCGTCCTTTGCCCATCGATTTCCCCTACGACTCGAAACGTGCCCGCTACCCCGCTCGAGCTTAAAATTTTGCAATATGACCGTAATTT
TTTTGGTGGGGCACTTACCCCGCCACTTGAGCGAAGGGAGCGTTTGCCCTCTTACCATTCTCACAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTGAAGCAGT
CACTAACCATTCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGCAAGGGTCCTTCAAGTAA

TVORZ

> TVORZ
ATATCTCATCGCGCGTCCTTTGCCCATCGATTTCCCCTACGACTCGAAACGTGCCCGCTACCCCGCTCGAGACCAAAAATTTTGCAATATGACCGTAAT
TTTTTTTGGTGGGGCACTTACCCCGCCACTTGAGCGACGGGAGCGTTTGCCCTCTTACCATTCTCACAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCAAGC
AGTCACTAACCATTCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGCAAGGGCTCATCAAGTAAAA

P2RZ

> P2RZ
CTCATCGATCGCGCGTCCTTTGCCCACCGATTTCCCTTACGATTCGAAACGTGCCTGCTACCCCGCTCGAGACCAAAAATTTTGCGATATGACCGTAAT
TTTTTTGGTGGGGCATTTACCCCGCCACTCGAGTGATGGGCGCGTTTTGCCCTTTCCTGTCCACAACCTCAATGAGCGCATTGTCACGTGTCAAACTAA
CCATTCGACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGCAAGGGCCTATCAAGTAAAA

BNA

>BNA
TACTCTCGATCGCGCGTCCTTTGCCCATCGATTCTCCATACGACTCGAAACGTGCCCGCTACCCCGCTCGAGATCTAATATTTTGCGATATGACCGTAA
TTTTTTTGGTGGGGCATTTACCCCGCCACTCGAGCGGCGATGCGCGTTTCTGCCCTCTCATTTCCACAACCTTCTGAGCGCATCGTCACGTGTTAAGCA
GTCACTAACCATTCGACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGCAAGGGCCCTTTCAAGTAAAA
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ANEXO II

Sequenciamento da regido ITS de isolados de Fusarium spp. provenientes de ervas daninhas coletadas em campo préximas a
bananeiras com sintomas de Fusariose

Isolado Sequéncia FASTA

>CMAA1807A
TGAGTCGCGGAGGACATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCACTTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACG
GCCCGCCAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCATAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCAT
VR - 039 A CGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCAATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGG
GCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCACAGCTTGGTGTTGGGACTCGCGTTAATTCGCGTTCCCCAAATTGATTGGCGGTCACGTCGAGCT
TCCATAGCGTAGTAGTAAAACCCTCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACC
CGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAAAAAACCAACC

>CMAA1807B
TGTAGTCGCGGAGGGACATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCACTTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGA
CGGCCCGCCAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCATAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGC
VR -039B ATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGG
CGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCACAGCTTGGTGTTGGGACTCGCGTTAATTCGCGTTCCCCAAATTGATTGGCGGTCACGTCGA
GCTTCCATAGCGTAGTAGTAAAACCCTCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAAT
ACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAAAAACCAACCA

> TRARZO1
TTAGTAGCGGAGGACATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCTATACGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCGCCCCGTAAAACGGGAC
GGCCCGCCCGAGGACCCTAAACTCTGTTTTTAGTGGAACTTCTGAGTAAAACAAACAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCAT
TRARZ01 CGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCG
GGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTCAGCTTGGTGTTGGGACTCGCGGTAACCCGCGTTCCCCAAATCGATTGGCGGTCACGTCGAGC
TTCCATAGCGTAGTAATCATACACCTCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTAAAACCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATA
CCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAAAAACCAACCA
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TRARZ02

>TRARZ02
TGGTGTCGCGGAGGGACATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCACTTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGA
CGGCCCGCCAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCATAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGC
ATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGG
CGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCACAGCTTGGTGTTGGGACTCGCGTTAATTCGCGTTCCTCAAATTGATTGGCGGTCACGTCGA
GCTTCCATAGCGTAGTAGTAAAACCCTCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAAT
ACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAAAAAAACCAACCA

TRARZ03

>TRARZ03
CATCGTAGCGGAGGACATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCACTTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACLC
GGCCCGCCAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCATAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCA
TCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGC
GGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCACAGCTTGGTGTTGGGACTCGCGTTAATTCGCGTTCCTCAAATTGATTGGCGGTCACGTCGAG
CTTCCATAGCGTAGTAGTAAAACCCTCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATA
CCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAAAAAACCAACCA

TRARZ04

>TRARZ04
CGGAGTCGCGGAGGACATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCTATACGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCGCCCCGTAAAAAGGGA
CGGCCCGCCCGAGGACCCCTAAACTCTGTTTTTAGTGGAACTTCTGAGTAAAACAAACAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGC
ATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGG
CGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTCAGCTTGGTGTTGGGACTCGCGGTAACCCGCGTTCCCCAAATCGATTGGCGGTCACGTCGA
GCTTCCATAGCGTAGTAATCATACACCTCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTAAAACCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAA
TACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAAAAACCCAACCA

TRAPAO1

>TRAPAO1L
TGAGTCGCGGAGGACATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCTATACGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCGCCCCGTAAAACGGGAC
GGCCCGCCCGAGGACCCTAAACTCTGTTTTTAGTGGAACTTCTGAGTAAAACAAACAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCAT
CGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCG
GGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTCAGCTTGGTGTTGGGACTCGCGGTAACCCGCGTTCCCCAAATCGATTGGCGGTCACGTCGAGC
TTCCATAGCGTAGTAATCATACACCTCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTAAAACCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATA
CCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAAAAAACCCAAAAACA

TRAPAO2

>TRAPAQO2
CTGCGTCGCGGAGGACATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCTATACGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCGCCCCGTAAAACGGGA
CGGCCCGCCCGAGGACCCCTAAACTCTGTTTTTAGTGGAACTTCTGAGTAAAACAAACAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGC
ATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGG
CGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTCAGCTTGGTGTTGGGACTCGCGGTAACCCGCGTTCCCCAAATCGATTGGCGGTCACGTCGA
GCTTCCATAGCGTAGTAATCATACACCTCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAA
TACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAGAAAAAACCAACCAA
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TRAPAO3

>TRAPAQO3
TGTGTCGCGGAGGACATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCTATACGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCGCCCTGTAAAAAGGGAC
GGCCCGCCCGAGGACCCTAAACTCTGTTTTTAGTGGAACTTCTGAGTAAAACAAACAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCAT
CGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCG
GGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTCAGCTTGGTGTTGGGACTCGCGGTAACCCGCGTTCCCCAAATCGATTGGCGGTCACGTCGAGC
TTCCATAGCGTAGTAATCATACACCTCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTAAAACCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATA
CCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAAAAACCAACCAATA

GSRZ01

>GSRZ01
TTGGTAGCGGAGGGACATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCTATACGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCGCCCCGTAAAACGGGA
CGGCCCGCCCGAGGACCCTAAACTCTGTTTTTAGTGGAACTTCTGAGTAAAACAAACAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCA
TCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGC
GGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTCAGCTTGGTGTTGGGACTCGCGGTAACCCGCGTTCCCCAAATCGATTGGCGGTCACGTCGAG
CTTCCATAGCGTAGTAATCATACACCTCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAAT
ACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAAAAAACCAACCA

GSRz02

>GSRZ02
TTGGTCGCGGAGGACATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCTATACGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCGCCCCGTAAAACGGGACL
GGCCCGCCCGAGGACCCTAAACTCTGTTTTTAGTGGAACTTCTGAGTAAAACAAACAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCAT
CGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCG
GGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTCAGCTTGGTGTTGGGACTCGCGGTAACCCGCGTTCCCCAAATCGATTGGCGGTCACGTCGAGC
TTCCATAGCGTAGTAATCATACACCTCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTAAAACCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATA
CCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAAAAAACCAACCA

GSRZ03

> GSRz03
TGTGGTAGCGGAGGGACATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCTATACGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCGCCCCGTAAAACGGG
ACGGCCCGCCCGAGGACCCTAAACTCTGTTTTTAGTGGAACTTCTGAGTAAAACAAACAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGC
ATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGG
CGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTCAGCTTGGTGTTGGGACTCGCGGTAACCCGCGTTCCCCAAATCGATTGGCGGTCACGTCGA
GCTTCCATAGCGTAGTAATCATACACCTCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTAAAACCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAA
TACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAAAAACCAACCA

GSPA01

> GSPAO1
CTTGTCGCGGAGGACATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCTATACGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCGCCCCGTAAAACGGGAC
GGCCCGCCCGAGGACCCTAAACTCTGTTTTTAGTGGAACTTCTGAGTAAAACAAACAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCAT
CGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCG
GGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTCAGCTTGGTGTTGGGACTCGCGGTAACCCGCGTTCCCCAAATCGATTGGCGGTCACGTCGAGC
TTCCATAGCGTAGTAATCATACACCTCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTAAAACCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATA
CCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAAAAAACCAACCA
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GSPAO02

> GSPAO2
TTTCGTCGCGGAGGGACATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCTATACGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCGCCCCGTAAAACGGG
ACGGCCCGCCCGAGGACCCTAAACTCTGTTTTTAGTGGAACTTCTGAGTAAAACAAACAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGC
ATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGG
CGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTCAGCTTGGTGTTGGGACTCGCGGTAACCCGCGTTCCCCAAATCGATTGGCGGTCACGTCGA
GCTTCCATAGCGTAGTAATCATACACCTCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTAAAACCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAA
TACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAAAAAAACCAACC

GSPAO3

> GSPAO3
TGAGTCGCGGAGGGACATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCTATACGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCGCCCCGTAAAACGGGA
CGGCCCGCCCGAGGACCCTAAACTCTGTTTTTAGTGGAACTTCTGAGTAAAACAAACAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCA
TCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGC
GGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTCAGCTTGGTGTTGGGACTCGCGGTAACCCGCGTTCCCCAAATCGATTGGCGGTCACGTCGAG
CTTCCATAGCGTAGTAATCATACACCTCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTAAAACCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAAT
ACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAAAAACCCAACCA

BRARZ01

> BRARZO01
TAGTAGCGGAGGACATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCAATTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGG
CCCGCCAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCATAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATC
GATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGG
GCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCCCCCGGGTTTGGTGTTGGGGATCGGCGAGCCCTCGCGGCAAGCCGGCCCCGAAATATAGTGGCGG
TCTCGCTGCAGCTTCCATTGCGTAGTAGTAAAACCCTCGCAACTGGTACGCGGCGCGGCCAAGCCGTTAAACACCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGGAT
CAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAAAAAACCAAACC

BRARZ02

> BRARZ02
TTTAGTCGCGGAGGGACATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCAATTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGA
CGGCCCGCCAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCATAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGC
ATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGG
CGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCCCTCGGGTTTGGTGTTGGGGATCGGCGAGCCTCACGGCAAGCCGGCCCCGAAATATAGTGGC
GGTCTCGCTGCAGCTTCCATTGCGTAGTAGTAAAACCCTCGCAACTGGTACGCGGCGCGGCCAAGCCGTTAAACCCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGG
ATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAAAAAACCAACCCA

BRAPAO1

> BRAPAQO1
TTGGTAGCGGAGGACATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCTATACGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCGCCCTGTAAAAAGGGAC
GGCCCGCCCGAGGACCCTAAACTCTGTTTTTAGTGGAACTTCTGAGTAAAACAAACAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCAT
CGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCG
GGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTCAGCTTGGTGTTGGGACTCGCGGTAACCCGCGTTCCCCAAATCGATTGGCGGTCACGTCGAGC
TTCCATAGCGTAGTAATCATACACCTCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTAAAACCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATA
CCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAAAAAACCCAACCA
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BRAPAO2

> BRAPAQO2
TTGTAAGCGGAGGGACATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCTATACGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCGCCCTGTAAAAAGGGA
CGGCCCGCCCGAGGACCCTAAACTCTGTTTTTAGTGGAACTTCTGAGTAAAACAAACAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCA
TCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGC
GGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTCAGCTTGGTGTTGGGACTCGCGGTAACCCGCGTTCCCCAAATCGATTGGCGGTCACGTCGAG
CTTCCATAGCGTAGTAATCATACACCTCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTAAAACCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAAT
ACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAAAAACCCAACCA

BRAPAO3

> BRAPAO3
TAGTCGCGGAGGGACATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCTATACGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCGCCCTGTAAAACGGGAC
GGCCCGCCCGAGGACCCTAAACTCTGTTTTTAGTGGAACTTCTGAGTAAAACAAACAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCAT
CGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCG
GGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGACTCGCGGTAACCCGCGTTCCCCAAATCGATTGGCGGTCACGTCGAGC
TTCCATAGCGTAGTAATCATACACCTCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTAAAACCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATA
CCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAAAAACCCAACCA

CMPAO1

> CMPAOQO1
TGGCGTCGCGGAGGACATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCAACTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGAC
GGCCCGCCAGAGGACCCCCAAACTCTGTTTCCATGTGTAACATCTGAGTAAAACCATAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCA
TCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGC
GGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCCCAGCTTGGTGTTGGGACTCGCGAGTCAAATCGCGTTCCCCAAATTGATTGGCGGTCACGTCG
AGCTTCCATAGCGTAGTAGCAAAACCCTCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAA
TACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAAAAAACCCAACCA

CMPAO02

> CMPAO2
TGAGTCGCGGAGGGACATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCTATACGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCGCCCCGTAAAACGGGA
CGGCCCGCCCGAGGACCCTAAACTCTGTTTTTAGTGGAACTTCTGAGTAAAACAAACAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCA
TCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGC
GGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTCAGCTTGGTGTTGGGACTCGCGGTAACCCGCGTTCCCCAAATCGATTGGCGGTCACGTCGAG
CTTCCATAGCGTAGTAATCATACACCTCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTAAAACCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAAT
ACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAAAAAAACCAACCA

SRLPAO1

> SRLPAQO1
TGCGTCGCGGAGGGACATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCTATACGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCGCCCCGTAAAAAGGGA
CGGCCCGCCCGAGGACCCCTAAACTCTGTTTTTAGTGGAACTTCTGAGTAAAACAAACAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGC
ATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGG
CGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTCAGCTTGGTGTTGGGACTCGCGGTAACCCGCGTTCCCCAAATCGATTGGCGGTCACGTCGA
GCTTCCATAGCGTAGTAATCATACACCTCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTAAAACCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAA
TACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAAAAAACCCAACCAA
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SRLPAO2

> SRLPAQO2
TTCGTCGCGGAGGGACATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCTATACGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCGCCCCGTAAAACGGGA
CGGCCCGCCCGAGGACCCTAAACTCTGTTTTTAGTGGAACTTCTGAGTAAAACAAACAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCA
TCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGC
GGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTCAGCTTGGTGTTGGGACTCGCGGTAACCCGCGTTCCCCAAATCGATTGGCGGTCACGTCGAG
CTTCCATAGCGTAGTAATCATACACCTCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTAAAACCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAAT
ACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAAAAACCAACCA

P1PAO1

> P1PAO1
TTCGTCGCGGAGGGACATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCTATACGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCGCCCCGTAAAACGGGA
CGGCCCGCCCGAGGACCCTAAACTCTGTTTTTAGTGGAACTTCTGAGTAAAACAAACAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCA
TCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGC
GGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTCAGCTTGGTGTTGGGACTCGCGGTAACCCGCGTTCCCCAAATCGATTGGCGGTCACGTCGAG
CTTCCATAGCGTAGTAATCATACACCTCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTAAAACCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAAT
ACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAAAAACCAACCA

P1RZ01

> P1RZO01
GAGTCGCGGAGGACATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCACTTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGG
CCCGCCAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCATAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATC
GATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGG
GCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCACAGCTTGGTGTTGGGACTCGCGTTAATTCGCGTTCCCCAAATTGATTGGCGGTCACGTCGAGCT
TCCATAGCGTAGTAGTAAAACCCTCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACC
CGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAAAAAACCCAACCA

GXPA

> GXPA
TGGGTCGCGGAGGGACATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCTATACGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCGCCCCGTAAAAAGGGA
CGGCCCGCCCGAGGACCCCTAAACTCTGTTTTTAGTGGAACTTCTGAGTAAAACAAACAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGC
ATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGG
CGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTCAGCTTGGTGTTGGGACTCGCGGTAACCCGCGTTCCCCAAATCGATTGGCGGTCACGTCGA
GCTTCCATAGCGTAGTAATCATACACCTCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTAAAACCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAA
TACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAAAAAAACCAACCA

GXRZ

> GXRZ
TAGTCGCGGAGGGACATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCTTATGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCGCCCCGTAAAAAGGGACG
GCCCGCCGCAGGAACCCTAAACTCTGTTTTTAGTGGAACTTCTGAGTATAAAAAACAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCAT
CGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCG
GGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCCCAGCTTGGTGTTGGGAGCTGCAGTCCTGCTGCACTCCCCAAATACATTGGCGGTCACGTCGAG
CTTCCATAGCGTAGTAATTTACACATCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATA
CCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAAAAACCCAACCA
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MPRZ

> MPRZ
TTGGTCGCGGAGGGACATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCACTTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGALC
GGCCCGCCAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCATAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCA
TCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGC
GGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCACAGCTTGGTGTTGGGACTCGCGTTAATTCGCGTTCCTCAAATTGATTGGCGGTCACGTCGAG
CTTCCATAGCGTAGTAGTAAAACCCTCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATA
CCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAAAAAACCAACCA

TVORZ

> TVORZ

ATAAGCGGAGGAAAAAAAACCCAACCA

LGTCGCGGAGGGACATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCACTTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGLC
CAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCATAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAA
ACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGT
BAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCACAGCTTGGTGTTGGGACTCGCGTTAATTCGCGTTCCTCAAATTGATTGGCGGTCACGTCGAGCTTCCATAGCGTAGTA
MAAACCCTCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATAT

P2RZ

> P2RZ
TGCGTCGCGGAGGGACATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCAATTGTTGCCTCGGCGGACAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACG
GCCCGCCAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCATAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCAT
CGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCG
GGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCCCCCGGGTTTGGTGTTGGGGATCGGCGAGCCCTTGCGGCAAGCCGGCCCCGAAATCTAGTGGCG
GTCTCGCTGCAGCTTCCATTGCGTAGTAGTAAAACCCTCGCAACTGGTACGCGGCGCGGCCAAGCCGTTAAACCCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGGA
TCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAAAAAAACCAACCA

BNA

>BNA
TAGTCGCGGAGGGACATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCAATTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACG
GCCCGCCAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCATAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCAT
CGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCG
GGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCCCAGCTTGGTGTTGGGACTCGCGAGTCAAATCGCGTTCCCCAAATTGATTGGCGGTCACGTCGA
GCTTCCATAGCGTAGTAGTAAAACCCTCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAAT
ACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAAAAAAACCAACCA




ANEXO Il

Sequenciamento do gene que codifica para TEF1-a de isolados de Fusarium spp. associados a adultos da espécie Cosmopolites
sordidus coletados em areas de bananeiras de parcelas de plantas com sintomas de Fusariose ou sadias

Cddigo

Sequéncia FASTA

DF+1

>DF+1
AGTACCAGTGATCATGTTCTTGATGAAGTCACGGTGACCGGGAGCGTCTGAGTGACATGTTAGTACTAGGAAATAGAGTGAGGCATGAGCGACAACATACCA
ATGACGGTGACATAGTAGCGGGGAGTCTCGAACTTCCAGAGAGCAATATCGATGGTGATACCACGCTCACGCTCGGCCTTGAGCTTGTCAAGAACCCAGGCG
TACTTGAAGGAACCCTTACCGAGCTCAGCGGCTTCCTATTGTCAGATGGTTAGTGACTGCTTGACACGTGATGATGCGCTCATTGAAGTTGTGGCTAGGAAA
GGGCAAAAACGCGCCCATCGCTCGAGTGGCGGGGTAAATGCCCCACCAAAAAAATTACGGTCATATCGCAAAATTTTTGGTCTCGAGCGGGGTAGCGGGCAC
GTTTCGAGTCGTAGGGGAAATCGATGTACAAAGGACGCGCGATCGAAGGGAAAGTGACTAACCTTCTCGAACTTCTCGATGGTTCGCTTGTCGATACCACCG
CACTGGTAGATCAAGTGACCGGTCTGTGTAGCCATGTCAGCATCTTGTTTCAAGAGGAATACCCCGCCAGGTCTTGGTGAGGGTTTCGATGGCAGATAAGCT
CATCATCGAGGGTAGTACTCACAGTGGTCGACTTGCCAGAGTCGACGTGGCCGATGACGACGACGTTAAG

DF+2

>DF+2
AGTACCAGTGATCATGTTCTTGATGAAATCACGGTGACCGGGAGCGTCTGAGTGATATGTTAGTACGAAGAGAAGTAGAATGAAGCATGAGCGACAACATAC
CAATGACGGTGACATAGTAGCGAGGAGTCTCGAACTTCCAGAGAGCAATATCGATGGTGATACCACGCTCACGCTCGGCCTTGAGCTTGTCAAGAACCCAGG
CGTACTTGAAGGAACCCTTACCGAGCTCAGCGGCTTCCTATTGTTGAATGGTTAGTGACTGCTTCACACGTGACGACGCACTCATTGAGGTTGTGAGAATGG
TAAGAGGGCAAACGCTCCCTTCGCTCAAGTGGCGGGGTAAGTGCCCCACCAAAAAAATTACGGTCATATTGCAAAATTTTTGGTCTCGAGCGGGGTAGCGGG
CACGTTTCGAGTCGTAGGGGAAATCGATGGGCAAAGGACGCGCGATTGAAGGGAAAGTGACTAACCTTCTCGAACTTCTCGATGGTTCGCTTGTCGATACCA
CCGCACTGGTAGATCAAGTGACCGGTCTGTGAAACGATGTCAGTATGTTGACTTTGAGAAATACCCCGCCAGGTCTTGGTCGGGATTGACGATGGCAGATAT
GCTCATTGTCGAGGAGTACTCACAGTGGTCGACTTGCCAGAGTCGACGTGGCCGATGACGACGACGTTAAG

DF+5a

DF+5b

>DF+5a
AGTACCAGTGATCATGTTCTTGATGAAATCACGGTGACCGGGAGCGTCTGAGTGATATGTTAGTACGAAGAGAAGTAGAATGAAGCATGAGCGACAACATAC
CAATGACGGTGACATAGTAGCGAGGAGTCTCGAACTTCCAGAGAGCAATATCGATGGTGATACCACGCTCACGCTCGGCCTTGAGCTTGTCAAGAACCCAGG
CGTACTTGAAGGAACCCTTACCGAGCTCAGCGGCTTCCTATTGTTGAATGGTTAGTGACTGCTTGACACGTGACGACGCACTCATTGAGGTTGTGAGAATGG
TAAGAGGGCAAACGCTCCCGTCGCTCAAGTGGCGGGGTAAGTGCCCCACCAAAAAAAATTACGGTCATATTGCAAAATTTTTGGTCTCGAGCGGGGTAGCGG
GCACGTTTCGAGTCGTAGGGGAAATCGATGGGCAAAGGACGCGCGATTGAAGGGAAAGTGACTAACCTTCTCGAACTTCTCGATGGTTCGCTTGTCGATACC
ACCGCACTGGTAGATCAAGTGACCGGTCTGTGAAACGATGTCAGTATGTTGACTTTGAGAAATACCCCGCCAGGTCTTGGTCGGGATTGACGATGGCAGATA
TGCTCATTGTCGAGGAGAGTACTCACAGTGGTCGACTTGCCAGAGTCGACGTGGCCGATGACGACGACGTTAAG

>DF+5b
AGTACCAGTGATCATGTTCTTGATGAAATCACGGTGACCGGGAGCGTCTGAGTGATATGTTAGTACGAAGAGAAGTAGAATGAAGCATGAGCGACAACATAC
CAATGACGGTGACATAGTAGCGAGGAGTCTCGAACTTCCAGAGAGCAATATCGATGGTGATACCACGCTCACGCTCGGCCTTGAGCTTGTCAAGAACCCAGG
CGTACTTGAAGGAACCCTTACCGAGCTCAGCGGCTTCCTATTGTTGAATGGTTAGTGACTGCTTGACACGTGACGACGCACTCATTGAGGTTGTGAGAATGG




TAAGAGGGCAAACGCTCCCGTCGCTCAAGTGGCGGGGTAAGTGCCCCACCAAAAAAAATTACGGTCATATTGCAAAATTTTTGGTCTCGAGCGGGGTAGCGG
GCACGTTTCGAGTCGTAGGGGAAATCGATGGGCAAAGGACGCGCGATTGAAGGGAAAGTGACTAACCTTCTCGAACTTCTCGATGGTTCGCTTGTCGATACC
ACCGCACTGGTAGATCAAGTGACCGGTCTGTGAAACGATGTCAGTATGTTGACTTTGAGAAATACCCCGCCAGGTCTTGGTCGGGATTGACGATGGCAGATA
TGCTCATTGTCGAGGAGAGTACTCACAGTGGTCGACTTGCCAGAGTCGACGTGGCCGATGACGACGACGTTAAG

97

DF+5c

>DF+5¢
AGTACCAGTGATCATGTTCTTGATGAAGTCACGGTGGCCGGGGGCGTCTGTTGATTGTTAGTGGTGAGACATGTGTGAGAGGTGACAGCAACATACCAATGA
CGGTGACATAGTAGCGGGGAGTCTCGAACTTCCAGAGGGCAATGTCGATGGTGATACCACGCTCACGCTCGGCCTTGAGCTTGTCAAGGACCCAGGCGTACT
TGAAGGAACCCTTACCGAGCTCAGCGGCTTCCTATTGTTGGACCGGTTAGCGTCTGTTGTGAACCACGTGATGATGCGCGCCAAGAGGGTTTGGTGTTTTTG
TGTGCAGGGATCAGGGCTTTGTCCAACGTCGCCCGAGTGGCGGGGTAAATGCCCCACCAAAAAAATTACGGTCGGACCGCAAAAATTTTGGAACTCGGGAGA
AGCGGGCGCAGAGCGTATCGCGAGGGAGGGGATTCGATGTGGAATAGCAAGGCGCGATCGGGGGAGATGTCACCAACCTTCTCGAACTTCTCGATGGTTCGC
TTGTCGATACCACCGCACTGGTAGATCAAGTGACCGGTCTGTAGATGATTGTCAGCATGAAGTGAATGATGAATACCCCGCCCGAGATGCCAGGCGGGGTTC
CACGACCCGAGATAAGTAGATCGCGATGAGGGTTTGACTTACGGTGGTCGACTTGCCAGAGTCGACGTGGCCGATGACGACGACGTTGAG

DF+6

>DF+6
AGTACCAGTGATCATGTTCTTGATGAAATCACGGTGACCGGGAGCGTCTGAGTGATATGTTAGTACGAAGAGAAGTAGAATGAAGCATGAGCGACAACATAC
CAATGACGGTGACATAGTAGCGAGGAGTCTCGAACTTCCAGAGAGCAATATCGATGGTGATACCACGCTCACGCTCGGCCTTGAGCTTGTCAAGAACCCAGG
CGTACTTGAAGGAACCCTTACCGAGCTCAGCGGCTTCCTATTGTTGAATGGTTAGTGACTGCTTCACACGTGACGACGCACTCATTGAGGTTGTGAGAATGG
TAAGAGGGCAAACGCTCCCTTCGCTCAAGTGGCGGGGTAAGTGCCCCACCAAAAAAATTACGGTCATATTGCAAAATTTTTGGTCTCGAGCGGGGTAGCGGG
CACGTTTCGAGTCGTAGGGGAAATCGATGGGCAAAGGACGCGCGATTGAAGGGAAAGTGACTAACCTTCTCGAACTTCTCGATGGTTCGCTTGTCGATACCA
CCGCACTGGTAGATCAAGTGACCGGTCTGTGAAACGATGTCAGTATGTTGACTTTGAGAAATACCCCGCCAGGTCTTGGTCGGGATTGACGATGGCAGATAT
GCTCATTGTCGAGGAGTACTCACAGTGGTCGACTTGCCAGAGTCGACGTGGCCGATGACGACGACGTTAAG

DF+8a

>DF+8a
AGTACCAGTGATCATGTTCTTGATGAAATCACGGTGACCGGGAGCGTCTGAGTGATATGTTAGTACGAAGAGAAGTAGAATGAAGCATGAGCGACAACATAC
CAATGACGGTGACATAGTAGCGAGGAGTCTCGAACTTCCAGAGAGCAATATCGATGGTGATACCACGCTCACGCTCGGCCTTGAGCTTGTCAAGAACCCAGG
CGTACTTGAAGGAACCCTTACCGAGCTCAGCGGCTTCCTATTGTTGAATGGTTAGTGACTGCTTGACACGTGACGACGCACTCATTGAGGTTGTGAGAATGG
TAAGAGGGCAAACGCTCCCGTCGCTCAAGTGGCGGGGTAAGTGCCCCACCAAAAAAAATTACGGTCATATTGCAAAATTTTTGGTCTCGAGCGGGGTAGCGG
GCACGTTTCGAGTCGTAGGGGAAATCGATGGGCAAAGGACGCGCGATTGAAGGGAAAGTGACTAACCTTCTCGAACTTCTCGATGGTTCGCTTGTCGATACC
ACCGCACTGGTAGATCAAGTGACCGGTCTGTGAAACGATGTCAGTATGTTGACTTTGAGAAATACCCCGCCAGGTCTTGGTCGGGATTGACGATGGCAGATA
TGCTCATTGTCGAGGAGAGTACTCACAGTGGTCGACTTGCCAGAGTCGACGTGGCCGATGACGACGACGTTAAG

DF+8b

>DF+8b
AGTACCAGTGATCATGTTCTTGATGAAATCACGGTGACCGGGAGCGTCTGAGTGATATGTTAGTACGAAGAGAAGTAGAATGAAGCATGAGCGACAACATAC
CAATGACGGTGACATAGTAGCGAGGAGTCTCGAACTTCCAGAGAGCAATATCGATGGTGATACCACGCTCACGCTCGGCCTTGAGCTTGTCAAGAACCCAGG
CGTACTTGAAGGAACCCTTACCGAGCTCAGCGGCTTCCTATTGTTGAATGGTTAGTGACTGCTTGACACGTGACGACGCACTCATTGAGGTTGTGAGAATGG
TAAGAGGGCAAACGCTCCCGTCGCTCAAGTGGCGGGGTAAGTGCCCCACCAAAAAAAATTACGGTCATATTGCAAAATTTTTGGTCTCGAGCGGGGTAGCGG
GCACGTTTCGAGTCGTAGGGGAAATCGATGGGCAAAGGACGCGCGATTGAAGGGAAAGTGACTAACCTTCTCGAACTTCTCGATGGTTCGCTTGTCGATACC
ACCGCACTGGTAGATCAAGTGACCGGTCTGTGAAACGATGTCAGTATGTTGACTTTGAGAAATACCCCGCCAGGTCTTGGTCGGGATTGACGATGGCAGATA
TGCTCATTGTCGAGGAGAGTACTCACAGTGGTCGACTTGCCAGAGTCGACGTGGCCGATGACGACGACGTTAAG




DF-2

>DF-2
GTACCAGTGATCATGTTCTTGATGAAGTCACGATGACCGGGAGCGTCTGAGTGATATGTTAGTACGAATAAAGGGAGAACGAGGCATGAGCGACAACATACC
AATGACGGTGACATAGTAGCGAGGAGTCTCGAACTTCCAGAGAGCAATATCGATGGTGATACCACGCTCACGCTCGGCCTTGAGCTTGTCAAGAACCCAGGC
GTACTTGAAGGAACCCTTACCGAGCTCAGCGGCTTCCTATTGTCGAGTGGTTAGTGACTGCTTGACACGTGACGATGCGCTCAGAAGGTTGTGAAAATGGAG
GGCAGAAACGCGCATCGCTCGAGTGGCGGGGTAAATGCCCCACCAAAAAAATTACGGTCATATCGCAAAATTTTTGGTCTCGAGCGGGGTAGCGGGCACGTT
TCTAGTCGTATGGAGAATCGATGGGCAGAGGACGCGCGATTGAAGGGAAAGTAACTAACCTTCTCGAACTTCTCGATGGTTCGCTTGTCGATACCACCGCAC
TGGTAGATCAAGTGACCGGTCTGTGGAGCGATGTCAGCATGTTATCTTGGTGATACCCCGCCAGATCTCGGTCGGGATAACGATGGCAGATAAGCTCATCGT
AGAGGGTAGTACTCACAGTGGTCGACTTGCCAGAGTCGACGTGGCCGATGACGACGACGTTAAG

98

DF-4a

>DF-4a
AGTACCAGTGATCATGTTCTTGATGAAGTCACGGTGGCCGGGGGCGTCTGTTGATTGTTAGTGGTGAGACATGTGTGAGAGGTGACAGCAACATACCAATGA
CGGTGACATAGTAGCGGGGAGTCTCGAACTTCCAGAGGGCAATGTCGATGGTGATACCACGCTCACGCTCGGCCTTGAGCTTGTCAAGGACCCAGGCGTACT
TGAAGGAACCCTTACCGAGCTCAGCGGCTTCCTATTGTTGGACCGGTTAGCGTCTGTTGTGAACCACGTGATGATGCGCGCCAAGAGGGTTTGGTGTTTTTG
TGTGCAGGGATCAGGGCTTTGTCCAACGTCGCCCGAGTGGCGGGGTAAATGCCCCACCAAAAAAATTACGGTCGGACCGCAAAAATTTTGGAACTCGGGAGA
AGCGGGCGCAGAGCGTATCGCGAGGGAGGGGATTCGATGTGGAATAGCAAGGCGCGATCGGGGGAGATGTCACCAACCTTCTCGAACTTCTCGATGGTTCGC
TTGTCGATACCACCGCACTGGTAGATCAAGTGACCGGTCTGTAGATGATTGTCAGCATGAAGTGAATGATGAATACCCCGCCCGAGATGCCAGGCGGGGTTC
CACGACCCGAGATAAGTAGATCGCGATGAGGGTTTGACTTACGGTGGTCGACTTGCCAGAGTCGACGTGGCCGATGACGACGACGTTGAG

DF-7a

>DF-7a
AGTACCAGTGATCATGTTCTTGATGAAGTCACGGTGACCGGGAGCGTCTGAGTGACATGTTAGTACTAGGAAATAGAGTGAGGCATGAGCGACAACATACCA
ATGACGGTGACATAGTAGCGGGGAGTCTCGAACTTCCAGAGAGCAATATCGATGGTGATACCACGCTCACGCTCGGCCTTGAGCTTGTCAAGAACCCAGGCG
TACTTGAAGGAACCCTTACCGAGCTCAGCGGCTTCCTATTGTCAGATGGTTAGTGACTGCTTGACACGTGATGATGCGCTCATTGAAGTTGTGGCTAGGAAA
GGGCAAAAACGCGCCCATCGCTCGAGTGGCGGGGTAAATGCCCCACCAAAAAAATTACGGTCATATCGCAAAATTTTTGGTCTCGAGCGGGGTAGCGGGCAC
GTTTCGAGTCGTAGGGGAAATCGATGTACAAAGGACGCGCGATCGAAGGGAAAGTGACTAACCTTCTCGAACTTCTCGATGGTTCGCTTGTCGATACCACCG
CACTGGTAGATCAAGTGACCGGTCTGTGTAGCCATGTCAGCATCTTGTTTCAAGAGGAATACCCCGCCAGGTCTTGGTGAGGGTTTCGATGGCAGATAAGCT
CATCATCGAGGGTAGTACTCACAGTGGTCGACTTGCCAGAGTCGACGTGGCCGATGACGACGACGTTAAG

DF-8

>DF-8
AGTACCAGTGATCATGTTCTTGATGAAGTCACGGTGGCCGGGGGCGTCTGTTGATTGTTAGTGGTGAGACATGTGTGAGAGGTGACAGCAACATACCAATGA
CGGTGACATAGTAGCGGGGAGTCTCGAACTTCCAGAGGGCAATGTCGATGGTGATACCACGCTCACGCTCGGCCTTGAGCTTGTCAAGGACCCAGGCGTACT
TGAAGGAACCCTTACCGAGCTCAGCGGCTTCCTATTGTTGGACCGGTTAGCGTCTGTTGTGAACCACGTGATGATGCGCGCCAAGAGGGTTTGGTGTTTTTG
TGTGCAGGGATCAGGGCTTTGTCCAACGTCGCCCGAGTGGCGGGGTAAATGCCCCACCAAAAAAATTACGGTCGGACCGCAAAAATTTTGGAACTCGGGAGA
AGCGGGCGCAGAGCGTATCGCGAGGGAGGGGATTCGATGTGGAATAGCAAGGCGCGATCGGGGGAGATGTCACCAACCTTCTCGAACTTCTCGATGGTTCGC
TTGTCGATACCACCGCACTGGTAGATCAAGTGACCGGTCTGTAGATGATTGTCAGCATGAAGTGAATGATGAATACCCCGCCCGAGATGCCAGGCGGGGTTC
CACGACCCGAGATAAGTAGATCGCGATGAGGGTTTGACTTACGGTGGTCGACTTGCCAGAGTCGACGTGGCCGATGACGACGACGTTGAG

DF-9a

>DF-9a

AGTACCAGTGATCATGTTCTTGATGAAGTCACGGTGACCGGGAGCGTCTGAGTGACATGTTAGTACTAGGAAATAGAGTGAGGCATGAGCGACAACATACCA
ATGACGGTGACATAGTAGCGGGGAGTCTCGAACTTCCAGAGAGCAATATCGATGGTGATACCACGCTCACGCTCGGCCTTGAGCTTGTCAAGAACCCAGGCG
TACTTGAAGGAACCCTTACCGAGCTCAGCGGCTTCCTATTGTCAGATGGTTAGTGACTGCTTGACACGTGATGATGCGCTCATTGAAGTTGTGGCTAGGAAA
GGGCAAAAACGCGCCCATCGCTCGAGTGGCGGGGTAAATGCCCCACCAAAAAAATTACGGTCATATCGCAAAATTTTTGGTCTCGAGCGGGGTAGCGGGCAC




GTTTCGAGTCGTAGGGGAAATCGATGTACAAAGGACGCGCGATCGAAGGGAAAGTGACTAACCTTCTCGAACTTCTCGATGGTTCGCTTGTCGATACCACCG
CACTGGTAGATCAAGTGACCGGTCTGTGTAGCCATGTCAGCATCTTGTTTCAAGAGGAATACCCCGCCAGGTCTTGGTGAGGGTTTCGATGGCAGATAAGCT
CATCATCGAGGGTAGTACTCACAGTGGTCGACTTGCCAGAGTCGACGTGGCCGATGACGACGACGTTAAG

99

DF-9b

>DF-9b
AGTACCAGTGATCATGTTCTTGATGAAGTCACGGTGACCGGGAGCGTCTGAGTGACATGTTAGTACTAGGAAATAGAGTGAGGCATGAGCGACAACATACCA
ATGACGGTGACATAGTAGCGGGGAGTCTCGAACTTCCAGAGAGCAATATCGATGGTGATACCACGCTCACGCTCGGCCTTGAGCTTGTCAAGAACCCAGGCG
TACTTGAAGGAACCCTTACCGAGCTCAGCGGCTTCCTATTGTCAGATGGTTAGTGACTGCTTGACACGTGATGATGCGCTCATTGAAGTTGTGGCTAGGARAA
GGGCAAAAACGCGCCCATCGCTCGAGTGGCGGGGTAAATGCCCCACCAAAAAAATTACGGTCATATCGCAAAATTTTTGGTCTCGAGCGGGGTAGCGGGCAC
GTTTCGAGTCGTAGGGGAAATCGATGTACAAAGGACGCGCGATCGAAGGGAAAGTGACTAACCTTCTCGAACTTCTCGATGGTTCGCTTGTCGATACCACCG
CACTGGTAGATCAAGTGACCGGTCTGTGTAGCCATGTCAGCATCTTGTTTCAAGAGGAATACCCCGCCAGGTCTTGGTGAGGGTTTCGATGGCAGATAAGCT
CATCATCGAGGGTAGTACTCACAGTGGTCGACTTGCCAGAGTCGACGTGGCCGATGACGACGACGTTAAG

KF+1b

>KF+1b
AGTACCAGTGATCATGTTCTTGATGAAGTCACGGTGGCCGGGGGCGTCTGTTGATTGTTAGTGGTGAGACATGTGTGAGAGGTGACAGCAACATACCAATGA
CGGTGACATAGTAGCGGGGAGTCTCGAACTTCCAGAGGGCAATGTCGATGGTGATACCACGCTCACGCTCGGCCTTGAGCTTGTCAAGGACCCAGGCGTACT
TGAAGGAACCCTTACCGAGCTCAGCGGCTTCCTATTGTTGGACCGGTTAGCGTCTGTTGTGAACCACGTGATGATGCGCGCCAAGAGGGTTTGGTGTTTTTG
TGTGCAGGGATCAGGGCTTTGTCCAACGTCGCCCGAGTGGCGGGGTAAATGCCCCACCAAAAAAATTACGGTCGGACCGCAAAAATTTTGGAACTCGGGAGA
AGCGGGCGCAGAGCGTATCGCGAGGGAGGGGATTCGATGTGGAATAGCAAGGCGCGATCGGGGGAGATGTCACCAACCTTCTCGAACTTCTCGATGGTTCGC
TTGTCGATACCACCGCACTGGTAGATCAAGTGACCGGTCTGTAGATGATTGTCAGCATGAAGTGAATGATGAATACCCCGCCCGAGATGCCAGGCGGGGTTC
CACGACCCGAGATAAGTAGATCGCGATGAGGGTTTGACTTACGGTGGTCGACTTGCCAGAGTCGACGTGGCCGATGACGACGACGTTGAG

KF+2a

>KF+2a
AGTACCAGTGATCATGTTCTTGATGAAGTCACGGTGACCGGGAGCGTCTGAGTGACATGTTAGTACTAGGAAATAGAGTGAGGCATGAGCGACAACATACCA
ATGACGGTGACATAGTAGCGGGGAGTCTCGAACTTCCAGAGAGCAATATCGATGGTGATACCACGCTCACGCTCGGCCTTGAGCTTGTCAAGAACCCAGGCG
TACTTGAAGGAACCCTTACCGAGCTCAGCGGCTTCCTATTGTCAGATGGTTAGTGACTGCTTGACACGTGATGATGCGCTCATTGAAGTTGTGGCTAGGAAA
GGGCAAAAACGCGCCCATCGCTCGAGTGGCGGGGTAAATGCCCCACCAAAAAAATTACGGTCATATCGCAAAATTTTTGGTCTCGAGCGGGGTAGCGGGCAC
GTTTCGAGTCGTAGGGGAAATCGATGTACAAAGGACGCGCGATCGAAGGGAAAGTGACTAACCTTCTCGAACTTCTCGATGGTTCGCTTGTCGATACCACCG
CACTGGTAGATCAAGTGACCGGTCTGTGTAGCCATGTCAGCATCTTGTTTCAAGAGGAATACCCCGCCAGGTCTTGGTGAGGGTTTCGATGGCAGATAAGCT
CATCATCGAGGGTAGTACTCACAGTGGTCGACTTGCCAGAGTCGACGTGGCCGATGACGACGACGTTAAG

KF+3b

>KF+3b
AGTACCAGTGATCATGTTCTTGATGAAGTCACGGTGACCGGGAGCGTCTGAGTGACATGTTAGTACTAGGAAATAGAGTGAGGCATGAGCGACAACATACCA
ATGACGGTGACATAGTAGCGGGGAGTCTCGAACTTCCAGAGAGCAATATCGATGGTGATACCACGCTCACGCTCGGCCTTGAGCTTGTCAAGAACCCAGGCG
TACTTGAAGGAACCCTTACCGAGCTCAGCGGCTTCCTATTGTCAGATGGTTAGTGACTGCTTGACACGTGATGATGCGCTCATTGAAGTTGTGGCTAGGAAA
GGGCAAAAACGCGCCCATCGCTCGAGTGGCGGGGTAAATGCCCCACCAAAAAAATTACGGTCATATCGCAAAATTTTTGGTCTCGAGCGGGGTAGCGGGCAC
GTTTCGAGTCGTAGGGGAAATCGATGTACAAAGGACGCGCGATCGAAGGGAAAGTGACTAACCTTCTCGAACTTCTCGATGGTTCGCTTGTCGATACCACCG
CACTGGTAGATCAAGTGACCGGTCTGTGTAGCCATGTCAGCATCTTGTTTCAAGAGGAATACCCCGCCAGGTCTTGGTGAGGGTTTCGATGGCAGATAAGCT
CATCATCGAGGGTAGTACTCACAGTGGTCGACTTGCCAGAGTCGACGTGGCCGATGACGACGACGTTAAG

KF+3

>KF+3
AGTACCAGTGATCATGTTCTTGATGAAGTCACGGTGACCGGGAGCGTCTGAGTGACATGTTAGTACTAGGAAATAGAGTGAGGCATGAGCGACAACATACCA




100

ATGACGGTGACATAGTAGCGGGGAGTCTCGAACTTCCAGAGAGCAATATCGATGGTGATACCACGCTCACGCTCGGCCTTGAGCTTGTCAAGAACCCAGGCG
TACTTGAAGGAACCCTTACCGAGCTCAGCGGCTTCCTATTGTCAGATGGTTAGTGACTGCTTGACACGTGATGATGCGCTCATTGAAGTTGTGGCTAGGAAA
GGGCAAAAACGCGCCCATCGCTCGAGTGGCGGGGTAAATGCCCCACCAAAAAAATTACGGTCATATCGCAAAATTTTTGGTCTCGAGCGGGGTAGCGGGCAC
GTTTCGAGTCGTAGGGGAAATCGATGTACAAAGGACGCGCGATCGAAGGGAAAGTGACTAACCTTCTCGAACTTCTCGATGGTTCGCTTGTCGATACCACCG
CACTGGTAGATCAAGTGACCGGTCTGTGTAGCCATGTCAGCATCTTGTTTCAAGAGGAATACCCCGCCAGGTCTTGGTGAGGGTTTCGATGGCAGATAAGCT
CATCATCGAGGGTAGTACTCACAGTGGTCGACTTGCCAGAGTCGACGTGGCCGATGACGACGACGTTAAG

>KF+4
GTACCAGTGATCATGTTCTTGATGAAGTCACGATGACCGGGAGCGTCTGAGTGATATGTTAGTACGAATAAAGGGAGAACGAGGCATGAGCGACAACATACC
AATGACGGTGACATAGTAGCGAGGAGTCTCGAACTTCCAGAGAGCAATATCGATGGTGATACCACGCTCACGCTCGGCCTTGAGCTTGTCAAGAACCCAGGC
GTACTTGAAGGAACCCTTACCGAGCTCAGCGGCTTCCTATTGTCGAGTGGTTAGTGACTGCTTGACACGTGACGATGCGCTCAGAAGGTTGTGAAAATGGAG
GGCAGAAACGCGCATCGCTCGAGTGGCGGGGTAAATGCCCCACCAAAAAAATTACGGTCATATCGCAAAATTTTTGGTCTCGAGCGGGGTAGCGGGCACGTT
TCTAGTCGTATGGAGAATCGATGGGCAGAGGACGCGCGATTGAAGGGAAAGTAACTAACCTTCTCGAACTTCTCGATGGTTCGCTTGTCGATACCACCGCAC
TGGTAGATCAAGTGACCGGTCTGTGGAGCGATGTCAGCATGTTATCTTGGTGATACCCCGCCAGATCTCGGTCGGGATAACGATGGCAGATAAGCTCATCGT
AGAGGGTAGTACTCACAGTGGTCGACTTGCCAGAGTCGACGTGGCCGATGACGACGACGTTAAG

KF+4

>KFE+7
GTACCAGTGATCATGTTCTTGATGAAATCACGGTGACCGGGAGCGTCTGAGTGATATGTTAGTACGAAGAGAAGTAGAATGAAGCATGAGCGACAACATACC
AATGACGGTGACATAGTAGCGAGGAGTCTCGAACTTCCAGAGAGCAATATCGATGGTGATACCACGCTCACGCTCGGCCTTGAGCTTGTCAAGAACCCAGGC
GTACTTGAAGGAACCCTTACCGAGCTCAGCGGCTTCCTATTGTTGAATGGTTAGTGACTGCTTCACACGTGACGACGCACTCATTGAGGTTGTGAGAATGGT
AAGAGGGCAAACGCTCCCTTCGCTCAAGTGGCGGGGTAAGTGCCCCACCAAAAAAATTACGGTCATATTGCAAAATTTTTGGTCTCGAGCGGGGTAGCGGGC
ACGTTTCGAGTCGTAGGGGAAATCGATGGGCAAAGGACGCGCGATTGAAGGGAAAGTGACTAACCTTCTCGAACTTCTCGATGGTTCGCTTGTCGATACCAC
CGCACTGGTAGATCAAGTGACCGGTCTGTGAAACGATGTCAGTATGTTGACTTTGAGAAATACCCCGCCAGGTCTTGGTCGGGATTGACGATGGCAGATATG
CTCATTGTCGAGGAGAGTACTCACAGTGGTCGACTTGCCAGAGTCGACGTGGCCGATGACGACGACGTTAAG

KF+7

>KF+8a
AGTACCAGTGATCATGTTCTTGATGAAGTCACGGTGGCCGGGGGCGTCTGTTGATTGTTAGTGGTGAGACATGTGTGAGAGGTGACAGCAACATACCAATGA
CGGTGACATAGTAGCGGGGAGTCTCGAACTTCCAGAGGGCAATGTCGATGGTGATACCACGCTCACGCTCGGCCTTGAGCTTGTCAAGGACCCAGGCGTACT
TGAAGGAACCCTTACCGAGCTCAGCGGCTTCCTATTGTTGGACCGGTTAGCGTCTGTTGTGAACCACGTGATGATGCGCGCCAAGAGGGTTTGGTGTTTTTG
TGTGCAGGGATCAGGGCTTTGTCCAACGTCGCCCGAGTGGCGGGGTAAATGCCCCACCAAAAAAATTACGGTCGGACCGCAAAAATTTTGGAACTCGGGAGA
AGCGGGCGCAGAGCGTATCGCGAGGGAGGGGATTCGATGTGGAATAGCAAGGCGCGATCGGGGGAGATGTCACCAACCTTCTCGAACTTCTCGATGGTTCGC
TTGTCGATACCACCGCACTGGTAGATCAAGTGACCGGTCTGTAGATGATTGTCAGCATGAAGTGAATGATGAATACCCCGCCCGAGATGCCAGGCGGGGTTC
CACGACCCGAGATAAGTAGATCGCGATGAGGGTTTGACTTACGGTGGTCGACTTGCCAGAGTCGACGTGGCCGATGACGACGACGTTGAG

KF+8a

>KF+8b

AGTACCAGTGATCATGTTCTTGATGAAGTCACGGTGACCGGGAGCGTCTGAGTGACATGTTAGTACTAGGAAATAGAGTGAGGCATGAGCGACAACATACCA
ATGACGGTGACATAGTAGCGGGGAGTCTCGAACTTCCAGAGAGCAATATCGATGGTGATACCACGCTCACGCTCGGCCTTGAGCTTGTCAAGAACCCAGGCG
TACTTGAAGGAACCCTTACCGAGCTCAGCGGCTTCCTATTGTCAGATGGTTAGTGACTGCTTGACACGTGATGATGCGCTCATTGAAGTTGTGGCTAGGARAA
GGGCAAAAACGCGCCCATCGCTCGAGTGGCGGGGTAAATGCCCCACCAAAAAAATTACGGTCATATCGCAAAATTTTTGGTCTCGAGCGGGGTAGCGGGCAC
GTTTCGAGTCGTAGGGGAAATCGATGTACAAAGGACGCGCGATCGAAGGGAAAGTGACTAACCTTCTCGAACTTCTCGATGGTTCGCTTGTCGATACCACCG

KF+8b
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CACTGGTAGATCAAGTGACCGGTCTGTGTAGCCATGTCAGCATCTTGTTTCAAGAGGAATACCCCGCCAGGTCTTGGTGAGGGTTTCGATGGCAGATAAGCT
CATCATCGAGGGTAGTACTCACAGTGGTCGACTTGCCAGAGTCGACGTGGCCGATGACGACGACGTTAAG

>KF+8c
GTACCAGTGATCATGTTCTTGATGAAGTCACGGTGGCCGGGGGCGTCTGTTGATTGTTAGTGGTGAGACATGTGTGAGAGGTGACAGCAACATACCAATGAC
GGTGACATAGTAGCGGGGAGTCTCGAACTTCCAGAGGGCAATGTCGATGGTGATACCACGCTCACGCTCGGCCTTGAGCTTGTCAAGGACCCAGGCGTACTT
GAAGGAACCCTTACCGAGCTCAGCGGCTTCCTATTGTTGGACCGGTTAGCGTCTGTTGTGAACCACGTGATGATGCGCGCCAAGAGGGTTTGGTGTTTTTGT
GTGCAGGGATCAGGGCTTTGTCCAACGTCGCCCGAGTGGCGGGGTAAATGCCCCACCAAAAAAATTACGGTCGGACCGCAAAAATTTTGGAACTCGGGAGAA
GCGGGCGCAGAGCGTATCGCGAGGGAGGGGATTCGATGTGGAATAGCAAGGCGCGATCGGGGGAGATGTCACCAACCTTCTCGAACTTCTCGATGGTTCGCT
TGTCGATACCACCGCACTGGTAGATCAAGTGACCGGTCTGTAGATGATTGTCAGCATGAAGTGAATGATGAATACCCCGCCCGAGATGCCAGGCGGGGETTCC
ACGACCCGAGATAAGTAGATCGCGATGAGGGTTTGACTTACGGTGGTCGACTTGCCAGAGTCGACGTGGCCGATGACGACGACGTTGAG

KF+8c

>KF-10b
GTACCAGTGATCATGTTCTTGATGAAATCACGGTGACCGGGAGCGTCTGAGTGATATGTTAGTACGAAGAGAAGTAGAATGAAGCATGAGCGACAACATACC
AATGACGGTGACATAGTAGCGAGGAGTCTCGAACTTCCAGAGAGCAATATCGATGGTGATACCACGCTCACGCTCGGCCTTGAGCTTGTCAAGAACCCAGGC
GTACTTGAAGGAACCCTTACCGAGCTCAGCGGCTTCCTATTGTTGAATGGTTAGTGACTGCTTCACACGTGACGACGCACTCATTGAGGTTGTGAGAATGGT
AAGAGGGCAAACGCTCCCTTCGCTCAAGTGGCGGGGTAAGTGCCCCACCAAAAAAATTACGGTCATATTGCAAAATTTTTGGTCTCGAGCGGGGTAGCGGGL
ACGTTTCGAGTCGTAGGGGAAATCGATGGGCAAAGGACGCGCGATTGAAGGGAAAGTGACTAACCTTCTCGAACTTCTCGATGGTTCGCTTGTCGATACCAC
CGCACTGGTAGATCAAGTGACCGGTCTGTGAAACGATGTCAGTATGTTGACTTTGAGAAATACCCCGCCAGGTCTTGGTCGGGATTGACGATGGCAGATATG
CTCATTGTCGAGGAGAGTACTCACAGTGGTCGACTTGCCAGAGTCGACGTGGCCGATGACGACGACGTTAAG

KF-10b

>KF-5a
GTACCAGTGATCATGTTCTTGATGAAGTCACGATGACCGGGAGCGTCTGAGTGATATGTTAGTACGAATAAAGGGAGAACGAGGCATGAGCGACAACATACC
AATGACGGTGACATAGTAGCGAGGAGTCTCGAACTTCCAGAGAGCAATATCGATGGTGATACCACGCTCACGCTCGGCCTTGAGCTTGTCAAGAACCCAGGC
GTACTTGAAGGAACCCTTACCGAGCTCAGCGGCTTCCTATTGTCGAGTGGTTAGTGACTGCTTGACACGTGACGATGCGCTCAGAAGGTTGTGAAAATGGAG
GGCAGAAACGCGCATCGCTCGAGTGGCGGGGTAAATGCCCCACCAAAAAAATTACGGTCATATCGCAAAATTTTTGGTCTCGAGCGGGGTAGCGGGCACGTT
TCTAGTCGTATGGAGAATCGATGGGCAGAGGACGCGCGATTGAAGGGAAAGTAACTAACCTTCTCGAACTTCTCGATGGTTCGCTTGTCGATACCACCGCAC
TGGTAGATCAAGTGACCGGTCTGTGGAGCGATGTCAGCATGTTATCTTGGTGATACCCCGCCAGATCTCGGTCGGGATAACGATGGCAGATAAGCTCATCGT
AGAGGGTAGTACTCACAGTGGTCGACTTGCCAGAGTCGACGTGGCCGATGACGACGACGTTAAG

KF-5a

>KF-5b
GTACCAGTGATCATGTTCTTGATGAAGTCACGATGACCGGGAGCGTCTGAGTGATATGTTAGTACGAATAAAGGGAGAACGAGGCATGAGCGACAACATACC
AATGACGGTGACATAGTAGCGAGGAGTCTCGAACTTCCAGAGAGCAATATCGATGGTGATACCACGCTCACGCTCGGCCTTGAGCTTGTCAAGAACCCAGGC
GTACTTGAAGGAACCCTTACCGAGCTCAGCGGCTTCCTATTGTCGAGTGGTTAGTGACTGCTTGACACGTGACGATGCGCTCAGAAGGTTGTGAAAATGGAG
GGCAGAAACGCGCATCGCTCGAGTGGCGGGGTAAATGCCCCACCAAAAAAATTACGGTCATATCGCAAAATTTTTGGTCTCGAGCGGGGTAGCGGGCACGTT
TCTAGTCGTATGGAGAATCGATGGGCAGAGGACGCGCGATTGAAGGGAAAGTAACTAACCTTCTCGAACTTCTCGATGGTTCGCTTGTCGATACCACCGCAC
TGGTAGATCAAGTGACCGGTCTGTGGAGCGATGTCAGCATGTTATCTTGGTGATACCCCGCCAGATCTCGGTCGGGATAACGATGGCAGATAAGCTCATCGT
AGAGGGTAGTACTCACAGTGGTCGACTTGCCAGAGTCGACGTGGCCGATGACGACGACGTTAAG

KF-5b

>KF-5cC
KF-5¢ AGTACCAGTGATCATGTTCTTGATGAAGTCACGGTGGCCGGGGGCGTCTGTTGATTGTTAGTGGTGAGACATGTGTGAGAGGTGACAGCAACATACCAATGA
CGGTGACATAGTAGCGGGGAGTCTCGAACTTCCAGAGGGCAATGTCGATGGTGATACCACGCTCACGCTCGGCCTTGAGCTTGTCAAGGACCCAGGCGTACT
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TGAAGGAACCCTTACCGAGCTCAGCGGCTTCCTATTGTTGGACCGGTTAGCGTCTGTTGTGAACCACGTGATGATGCGCGCCAAGAGGGTTTGGTGTTTTTG
TGTGCAGGGATCAGGGCTTTGTCCAACGTCGCCCGAGTGGCGGGGTAAATGCCCCACCAAAAAAATTACGGTCGGACCGCAAAAATTTTGGAACTCGGGAGA
AGCGGGCGCAGAGCGTATCGCGAGGGAGGGGATTCGATGTGGAATAGCAAGGCGCGATCGGGGGAGATGTCACCAACCTTCTCGAACTTCTCGATGGTTCGC
TTGTCGATACCACCGCACTGGTAGATCAAGTGACCGGTCTGTAGATGATTGTCAGCATGAAGTGAATGATGAATACCCCGCCCGAGATGCCAGGCGGGGTTC
CACGACCCGAGATAAGTAGATCGCGATGAGGGTTTGACTTACGGTGGTCGACTTGCCAGAGTCGACGTGGCCGATGACGACGACGTTGAG

>KF-7
AGTACCAGTGATCATGTTCTTGATGAAGTCACGGTGGCCGGGGGCGTCTGTTGATTGTTAGTGGTGAGACATGTGTGAGAGGTGACAGCAACATACCAATGA
CGGTGACATAGTAGCGGGGAGTCTCGAACTTCCAGAGGGCAATGTCGATGGTGATACCACGCTCACGCTCGGCCTTGAGCTTGTCAAGGACCCAGGCGTACT
TGAAGGAACCCTTACCGAGCTCAGCGGCTTCCTATTGTTGGACCGGTTAGCGTCTGTTGTGAACCACGTGATGATGCGCGCCAAGAGGGTTTGGTGTTTTTG
TGTGCAGGGATCAGGGCTTTGTCCAACGTCGCCCGAGTGGCGGGGTAAATGCCCCACCAAAAAAATTACGGTCGGACCGCAAAAATTTTGGAACTCGGGAGA
AGCGGGCGCAGAGCGTATCGCGAGGGAGGGGATTCGATGTGGAATAGCAAGGCGCGATCGGGGGAGATGTCACCAACCTTCTCGAACTTCTCGATGGTTCGC
TTGTCGATACCACCGCACTGGTAGATCAAGTGACCGGTCTGTAGATGATTGTCAGCATGAAGTGAATGATGAATACCCCGCCCGAGATGCCAGGCGGGGTTC
CACGACCCGAGATAAGTAGATCGCGATGAGGGTTTGACTTACGGTGGTCGACTTGCCAGAGTCGACGTGGCCGATGACGACGACGTTGAG

KF-7

>KF-9
GTACCAGTGATCATGTTCTTGATGAAATCACGGTGACCGGGAGCGTCTGAGTGATGTGTTAGTACGAAGAGAAGTAGAATGAAGCATGAGCGACAACATACC
AATGACGGTGACATAGTAGCGAGGAGTCTCGAACTTCCAGAGAGCAATATCGATGGTGATACCACGCTCACGCTCGGCCTTGAGCTTGTCAAGAACCCAGGL
GTACTTGAAGGAACCCTTACCGAGCTCAGCGGCTTCCTATTGTTGAATGGTTAGTGACTGCTTGACACGTGACGACGCACTCATTGAGGTTGTGAGAATGGT
AAGAGGGCAAACGCTCCCGTCGCTCAAGTGGCGGGGTAAGTGCCCCACCAAAAAAATTACGGTCATATTGCAAAATTTTTGGTCTCGAGCGGGGTAGCGGGC
ACGTTTCGAGTCGTAGGGGAAATCGATGGGCAAAGGACGCGCGATTGAAGGGAAAGTGACTAACCTTCTCGAACTTCTCGATGGTTCGCTTGTCGATACCAC
CGCACTGGTAGATCAAGTGACCGGTCTGTGAAACGATGTCAGTATGTTGACTTTGAGAAATACCCCGCCAGGTCTTGGTCGGGATTGACGATGGCAGATATG
CTCATTGTCGAGGAGAGTACTCACAGTGGTCGACTTGCCAGAGTCGACGTGGCCGATGACGACGACGTTAAG

KF-9




