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RESUMO

Fungos filamentosos do género Trichoderma possuem capacidade de parasitar
fungos fitopatogénicos de solo e promover o crescimento e resisténcia a estresses bioticos
e abioticos em plantas hospedeiras. Estas espécies ja sdo vendidas comercialmente como
biofertilizantes e bioprotetores, no entanto pouco se sabe dos mecanismos envolvidos
neste processo. No presente trabalho, foram gerados mutantes de 7. harzianum através
da técnica de transformacgdo aleatoria mediada por Agrobacterium tumefaciens para
identificar genes com papel no crescimento e atividade antagdnica desta espécie. Foram
gerados 168 mutantes e destes T25, T26 e T40 apresentaram menor taxa de crescimento
e esporulacdo em comparagdo com o isolado parental. As modificacdes genéticas nos
mutantes também diminuiram a sua atividade antagOnica, observada pelo teste de
confronto em placas. No entanto, ndo foram visualizadas diferencas no padrdo de
enovelamento de hifas dos mutantes sobre as hifas de Sclerotinia sclerotiorum
comparando-se com o fungo selvagem. A mutagdo no genoma dos mutantes T25 e T26
foi identificada em genes codificadores de proteinas hipotéticas, porém para o mutante
T40, a mutacdo ocorreu no gene codificador da gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase,
GAPDH. Os dados gerados neste trabalho mostraram que o padrdo de crescimento e
esporulacdo afetaram a interagdo dos fungos mutantes com o fungo S. sclerotiorum,
porém testes adicionais deverdo ser realizados para que se possa concluir este trabalho e

entender o processo de interacao entre Trichoderma spp e seus hospedeiros.

Palavras chave: Trichoderma harzianum; micoparasitismo; biocontrole



ABSTRACT

Filamentous fungi of the genus Trichoderma have the ability to parasitize soil
phytopathogenic fungi and promote growth and resistance to biotic and abiotic stresses
in host plants. These species are already sold commercially as biofertilizers and
bioprotectors, however little is known of the mechanisms involved in this process. In the
present work, mutants of T. harzianum were generated through the random
transformation technique mediated by Agrobacterium tumefaciens to identify genes with
role in the growth and antagonistic activity of this species. 168 mutants were generated
and of these T25, T26 and T40 showed lower growth rate and sporulation compared to
the parent isolate. Genetic modifications in the mutants also decreased their antagonistic
activity, as observed by the plaque confrontation test. However, no differences were
observed in the pattern of mutant hyphae mutants on the hyphae of Sclerotinia
sclerotiorum compared to wild fungus. The mutation in the T25 and T26 mutant genomes
was identified in genes encoding hypothetical proteins, but for the T40 mutant, the
mutation occurred in the gene encoding glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase,
GAPDH. The data generated in this work showed that the pattern of growth and
sporulation affected the interaction of the mutant fungi with the S. sclerotiorum fungus,
but additional tests should be performed in order to conclude this work and to understand

the interaction process between Trichoderma spp and its hosts.

Keywords: Trichoderma harzianum; mycoparasitism; biocontrol
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1. INTRODUGAO

Fungos filamentosos do género Trichoderma pertencem a familia Hypocreaceae, da
ordem Hypocreales, do filo Ascomycota. Quanto & morfologia a maioria das espécies dentro
deste género se caracteriza pela alta producdo de conidios, geralmente de coloracdo verde ou
amarelada (Figura 1A), uninucleados e ovdides (Figura 1C). Em espécies de Trichoderma, a
conidiacdo envolve a diferenciacdo do apice nos conidiéforos (Figura 1B) em uma célula
reprodutiva especializada chamada de fiélide, que passa pelo processo de sucessivas divisdes
mitoticas formando os conidios (Betina & Zajacova 1978). Outro tipo de célula encontrada é o
clamiddsporo, que é um tipo de conidio resistente, com paredes espessas que pode sobreviver
em condicdes ambientais desfavoraveis, como auséncia de nutrientes, pH desfavoravel e baixas
temperaturas. Os clamiddsporos sdo unicelulares, globosos a subglobosos, sendo formados
dentro das hifas ou nas suas pontas (Staib & Morschhause 2007).

Figura 1. Morfologia caracteristica de crescimento de Trichoderma harzianum. Colonia crescendo em meio BDA
(A). Conididforo (B). Conidios uninucleados (C) (Samuels et al., 2006).

As espécies deste género caracterizam-se ainda por utilizarem uma grande variedade de
compostos como fonte de carbono e nitrogénio, serem resistentes a inibidores produzidos por
outros microrganismos e tolerantes a diferentes tipos de fungicidas (Almeida et al, 2007). Alem
disto, tem alta taxa de crescimento e capacidade de degradar carboidratos estruturais e nédo
estruturais. Estas caracteristicas ecoldgicas os possibilitam competir e colonizar de forma

eficiente diferentes biomas (Seidl et al, 2009).



Este género inclui fungos de solo, que podem ser saprofitas, micoparasitas ou simbiontes
de plantas. As espéecies micoparasitas tais como Trichoderma atroviride, Trichoderma virens,
Trichoderma asperellum e Trichoderma harzianum parasitam fungos fitopatogénicos de solo, por
exemplo, Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum e Fusarium solani, inibindo seu crescimento
ou levando o hospedeiro & morte (Nawrocka et al., 2017; Herrera-Téllez et al., 2019). A
atividade micoparasita destas espécies e seu potencial de utilizagdo como agentes de controle
bioldgico foi reconhecido primeiramente por Weindling no comeco da década de 1930, quando
este autor descreveu a acdo micoparasita de Trichoderma contra fungos do género Rhizoctonia
e Sclerotinia e seus efeitos benéficos no controle das patologias causadas por estes fungos.
(Rubio, M. B. et al., 2014; Waghunde, R. R. et al., 2016; Contreras-Cornejo et al., 2016).

Este trabalho pioneiro estimulou pesquisas nesta area e hoje produtos comerciais a base
de Trichoderma, em sua maioria T. harzianum ja sdo utilizados no biocontrole de Sclerotinia
sclerotiorum, Fusarium solani, Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani (Benitez et al.,
2004; Shoresh et al., 2010). Estes produtos representam uma alternativa sustentavel para os
tratamentos quimicos poluentes, largamente utilizados no controle de doencas flngicas em
culturas no Brasil e no mundo (Btaszczyk et al. 2014; Ramada et al., 2015; Steindorff et al.,
2012).

As espécies micoparasitas acima descritas se caracterizam também por estabelecer
relagbes simbidticas com plantas hospedeiras colonizando o tecido radicular ou até mesmo o
tecido vascular (Btaszczyk, L. et al. 2014; Druzhinina, et al. 2011; Guzman-Guzman, P. et al.
2017). A associacdo entre espécies de Trichoderma e plantas é benéfica para as hospedeiras,
tendo como efeitos positivos, a promocgao de crescimento, aumento da captacdo de nutrientes e
inducdo de resisténcia a estresses bioticos e abioticos (Guzman-Guzman, P. et al.,2017; Rubio,
M. B. et al., 2014; Blaszczyk, L. et al. 2014). Desta forma, além de sua aplicacdo como agentes
de biocontrole T. atroviride, T.virens, T.asperellum e T. harzianum sdo estudadas para utilizacéo
como biofertilizadores e biofortificantes de plantas (Mukherjee et al., 2012). Assim como,
visando a sua utilizacdo na inducdo de resisténcia de plantas hospedeiras a agentes patogénicos
(Guzméan-Guzman, P.et al., 2017; Freitas, et al., 2013; Harman, G. E. et al, 2006).



O controle bioldgico ou biocontrole envolve 0 uso de organismos benéficos e seus
produtos, para reduzir os efeitos negativos dos fitopatdgenos e promover efeitos benéficos para
a planta. Este é um processo dindmico no qual organismos vivos sdo utilizados para inibir ou
evitar o crescimento e proliferacdo de outros organismos (Pal et al., 2006). Foi primeiramente
utilizado para controlar insetos, acaros e ervas daninhas, posteriormente, sua aplica¢do tornou-
se mais ampla e outros invertebrados, patdgenos de plantas e mesmo alguns vertebrados séo

agora considerados alvos (Gal-Hemed et al., 2011).

A efetividade de um agente de biocontrole depende de sua habilidade de se estabelecer
no bioma no qual sera introduzido, e, portanto, é influenciada por fatores climaticos, por sua
habilidade em competir por nutrientes e espaco, de resistir a efeitos inibitorios dos
microrganismos que estdo no mesmo ambiente, assim como, de se propagar (Gal-Hemed et al.,
2011). Também é importante que o agente de biocontrole ndo afete a estrutura da comunidade
microbiana nativa associada na regido da rizosfera benéfica a planta hospedeira. Desta forma,
ainda é necessaria a busca por agentes de biocontrole mais eficientes e que atendam estas
exigéncias. Em alternativa a busca por novos agentes de biocontrole, agentes com aplicacdo

consolidada podem ser utilizados no desenvolvimento de novas linhagens.

1.1 Antagonismo de espécies de Trichoderma

A atividade micoparasita ou antagonismo de T. atroviride, T. harzianum, T. virens, e T.
asperellum contra seus hospedeiros envolve a combinacdo de diferentes mecanismos como
competicdo, antibiose e micoparasitismo (Li et al., 2016). A competicdo pode ser pelo
espaco, mas também por nutrientes. Seu crescimento rapido, alta taxa de conidiacéo e
producdo de sider6foros faz com que sejam eficientes competidores por espaco e nutrientes,

limitando os fungos fitopatogénicos na rizosfera.

A antibiose ¢ caracterizada pela producéo de compostos com atividade antimicrobiana,
dentro os quais, espécies reativas de oxigénio (ROS), peptideos, policetideos, pironas, terpenos
volateis e ndo volateis que inibem o crescimento de microrganismos na rizosfera (Medina et al.,
2001; Stoppacher et al., 2010; Atanasova et al. 2013; Li et al., 2016).



O micoparasitismo é um processo complexo que envolve eventos sequenciais, incluindo
reconhecimento, contato entre micoparasita e hospedeiro, penetracdo das hifas hospedeiras por
meio de degradacdo das estruturas celulares e morte do hospedeiro (Elad, 1995; Benitez et al.,
2004; Druzhinina et al., 2011). Foi demonstrado para a espécie T. atroviride que receptores do
tipo GPCRs, moléculas receptoras acopladas a proteinas G, tem papel no reconhecimento dos
fungos hospedeiros por este micoparasita. Estes receptores interagem com moléculas
sinalizadoras produzidas pelo hospedeiro e esta interacdo desencadeia uma série de eventos
relacionados ao micoparasitismo, como: o crescimento do micoparasita em direcdo ao seu
hospedeiro, aumento da expressdo de genes que codificam enzimas para a biossintese de
metabdlitos secundarios e de hidrolases de parede celular fingica (Harman et al., 2004; Xue et
al., 2008; Omann et al., 2012). Mutantes de T. atroviride silenciados para o gene gprl se tornam
avirulentos em ensaios de confronto, sendo incapazes de se ligar e lisar as hifas de fungos

hospedeiros (Omann et al., 2012).

O fungo micoparasita, portanto, reconhece o seu hospedeiro cresce em sua diregdo e
estabelece o contato. Uma vez estabelecido o contato, as hifas dos micoparasitas se enrolam em
torno das hifas dos fungos hospedeiros, formando estruturas denominadas apresoria, que
aumentam a superficie de contato e favorecem a sua penetracao direta na parede celular da hifa
do hospedeiro (Rocha-Ramirez et al., 2002; Howell, 2003; Harman et al., 2004). Este contato
também desencadeia uma cascata de sinalizacdo mediada por proteinas G levando a atividade
de proteinas quinases ativadas por mitdgeno (MAPKSs), que modulam as atividades de fatores
de transcricdo (TFs) e consequentemente desencadeiam a expressdo de genes que codificam
enzimas para a biossintese de metabolitos secundarios e de lise da parede celular, as hidrolases
de parede celular fungica, quitinases, proteases, -glucanase, N-acetilglicosaminidase que
levam ao rompimento da parede celular, resultando na morte das células hospedeiras (Figura 2)
(Druzhininaetal., 2011; Omann et al., 2012; Mukherjee et al., 2012; Yaoet al, 2016; Atanasova
etal., 2018).
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Figura 2. Mecanismo do micoparasitismo de Hypocrea / Trichoderma spp com seus hospedeiros. Figura alterada
de (Druzhinina et al., 2011).

As quitinases, proteases, 3-1,3glucanases, f-1,6glucanases e N-acetilglicosaminidases
favorecem a penetracdo das hifas hospedeiras por sua acao na hidrélise da parede celular (Vinale
et al., 2008; Druzhinina et al., 2011). A hidrdlise da parede celular também favorece a acdo dos
peptideos e metabolitos secundarios com atividade antifungica facilitando o acesso ao interior

da hifa hospedeira (Atanasova et al., 2018).

A producdo destas enzimas durante 0 micoparasitismo de espécies de Trichoderma ja
foi relatada na interacdo com diferentes fungos fitopatogénicos. Como por exemplo, no secretoma
de T. harzianum cultivado na presenca de parede celular de Fusarium solani, S. sclerotiorum e
Rhizoctonia solani (Almeida et al., 2007; Qualhato et al., 2013; Ramada et al., 2016).

Steindorff e colaboradores (2014) também demonstraram 0 aumento na expressao dos
genes que codificam hidrolases de parede celular em T. harzianum cultivado na presenca de

parede celular do fungo fitopatogénico S. sclerotiorum. Neste trabalho, foram mapeados 3396



genes diferencialmente expressos antes, durante e depois do contato do fungo micoparasita com
as hifas de patogeno S. sclerotiorum, destes 392 foram antes do contato, 256 durante o contato
e 2748 depois do contato (Figura 3) (Steindorf, 2016). Genes exclusivos também foram
identificados em cada um dos estagios da interacdo. Além dos genes que codificam as hidrolases
de parede celular fangica, genes que codificam proteases, como a Peptidase S8, Peptidase C14,
transportadores, small cysteine rich proteins e enzimas do metabolismo secundario também

foram detectados como diferencialmente expressos (Steindorf, 2016).
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Figura 3. Diagrama de Venn dos 3396 genes diferencialmente expressos, com expressao diminuida e aumentada em
T. harzianum antes de estabelecer o contato com Sclerotinia sclerotiorum (BC), durante o contato (C) e ap6s o
contato (AC) (Steindorf, 2016).

Apesar da disponibilidade na literatura de uma série de genes e proteinas
diferencialmente expressos na interacdo entre espécies de Trichoderma e seus hospedeiros,
ainda é necesséario a validacdo de seu papel nestes processos e a completa elucidacdo dos
mecanismos pelos quais estas espécies parasitam seus hospedeiros ou estabelecem relagGes

benéficas com plantas hospedeiras. A identificacdo e validacdo de genes criticos nestes



processos também tem impacto na utilizagdo comercial de espécies de Trichoderma, podendo
ser utilizados para o desenvolvimento de linhagens mais efetivas no controle de fitopatdgenos,

na promocdao de crescimento e bioprotecdo de plantas hospedeiras.

A validacdo de genes com papel nas interacdes acima mencionadas pode ser
realizada pela supresséo da expressao dos genes que se pretende estudar, podendo ser utilizadas
as técnicas de recombinacdo homdloga de genes, RNA interferente, CRISPR-CAS 9 e
transformacéo genética aleatdria. A transformacéo genética aleatdria diferente das demais ndo

se baseia na escolha prévia do gene a ser estudado e segue descrita abaixo.

1.2 Transformacéo genética aleatdria de fungos mediada por Agrobacterium tumefasciens

A técnica de transformacdo mediada por A. tumefaciens (ATMT) se utiliza da estratégia de
viruléncia desta bactéria que integra 0 DNA plasmidial chamado Ti (tumor inducing), mais
espefificamente a regido de transferéncia de DNA, chamada T-DNA, de forma aleatdria no genoma de
hospedeiros. O T-DNA contém genes que codificam os hormonios vegetais, auxina e citocinina e genes
codificadores de opinas sendo flanqueados por regides com 25 pares de bases repetidas chamadas borda
esquerda (left border — LB) e borda direita (right border — RB) (Gelvin, 2003; Michielse et al., 2005;
Pitzschke, 2010), como mostrado na figura 4. Para utilizacdo na ATMT o plasmideo Ti precisa ser
“desarmado”, que consiste na remogao dos oncogenes e dos genes de metabolizacdo de opinas do T-
DNA (HIEI et al., 1997). Os genes removidos sdo substituidos por genes que codificam resisténcia para
serem utilizados como marca de sele¢do durante a transformacéo e um gene repérter que serdo inseridos

no genoma da célula hospedeira.
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de flanqueamento do T-DNA, dos oncogenes e inseridas em um vetor binario. A regido vir codifica as proteinas
de transferéncia. Esta confuso ainda.

Para a transformagdo de fungos com A. tumefaciens estes sao cultivados em um mesmo
meio de cultura, co-cultivo, contendo acetosiringona. Esta molécula ¢ reconhecida pela bactéria
por receptor especifico levando a transcri¢ao de genes de proteinas com papel na excisao do T-
DNA do plasmido Ti, seu transporte e integragdo no genoma do fungo alvo. O T-DNA linear se
liga a proteina VirD2 que € reconhecida pelo sistema de secre¢do do tipo IV na membrana da
célula bacteriana e este material ¢ exportado. O T-DNA linear associado a proteinas Vir, que
contém sequéncias sinalizadoras para que sejam transportadas ao nucleo da célula hospedeira,
alcancam o nucleo da célula hospedeira e o0 T-DNA ¢ integrado no DNA cromossoma de forma

aleatoria (Forsburg et al., 2001; Silva, et al., 2004; Bhadauria, et al. 2009; Idnurm et al., 2017).
(Figura 5).
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Figura 5. Um resumo do processo de transformacdo de fungos por A.fumefaciens. No passo (a), a molécula
acetosseringona presente no meio de transformagdo € reconhecida pela bactéria, desencadeando (b) a expressdo de
genes dentro do DNA cromossomico. No estagio (c), o T-DNA ¢ retirado do plasmidio. Secregdo do T-DNA (d).
Na etapa (e), entrada do T-DNA na célula do fungo. No evento final (f), o T-DNA se insere no DNA cromossomico
do fungo (Idnurm et al., 2017).

Para identificar a regido de insercdo do T-DNA no genoma do fungo Liu e Whittier (1995)
desenvolveram a técnica Thermal Asymmetric Interlaced PCR (TAIL-PCR). Esta técnica
emprega trés ciclos de PCR com trés primers especificos (SP) que possuem alta temperatura de
Melting (Tm) a partir das sequéncias conhecidas das regi¢fes da borda esquerda (LB) e direita
(RB) e primers degenerados arbitrarios (AD) que possuem Tm baixa para ligacao as sequéncias
desconhecidas. Este método utiliza a especificidade da PCR através do aumento da eficiéncia
de ligagcdo dos primers especificos e diminuindo a eficiéncia de ligagdo dos primers AD a

temperaturas elevadas a partir das reagdes secundarias e terciarias. O produto da reacdo primaria



é utilizado como molde para a reacdo secundaria. Assim, 0 mesmo acontece para a reagdo
terciaria, onde se utiliza como molde o produto da reacdo secundaria. O produto da reacao
terciaria pode ser usado para analise de identificacdo do local de insercdo do T-DNA no genoma
do hospedeiro (Liu et al., 1995; Fujimoto et al., 2016; Li et al., 2017).

1.3 Sclerotinia sclerotiorum e controle de doencas fangicas em plantas

O patogeno Sclerotinia sclerotiorum € o agente causal da doenca conhecida como mofo-
branco, podriddo da haste de esclerotinia ou podriddo branca de esclerotinia. Esse fungo é
cosmopolita e polifago, de ampla ocorréncia mundial, com aproximadamente 408 espécies de
plantas hospedeiras (Boland & Hall, 1994). Este patdgeno pode se desenvolver nas regides
produtoras de feijdo comum do pais e ao longo de todo o periodo vegetativo e reprodutivo da
cultura (Bolton et al., 2006; Meyer et al., 2017). Dados de producéo de soja no estado de Goias
mostram que os principais problemas de perda estéo ligados a ocorréncia de mofo branco, sendo
estimado que cerca de 10 milhdes de hectares da area brasileira de cultivo de soja estejam
infestados pelo patdgeno (CONAB, 2017). Na China, a colza (Brassica napus) € uma das
principais culturas de plantas oleaginosas e S. sclerotiorum, é o responsavel pelas maiores perdas
producdo anualmente (Wang et al., 2014).

Este patogeno pertencente ao filo Ascomycota, classe Discomycetes, ordem Helotiales e
familia Sclerotiniaceae, ja foi muito bem caracterizado do ponto de vista morfoldgico e ciclo
de vida. E constituido por hifas hialinas, septadas, multinucleadas e ramificadas, caracteriza-se
também por produzir esclerddios, estruturas de resisténcia formadas inicialmente pelo
enovelamento de hifas e que se tornam escuras e muito rigidas. Esta estrutura € uma caracteristica
importante para sua sobrevivéncia durante condi¢cGes ambientais adversas, podendo sobreviver

no solo na forma de esclerdédios por varios anos.

O mofo branco causado por S. sclerotiorum é de dificil controle. Como para outras

doencas fungicas a principal forma de controle é atraves do uso de fungicidas quimicos, porém
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esse processo além de ocasionar impactos ao meio ambiente, pode levar ao surgimento de
patdgenos resistentes e pragas secundarias (Pires et al, 2003; Carvalho et al., 2015). Os
principais fungicidas de controle de S. sclerotiorum sdo fenilpiridinilaminas (fluazinam),
carboxamidas (fluopyram e procimidona) sendo que a taxa de controle pode variar entre 67%-
85% (Meyer et al., 2017).

A resisténcia a fungicidas em populacGes de fitopatdgenos possui trés fases: emergéncia,
selecdo e ajuste. O surgimento de adaptacdo ao agente quimico envolve a geracdo de uma
deformac&o de resisténcia via mutagdo, também chamada de resisténcia adquirida, e nesta fase
a selecdo resulta em um aumento da proporcao que é resistente na populacao (Milgroom et al.,
1988). Uma vez que a populacdo resistente atingiu um nivel intermediario na fase de ajuste, uma
mudanca na dose do fungicida ou no modo de acdo é necesséria para alcancar o controle da
doenca. Quando isso ocorre, os fungicidas quimicos podem ainda eliminar microrganismos ja
estabelecidos no solo que sdo benéficos as plantas e inespecificos ao agente quimico
aumentando assim, sua suscetibilidade aos patdgenos de solo (Milgroom et al., 1988; Pires et
al, 2003).

O controle biolégico surge como uma estratégia complementar ao tratamento quimico,
podendo contribuir para a reducdo de seu uso e assim, pode evitar contaminag¢fes no solo por
agroguimicos, a contaminacao de fontes de agua superficiais e subterraneas, como rios lagos e
lencdis freaticos em adicdo aos problemas acima mencionados. De fato ja existe o interesse em
adequar o sistema de controle de doengas e produgdo na agricultura brasileira, como o Projeto
de Lei N° 6.670/16 que institui a Politica Nacional de Reducdo de Agrotéxicos que institui
medidas para o fortalecimento para producdo de produtos organicos, a agricultura agroecoldgica
e o controle biologico (FAPESP, 2018).
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

O presente trabalho teve como objetivo a andlise de de mutantes de Trichoderma
harzianum TR274 visando identificar genes com papel na biologia desta espécie e que estejam

relacionados com sua atividade antagonica.

2.2 Especificos

Caracterizar os mutantes T25, T26 e T40 quanto ao crescimento e producdo de conidios em
diferentes meios de cultura;
Analisar a interagdo da linhagem parental de 7. harzianum e mutantes T25, T26 e T40 com S.
sclerotiorum e esclerodios;

Identificar a modificagdo genética nos mutantes T25, T26 e T40.

12



3 METODOLOGIA

3.1 Microrganismos e sua manutencao

Neste estudo, foram utilizados como microrganismos modelo o fungo parental selvagem
T. harzianum TR274 e o fungo fitopatogénico S. sclerotiorum mantidos na colegdo de fungos
do Laboratdrio de Enzimologia da Universidade de Brasilia. A biblioteca de mutantes do T.
harzianum TR274 foi construida e cedida pela Dra. Leia Cecilia de Lima Favaro do Laboratorio
de Biologia Energética, Embrapa Agropecuaria, Parque Estacdo Biologica S/N. Para a
manutencéo dos fungos estes foram cultivados em meio BDA (10% [m/v] de batata, 2% (m/v)
de glicose e 2% [m/v] de &gar) a 28° C por 7 dias, e posteriormente estocados em ultrafreezer a
-80°C. Para obtencdo da biblioteca de T. harzianum foi utilizada a técnica de transformacéo
mediada por Agrobacterium utilizando o vetor pFAT-gfp (Figura 2). Este vetor contém o T-DNA
desarmado, no qual os oncogenes foram substituidos pelo gene de resisténcia a higromicina. A
biblioteca obtida contém 168 transformantes que foram nomeados de T1 a T168. Em uma
triagem inicial 3 mutantes denominados T25, T26 e T40 apresentaram diminuicdo em sua
atividade proteolitica, taxa de crescimento e de esporulagdo quando comparados ao isolado

parental T. harzianum TR274 e por isto foram selecionados para as caracterizagdes posteriores.
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Figura 6. Mapa do vetor pFAT-gfp utilizado na transformag&o de Trichoderma harzianum TR274. (RB)
Borda direita do T-DNA. (LB) (em vermelho) borda esquerda do T-DNA (em verde). (hph) Gene de
resisténcia a higromicina B de E. coli. (zzpC 3°) Sinal de terminacéo transcricional do gene trpC de A.
nidulans.(Na p-gpd) Promotor do gene gliceraldeido-3-fosfato de A. nidulans. (Gc p-gpd) promotor do
gene gpd de G. cingulata. (Ge gpd 3°) Sinal de terminagao transcricional do gene gpd de G. cingulata.

(Sp R) Gene de resisténcia a espectionomicina. (RK2 oviV) origem de replicagdo vegetativa rk2. (RL2 oril)
Origem de tranferécnia RK2. (322 ori) Origem de replicacéo de pBR322. (trfA) Gne de replicagdo de trfA
de Rk2. (gfp) Gene da proteina verde fluorescente pGreen Lantern ( Life Techonologies ). Fonte Favaro,
(2009).

3.2 Taxa de crescimento e esporulagdo

O crescimento dos fungos foi realizado em placas de Petri contendo os meios de
cultura, Agar-Batata-Glicose (BDA: 20 g/L (m/v) de caldo de batata com percentiual de
20% de caldo (v/v), 2% (m/v) de agar e 2% (m/v) de dextrose) e meio minimo (MM:
NaNO3z 0,6% (m/v), KCI 0,05 % (m/v), KH2PO4 0,15% (m/v), ZnSO4 0,001% (m/v) e
FeSO4 0,001% (m/v) (Pontecorvo et al., 1953; Vargas et al., 2009. Um disco da cultura
do isolado parental e mutantes foi inoculado em uma placa contendo meio BDA ou meio

minimo, as placas inoculadas foram incubadas a 28°C e os diametros de crescimento dos
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fungos medidos apés 24, 48, 72 e 96 horas. Este experimento foi realizado em duplicata.
Foram calculadas as médias dos didmetros do crescimento dos mutantes e isolado
parental obtidos dos dois experimentos. A analise estatistica foi realizada no software
SigmaPlot. Utilizando a média eos valores e desvio padrdo de cada amostra, foi
realizado o teste Anova Two Way. As amostras foram comparadas para analise de
diferencas significativas (Teste Tukey) a cada ponto de crescimento nos tempos de 24,
48,72 e 96 horas.

Para a quantificacdo de conidios, discos das culturas de cada um dos mutantes e
do isolado selvagem cultivados em meio BDA foram coletados e inoculados em frascos
erlenmeyer contendo arroz parboilizado previamente hidratado e autoclavado. Apds 10
dias de crescimento a temperatura de 28°C sem agitacdo, adicionou-se a cada um dos
frascos 100 mL de &gua destilada autoclavada e a suspensdo obtida foi utilizada na
contagem de conidios. A contagem foi realizada utilizando cAmara de Newbauer e

microscopio optico Primo Star Zeizz.

3.3 Analise morfologica das hifas e estruturas de reproducéao

Em placas de petri contendo cultura do isolado parental e mutantes foram
adicionados 1 mL de agua destilada autocladava e realizada raspagem para obtencéo de
material para analise em microscopio éptico Primo Star Zeizz acoplado a camera Canon
G10. Os materiais coletados foram transferidos para laminas e selado com laminulas. As

imagens foram observadas com aumentos 40 vezes e registradas.

3.4 Atividade antagénica:
3.4.1 Teste de confronto em placas

Em placas de Petri de 8,5 cm de didmetro contendo meio BDA, foi inoculado em
um dos extremos um disco de cultura dos fungos T. harzianum TR274 ou T25 ou T26
ou T40 e no extremo oposto foi inoculado um disco de cultura do fungo S. sclerotiorum.
Ap0s 7 dias de crescimento, com base no crescimento dos fungos foi feita a classificagcdo

antagbnica baseada na escala de Bell D. L., Wells H. D. (1982). Esta classificacdo é feita
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em notas de 1 a 5 de acordo com o crescimento do fungo: para notas menores que 3, a
classificacdo é dada como eficiente; para notas iguais a 3, o fungo antagdnico é
classificado como moderado; e para pontuagbes acima de 3, o fungo antagénico é
ineficiente (figura 7). Para atribuicdo destas notas, a placa de Petri é dividida em 8 partes
iguais. A nota 1 é dada quando fungo antag6nico cresce sobre o patdgeno ocupando toda
a placa; a nota 2 é dada quando o fungo antagdnico cresce 7/8 da placa. Para nota 2,5,
o fungo antagonico cresceu 5/8 da placa. Para a nota 3, o fungo cresceu 4/4 da placa.
Nota 3,5 o fungo antagonico cresceu sobre 3/8 da placa. Nota 4 caso o fungo antagonico
cresceu sobre 1/8 da superficie da placa. Nota 5 caso o fungo antagdnico néo cresceu e

sim o patogeno.

<3

Q/K/\X\

ANT PAT

QY%

Pontuagdo< 3 Eficiente
Pontuagdo = 3 Moderado
Pontuagdo > 3 Ineficiente

Figura 7. Esquema do método de Bell D. K., WellS H. D., (1982) para classificar linhagens de fungos
antagdnicos em ensaios de atividade antagénica em placa. ANT: Linhagens de fungos antagénicos, alterar
por micoparasita. PAT: linhagens de patogenos.
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3.4.2 Analise da interacdo entre T. harzianum TR274, T25, T26, T40 e S.

Sclerotiorum por microscopia eletrénica de varredura

Discos de 5 mm dos meios destas culturas foram retirados das areas de contato
entre S. sclerotiorum e T. harzianum TR274 e os mutantes T25, T26 e T40. Estes foram
fixados em solucdo Karnovsky (paraformaldeido a 8%; glutaraldeido 25% em tampé&o
fosfato na concentracdo. Apos a fixacdo os materiais foram lavados por 4 vezes com
tampdo cacodilato 0,05M pH 7,2 e pés-fixado em solucdo de tetroxido de 6smio e
tampé&o cacodilato em uma proporgéo 1:1 por 1 hora. Em seguida, foi realizada uma
série de quatro lavagens com tampao cacodilato 0,05M pH 7,2 e desidratacdo em série
aquosa de acetona em concentracdes de 30, 50, 70, e 100% por 15 minutos nas trés
primeiras concentracdes, e duas vezes por 10 min na concentracao final de 100%. Logo
apos a desidratacao foi feita a secagem ao ponto critico com diéxido de carbono CO, de
30 a 37°C no equipamento CPD 030-Balzers e metalizacdo com ouro no equipamento
Sputter Coater 050, para posterior visualizagdo no microscopio eletronico de varredura
modelo JSM 840 empresa JEOL Company. As andlises por microscopia eletrdnica de
varredura (MEV) foram realizadas no laboratério de Microscopia Eletrénica da

Universidade de Brasilia— UnB.

3.4.3 Teste de interacdo com esclerddios

Para andlise da interacdo dos fungos mutantes e do selvagem com
esclerddios de S. sclerotiorum, primeiramente foi realizado trés lavagens com solucéo
NaCl 2% autoclavada durante 7 minutos dos esclerddios contendo micélio dos fungos
na superficie da estrutura de resisténcia. Em placas de Petri contendo meio BDA foram
colocados trés esclerddios e em seguida nas extremidades foram colocados disco das
culturas contendo conidios dos fungos mutantes e parental. As placas foram incubadas
a 28°C e o tempo de interacdo foi contado a partir do crescimento dos fungos sobre 0s
esclerodios. Apos 72 horas de interacdo, os esclerodios foram retirados com pincas
estéreis, colocados em tubos de 2 mL e armazenados em temperatura ambiente para
analise em microscopia eletrdnica de varredura (MEV). As amostras foram fixadas em
solugdo Karnovsky (paraformaldeido a 8%; glutaraldeido 25% em tampéo fosfato na

concentracdo. Apos a fixacdo os materiais foram lavados por 4 vezes com tampéo
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cacodilato 0,05M pH 7,2 e pos-fixado em solucdo de tetroxido de 6smio e tampao
cacodilato em uma proporcéo 1:1 por 1 hora. Em seguida, foi realizada uma série de
quatro lavagens com tampéo cacodilato 0,05M pH 7,2 e desidratacdo em série aquosa
de acetona em concentragdes de 30, 50, 70, e 100% por 15 minutos nas trés primeiras
concentragdes, e duas vezes por 10 min na concentracédo final de 100%. Logo apos a
desidratacdo foi feita a secagem ao ponto critico com dioxido de carbono CO, de 30 a
37°C no equipamento CPD 030-Balzers e metalizagdo com ouro no equipamento Sputter
Coater 050, para posterior visualizacdo no microscopio eletrénico de varredura modelo
JSM 840 empresa JEOL Company. As analises por microscopia eletrénica de varredura
(MEV) foram realizadas no laboratério de Microscopia Eletrdnica da Universidade de
Brasilia — UnB.

3.5 Dosagem da atividade de hidrolases de parede celular fungica

A atividade de B-1,3-glicanases foi relizada conforme descrito emRamada et al.
(2010). O ensaio enzimatico foi realizado utilizando-se 10 pL e amostra,20 pL do
substrato laminarina (Sigma) 0,75% (m/v) em tampdo acetato de s6dio 50 mM pH 5,0.
Este foi incubado a 50 °C por 10 minutos, a reacdo foi parada pela adi¢do de 100 pL do
reagente acido 3,5-dinitrosalicilico (aDNS) e os tubos de reacdo fervidos por 5 minutos.
A absorbancia foi lida a 550 nm utilizando-se o aparelho Soft Max. ma unidade
especifica (U/mg) de B-1,3-glucanase foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para a producdo de 1 pumol de aclcar redutor por minuto (1 pmol/ min) por

mg de proteinas do sobrenadante.

A atividade proteolitica foi relizada conforme descrito em Ramada et al. (2010).
O ensaio enzimatico foi realiado utilizando-se 10uL de amostra foram incubados em 40
puL de tampédo Tris-HCI 50 mM pH 7,0 e 40 pL de azocaseina 0,25% (m/v) por 30
minutos em temperatuda de 37°C um termociclador. A reagéo foi parada com adicao de
100 pL de acido tricloroacético 10% (m/v) em 4 °C por 10 minutos. A reacdo foi
centrifugada a 10000 g por 15 minutos e 100 pL da reagéo foram transferidos para uma
placa de ELISA seguida pela adigdo de 100 pL de NaOH 1 M. A absorbancia foi
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determinada a 450 nm em um leitor de microplacas Soft Max. A absorbancia obtida foi

considerada a atividade enzimatica.

A concentracdo de proteinas foi determinada pelo método descrito por Bradford
(1976) utilizando albumina de soro bovino como padréo. A leitura da absorbancia foi

realizada a 595 nm em espectrofotometro Soft Max 6.2.2 GxP a 595 nm.

As andlises estatisticas foram realizadas com as medias das atividades especificas
dos mutantes e isolado parental obtidos nas indugfes para cada enzima. A anélise
estatistica foi realizada no software SigmaPlot. Utilizando a média dos valores das
atividades especificas e o desvio padrdo de cada amostra, foi realizado o teste Anova
Two Way. As amostras foram comparadas para analise de diferencas significativas
(Teste Tukey) a cada ponto de crescimento nos tempos de 24, 48, 72 e 96 horas na

presenca de micélio autoclavado de S. sclerotiorum.

3.6 Identificacdo da modificacdo genética nos mutantes T25, T26 e T40

Um disco da cultura em meio BDA dos isolados selvagem T. harzianum TR274
e mutantes T25, T26 e T40 foram inoculados em frascos conicos erlenmeyer contendo
200 mL de meio liquido MYG 2% (m/v), (2% m/v) Glicose, 0,75% (m/v) Extrato de
Malte, e estes foram incubados a 28°C e 120 rpm. Ap6s 7 dias de cultivo, as culturas
foram filtradas e os micélios recuperados utilizados na extracdo de DNA gendmico a
ser utilizados nas reacdes de amplificacdo da TAIL-PCR. A extracdo de DNA gendmica
foi realizada utilizando o método caseiro Fenol-Cloroférmio (Barker 1998). Os micélios
foram congelados com nitrogénio liquido e macerados para lise. O material resultante
foi coletado e colocado em tubos cdnicos de 2 mL, e a estes foram adicionados 10 pL
de B-metcaptoetanol e 16 pL de RNAse em 800 pL de tampédo de extracdo (Tampéo
Tris-HCI 0,1 M pH 7,5 contendo NaCl 1,4 M, e EDTA 5mM). Em seguida, as amostras
foram homogeneizadas e os tubos incubados a 65°C. Apo6s 20 minutos os tubos foram
transferidos para o gelo e a cada um destes adicionados 400 uL de fenol e 400 pL da

mistura cloroférmio:alcool isoamilico (49:1). Foi realizada a transferéncia do
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sobrenadante para outro tudo contendo 800 pL de cloroférmio:alcool isoamilico na
proporcéao de concentracdo(49:1), em seguida dos tubos foram agitados vigorosamente
e centrifugadas por 10 minutos & 20000 e 4°C. O sobrenadante foi coletado e trasferido
para outro tubo conico de 2 mL contendo 800 pL de isopropanol, a amosta foi misturada
gentilmente e os tubos e incubados em gelo. Apdés 5 minutos, os tubos foram
centrigufados por 30 minutos a 20000 g e 4 °C, o sobrenadante foi descartado e o
precipitado lavado com etanol a 70%. O DNA precipitado foi ressuspendido com 100
pL de &gua deonizada autoclavada (Milli-Q), a concentragdo de DNA das amostras e
sua integridade foram analisados em gel agarose a 12% (m/v) e armazenados em

ultrafreezer -80°C até sua utilizacdo nas reacdes de TAIL-PCR.

As reacOes da TAIL-PCR foram realizadas como descrito por Mullins eta al.,
2001. Foram realizadas 7 reacGes de PCR para 7 primers aleatorios e degenerados
diferentes na reacdo primaria (Tabela suplementar 2,3,4,5 e 6). Os volumes utilizados
nas reacOes de cada primer foram de 0,6 uL AD2_Ses; 2 uL AD5_Par; 2 uL AD11_Par;
0,26 uL AD6_Ama; 0,26 uL AD7_Ama; 0,8 uL AD1 Liu; 0,4 uL AD3_Liu (Tabela
suplementar 3). O volume de DNA gendémico usado foi de 4 pL com concentracdo de
10 ng de material gendmico, sendo o volume final da reacéo de 20 pL. O volume de
enzima utilizado na reacdo foi de 0,16 yuL em todas as reacGes primarias (Tabela
suplementar 2). O poduto da reacdo primaria foi utilizado como molde genético para a
reacdo secundaria. Na reacdo secundaria foi utilizado 0,36 uL AD2 Ses; 2 pL
AD5 Par; 2 uL AD11_Par; 0,26 uL AD6_Ama; 0,26 uL AD7_Ama; 0,4 uL AD1 Liu;
0,3 puL AD3_Liu; 0,12 pL de enzima Taq Polimerase e 1 puL do produro da reacédo
primaria (Tabela suplementar 2 e 3). Na reacdo terciaria, o volume final da reacéo foi
de 50 pL (Tabela suplementar 2). O volume de primer utilizado 0,9 uL AD2_Ses; 5 uL
AD5_Par; 5L AD11_Par; 0,3 uL AD6_Ama; 0,3 uL AD7_Ama; 1 uL AD1_Liu; 0,75
pL AD3 Liu (Tabela suplementar 3); 0,12 uL de enzima Taq Polimerase e 1 puL do
produro da reacdo primaria (Tabela suplementar 2 e 3).

Os produtos das amplificacdes foram analisados por eletroforese em gel de

agarose a 1,7% (m/v) para a reacdo secundaria e 1,2% (m/v) para a reacao terciaria e a
corrida eletroforética foi realizada sob a voltagem de 100 Volts. Para visualiza¢do dos

produtos das reagdes de PCR e marcador de tamanho, os geéis resultantes foram corados
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com solucdo de brometo de etidio a 0,5 pL /200mL irradiado com luz ultravioleta a312
nm em transiluminador UV T4941 (Sigma Aldrich, Estados Unidos da América). Os
produtos da PCR da reacdo terciaria foram eluidos do gel e purificados utilizando o kit
Wizard SV (Promega Co., Estados Unidos da América) seguindo instru¢des do
fabricante. Os produtos de PCR purificados foram ligados no vetor pCR4 TOPO e
clonado em E.coli Top 10 (Thermo Fischer Scientific, Massachusetts - Estados Unidos
da América) utilizando o dkit TOPO TA Cloning seguindo as instru¢des do fabricante
(Thermo Fischer Scientific, Massachusetts - Estados Unidos da Ameérica) (Figura 7).
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Figura 8. Mapa do vetor pCR 4-TOPO 4.0 kb. Figura obtida do manual fornecido pelo fabricante.

Os clones contendo resisténcia a canamicina foram coletados e, inoculados em
frascos cdnicos contendo meio LB-liquido adicionado de canamicina (50 pg/ml). Os
frascos foram incubados por 37°C sob agitacdo de 200 rpm e ap6s 12 horas de cultivo,
as culturas foram centrifugadas a 10000 g e as células coletadas utilizadas na extragao
de DNA plasmidial utilizando o kit Wizard SV plus Miniprep (Promega Corporation,

Wisconsin — Estados Unidos da Ameérica), seguindo as orientacdes do fabricante.

A confirmagdo da clonagem do material genético das células competentes foi

realizada por PCR utilizando os  primers M13: forward (5'-
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GTAAAACGACGGCCAG-3)" e reverse (5-CAGGAAACAGCTATGAC-3). A
amplificacdo foi analisada por eletroforese em gel de agarose a 1,2 % (m/v) com

voltagem de 100 Volts por 40 minutos de corrida. Os produtos de PCR foram

purificados utilizando o kit QIAquick® Gel Extraction (Qiagen) conforme o manual do
fabricante. Apds a purificagdo, o material foi quantificado em nanodrop e 15 ng do
produto purificado enviado para sequenciamento na empresa Eurofins (Sdo Paulo —

Brasil) pelo método de Sanger.

As sequéncias geradas foram analisadas em Software Geneious versdao R11
(Biomatters, Auckland —Nova Zelandia) A sequéncia regido flanqueada pelos sitios de
EcoR1 (5’-GAATTC-3") dos vetores fechados foram A analise foi feita entre as regides

de sitios deinsercdo das EcoR1, como exemplificado na figura 9.

LacZa Initlation codon
mamm*! T3 priming site

Figura 9. Mapa do vetor pPCR™4-TOPO fechado com produto de PCR. Figura obtida do manual pelo

fabricante.
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As sequéncias entre os sitios de restricdo de EcoR1 (5’-GAATTC-3") do vetor
de clonagem foram utilizadas para comparacdo com sequéncias depositadas nos bancos
de dados do NCBI por meio das ferramentas online Basic alignment search tool, BLAST
e BLASTXx (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Esta anélise tambem foi realizada
na plataforma online JGI MycoCosm

https://genome.jgi.doe.gov/programs/fungi/index.jsf) utilizando o banco de dados de

Trichoderma harzianum TR274 como referéncia (Steindorff et al., 2016).

4 Resultados e discussao

O fungo T. harzianum possui como uma de suas caracteristicas morfoldgicas o
crescimento radial com zonas de crescimento e esporulagcdo, como mostrado na figura
10. Este padrdo de crescimento nédo foi observado para os mutantes T25, T26 e T40,
assim como a pigmentacdo verde correspondente a esporulacdo (Figura 10, B,CeD

respectivamente).

Figura 10. Linhagem parental TR274 (A) e os mutantes T25 (B), T26 (C) e T40 (D) apés 10 dias de
crescimento em meio BDA.
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Os mutantes também apresentaram diferencas morfoldgicas quanto a formacgéo
do conidioforo, visualizado no isolado parental com sua estrutura tipica como é o
conidiéforo para espécies de Trichoderma harzianum (Figura 11A), eesta estrutura ndo

foi visualizada nos mutantes T26 e T40, assim como a presenca de conidios.

Figura 11. Fotomicrografias dos fungos TR274 (A e B), T25 (C e D), T26 (E) e T40 (F). Estruturas
morfoldgicas com a presenca de hifas (H), septos (S), conidios (Co), filetes (F) e conidiéforo (Cn).
Aumento de 40x.

Quanto ao crescimento, a linhagem parental T. harzianum TR274 cresceu e
ocupou toda a placa de Petri ap0s 72 horas de crescimento em meio BDA, os mutantes,
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no entanto, apresentaram didmetro de crescimento inferior ao do isolado parental apds
72 horas e destes 0 mutante T40 foi o0 que apresentou os menores valores de diametro
de crescimento (Figura 12A). O mutante T25 em 72 horas teve 0 mesmo crescimento
que o selvagem em 48 horas no meio BDA. J& para o mutante T40 foi observado o
mesmao crescimento em placa em 72 horas que o0 mutante T25 em 24 horas. Para o tempo
de 96 horas de crescimento, foi observado o mesmo diamentro de crescimento para 0s
mutantes T25 e T26, sendo o o valor do diametro de crescimento menor que o obtido
para o fungo parental e maior que o obtido para o mutante T40. Desta forma, sugere-se
que a modificacdo genética destes mutantes leva a um atraso no seu crescimento, sendo
este efeito mais critico para o mutante T40. Para o crescimento em meio minimo néao
foi observada diferenga significativa quanto ao crescimento dos mutantes e isolado
parental (Figura 12A). Rubio et al. (2009) também demonstraram fendtipo de
crescimento irregular e lento de mutantes de T. harzianum T34 para o gene Thcflque

codifica o fator de transcricdo THCTF1.
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Figura 12. Didmetro de crescimento (8,5 cm de didametro) dos fungos TR274, T25, T26 e T40 nas horas
de crescimento de 24, 48, 72 e 96 horas em crescimento em meio BDA (A) e meio minimo (B). (*>¢%
®). As diferencas nos valores médios entre 0s grupos de tratamento sdo maiores do que seria esperado pelo
acaso; existe uma diferenca estatisticamente significativa (P = <0.001). Todos os procedimentos de
comparacdo multipla emparelhados (Teste Tukey).
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Os mutantes T25, T26 e T40 produziram quantidade de conidios até 4 vezes
menor relacdo a linhagem parental, sendo que o menor valor foi obtido para 0 mutante
T40 (Figura 13).
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Figura 13. Contagem de conidios para o isolado parental TR274 e mutantes T25, T26 e T40.

No teste de confronto o isolado parental T. harzianum TR274 cresceu sobre o
micélio de S. sclerotiorum ap6s 21 dias de crescimento, sendo pontuado com nota 1 na
escala de Bell e portanto classificado como eficiente. Os mutantes por sua vez nao
cresceram sobre o micélio de S. Sclerotiorum, mesmo ap6s 21 dias de crescimento
(Figura 14). Para os mutantes T25, T26 e T40 foi observada uma area de delimitacdo
entre seu crescimento e de S. Sclerotiorum (Figura 14). Os mutantes T25 e T26 foram
pontuados com nota 3 e classificados como antagonistas moderados na escala de Bell,
0 mutante T40 com nota 5 sendo classificado como ineficiente. Estes resultados sugerem
que a modificacdo genética nestes mutantes afetou a capacidade antagdnica de T.
harzianum com efeito maior para 0 mutante T40 quando se utiliza este critério para
avaliacdo da atividade antagonica. Este resultado, no entanto, pode estar relacionado a
limitagdo causada pela modificagcdo genética no crescimento dos mutantes e na sua

esporulagdo.
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Figural4. Teste de confronto em placa dos fungos TR274, T25, T26 e T40 (lado direito da placa) contra

Sclerotinia sclerotiorum (lado esquerdo da placa) nos tempos de 7, 14 e 21 dias.
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Wu et al. (2017) demonstraram a correlacdo entre taxa de crescimento,
esporulacdo e atividade antagbnica para a espécie T. asperellum GDFS1009. Este
isolado apresenta alta taxa de crescimento e esporulacdo que correlaciona de forma
positiva com a inibicdo do crescimento dos patdgenos causadores da murcha do fusario
do pepino e podriddo do colmo do milho. Mutantes de T. atroviride para 0s genes tgal
e tga3 que codificam a subunidade Ga de proteinas G acopladas com receptores de
membrana, por sua vez, tem diminuicdo de sua taxa de crescimento e conidiagéo
associados a menor atividade antagdnica contra os fungos fitopatogénicos R. solani.,
Botrytis cinerea e S. sclerotiorum durante o confronto direto em placa (Rocha-Ramirez
et al. 2002; Reithner et al. 2005). Os dados de valores de atividade de hidrolases de
parede celular fungica ndo foram conclusivos, por isto, ndo foram apresentados. Seré

necessaria a repeticdo do experimento.

Apesar dos mutantes T25, T26 e T40 serem avaliados no presente trabalho com
eficéncia moderada ou ineficientes no antagonismo contra S. sclerotiorum nédo foi
observada diferenca no padrédo de enovelamento de suas hifas sobre as hifas do hospedeiro
por MEV em comparacao com o isolado parental (Figura 16). As hifas de S. sclerotiorum
da regido de interacdo com o isolado parental e mutantes apresentaram sulcos, sendo
que este tipo de modificacdo ja foi mostrada anteriormente quando hifas de S.
sclerotiorum foram tratadas com compostos com atividade antifingica (Ma et al., 2015).
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Figura 15. Analise enzimatica de B 1,3-Glucanase (A) e Protease (B) nos tempos de 24, 48, 72 e 96 horas
durante do crescimento em micélio autoclavado de S. sclerotiorum. (¢ 9&%9), As diferencas nos valores
médios entre os grupos de tratamento sdo maiores do que seria esperado pelo acaso; existe uma diferenca
estatisticamente significativa (P = <0.001). Todos os procedimentos de comparagdo mdltipla
emparelhados (Teste Tukey).
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Figura 16. Eletromicrografia de varredura da regido de contato entre as hifas (H) dos fungos TR274 (A,
HTh), e mutantes T25 (B), T26 (C) e T40 (D) com o S. sclerotiorum (HSs) ap6s 72 horas de interacéo.

No experimento de interagdo de T. harzianum com esclerodios de S.
sclerotiorum n&o se observou a penetracdo desta estrutura pelas de hifas dos mutantes,
sendo observado apenas hifas na sua superficie (17B, 17C e 17D). Ao contrario, para 0
isolado selvagem observa-se a penetracdo da hifa no esclerédio (Figura 17A). Novas

analises deverdo ser feitas para visualizar a interagdo dos mutantes com esclerédios.
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Figura 17. Eletromicrografia de varredura dos esclerddios de S. sclerotiorum inoculados com o isolado
selvagem e TR274 (A) e os mutantes, T25 (B), T26 (C) e T40 (D). (HTh=hifa Trichoderma harzianum
TR274; HT25=hifa T25; HT26=hifa T26; HT40=hifa T40).

As sequéncias dos produtos da reacdo da TAIL-PCR dos mutantes (Figura 18)
T25 e T26 apresentaram identidade com sequéncias de T. harzianum CBS226.95
anotadas como proteinas hipotéticas (M431DRAFT_50935 acesso XM_024918723.1 ¢
M431DRAFT_63966 acesso XM_024921650.1, respectivamente) com cobertura entre
54-55% (Tabela 1). A sequéncia para o isolado T40 (Figural8) apresentou identidade
com uma sequéncia de T. harzianum CBS226.95 anotada gliceraldeido 3-fosfato

desidrogenase, com cobertura de 10% (Tabela 1).
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Figura 18. Analise das sequéncias geradas dos mutantes T25 (A), T26 (B) e T40 (C) localizadas entre os
sitios de EcoR1 (azul).
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Tabela 1. Resultado BLASTnN para os mutantes T25, T26 e T40.

Descricdo Primer Max - Total Cobertura E Ident. Acesso Fragmento
Cover score Value (pb)
Trichoderma harzianum
CBS226.95 hypothetical AD3
T25 protein Liu 122 122 55% 0 100% XM_024918723.1 721
(M431DRAFT_50935).partial
mMRNA
Trichoderma harzianum
CBS226.95 hypothetical AD5
T26 protein Par 715 715 53% 0 100% XM_024921650.1 723
(M431DRAFT_63966).partial
mMRNA
Colletotrichum gloesporoides
glyceraldehyde 3-phosphate ~ AD2 2,00E-
T40 dehydrogenase (gpd).gene, Tsug 152 152 10% 30 98% M93427.1 833
complete cds

As proteinas hipotéticas representam uma fragdo das proteinas anotadas nos
genomas de diferentes isolados de T. harzianum, assim como, ja foram mapeadas em
analises de secretomas e transcritomas de espécies de Trichoderma em interacdo com
plantas hospedeiras e na interacdo com fungos fitopatogénicos (Steindorff et al,2014;
Silva, F. L. 2017). Estas proteinas podem constituir, portanto uma familia de proteinas
espécie-especificas com papel na interacdo de espécies de Trichoderma com seus
hospedeiros. No entanto, mais estudos sdo necessarios para que sejam descritas as suas

funcGes na biologia destes fungos.

A enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase faz parte da via glicolitica e
tem papel chave na oxidacao de agucares para producao de energia e intermediarios para
vias anabolicas em fungos. No entanto, Pachauri et al., (2018) demonstraram em T.
virens a associacdo do gene que codifica uma gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
com o cluster génico vir que codifica enzimas da via de biossintese de sesquiterpenos
volateis, ja descritos como moléculas com atividade antifungica e com papel na
interacdo com plantas hospedeiras (Pachauri et al., 2018). Neste mesmo trabalho os
autores demonstraram que mutantes de T. virens knockout para este gene em
comparacdo com a linhagem parental tem a sintese de sesquiterpenos volateis
diminuida. Estabelecendo, portanto, um papel adicional para a gliceraldeido-3-fosfato

desidrogenase em T. virens.
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5. Conclusbes e Perspectivas

Neste trabalho foram identificados genes com papel no crescimento e
esporulacdo de 7. harzianum, no entanto, ndo foi possivel obter a sua sequéncia e
consequentemente a sua anotagdo funcional. Em uma andlise preliminar a modificagao
genética além de afetar o crescimento de 7. harzianum também afetou a sua atividade
antagOnica. Mais experimentos serdo necessarios para demonstrar a relagdo entre as
mutagdes geradas os processos acimas citados, assim como sera necessario repetir as

reacdes de TAIL-PCR e sequenciamento para identificacdo do gene mutado.
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Arquivo Suplementar 1

Tabelas de reagoes e reagentes presentes na TAIL-PCR

Tabela Suplementar 1. Primers utilizados na TAIL-PCR. Tm®, temperatura de anelamento
(Mullins et al., 2011).

Primer Sequéncia Correspondéncia Referéncia Tme
LB1 GTCAGCTCCGGCACCTTATCCTTG T-DNA border Favaro,2009 63,3°C
LB2 CCTCGTTACATCAGCTCGCAGCTAC T-DNA border Favaro,2009 67°C
LB3 CGTCCGCAATGTGTTATTAAGTTGTC T-DNA border Favaro,2009 61,4°C

AD11 Pari NCASGAWAGNCSWCAA Aleatorio Parinov et al (1999) 51,1°C
AD5 Pari WGCNAGTNAGWANAAG Aleatorio Parinov et al (1999) 50,2°C
AD?2 Ses TGWGNAGSANCASAGA Aleatério Sessions et al (2002) 49°C
AD3 Liu WGTGNAGWANCANAGA Aleatério Liu e Whittier, 1995  43,7°C
AD1Liu NGTCGASWGANAWGAA Aleatorio Liu e Whittier, 1995 39,9°C
AD6 Ama WGCNAGTNAGWANAAG Aleatorio Meinke et al., 2009 44°C
AD7 Ama AWGCANGNCWGANATA Aleatério Meinke et al., 2009 47,7°C

Tabela Suplementar 2. Reagentes utilizados na reagdo de TAIL-PCR (Mullins et al, 2011). *Dados
mostrados na tabela 3.

Reagentes Concentracdo na Concentracdo na reacdo Concentracdo na
reacao priméria Secundéria reacao terciaria
H.0 ultrapura - - -
Tampéo 1X 1X 1X
MgCl; 2mM 2 mM 2mM
dNTP 200 pMm 200 pM 200 pM
Primer Epecifico 0,2 uM 0,2 uM 0,2 uM
Primer AD *Variavel *Variavel *Variavel
Taq polimerase 08U 06U 0,6 U
Material 20 ng de DNA Produto da reacéo Produto da reacéo
genético gendmico anterior diluido 1:10 anterior diluido 1:10
Volume total da 20 pL 20 pL 50 pL
reacao
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Tabela Suplementar 3. Concentragdes e volumes utilizados de cada primers aleatorios e

Primer
AD

AD2_Ses
AD5_Par
AD11 Par
AD6_Ama
AD7_Ama
AD1_Liu
AD3_Liu

Concentragéo
Rgagép
primaria
3 uM
10 uM
10 uM
1,3 pMol/ pL
1,3 pMol/ pL
4,0 uM
2,0 UM

Volume  Concentracdo
na reacdo Reacdo
Primaria Secundéria
0,6 pL 1,8 uM
2,0 L 10 pM
2,0 L 10 M
0,26 uL 1,3 pMol/ pL
0,26 uL 1,3 pMol/ pL
0,8 pL 2,0 yM
0,4 pL 1,5 uM

degenerados utilizados

Volume na

reacao

secundéria

0,36 pL
2,0 L
2,0 L
0,26 pL
0,26 pL
0,4 UL
0,3 UL

Concentragdo

Reacdo
Terciaria
1,8 uM
10 pM
10 pM
0,6 pMol/pl
0,6 pMol/ul
2mM
1,5mM

Volume
na reacdo
secundaria

0,9 uL
5uL
5uL
0,3 ul
0,3 ul
1l
0,75 ul

Tabela Suplementar 4. Ciclagem da reacdo TAIL-PCR primaria (Mullins et al., 2011).

Etapa Ciclos Templeratura Tempo
W)
. 92 2 min
Desnaturacéo inicial 1
Desnaturacéo 94 30s
Anelamento 5 66 1 min
Elongacéo 72 2 min
Desnaturacédo 94 30s
Anelamento 35 3 min
Elongacéo ! 72 3 min
Elongacéo 72 2 min
Desnaturacéo 94 5s
Anelamento 10 48 1 min
Elongacédo 72 2 min
Desnaturacédo 94 5s
Anelamento 15 66 1 min
Elongacéo 72 2 min
Desnaturacéo 94 5s
Anelamento 15 66 1 min
Elongacéo 72 2 min
Desnaturacéo 94 5s
Anelamento 15 48 1 min
Elongacéo 72 2 min
Elongacéo final 1 72 5 min
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Tabela Suplementar 5. Ciclagem da reacdo TAIL-PCR secundaria (Mullins et al., 2011).

Etapa Ciclos Temperatura (°C) Tempo
Desnaturagédo 94 5s
Anelamento 15 63 1 min

Elongacéo 72 2 min
Desnaturacéo 94 5s
Anelamento 15 63 1 min

Elongacéo 72 2 min
Desnaturagédo 94 10s
Anelamento 15 44 1 min

Elongacéo 72 2 min

1 72 5 min

Elongacéo final

Tabela Suplementar 6. Ciclagem da reacdo TAIL-PCR terciaria (Mullins et al., 2011).

Etapa Ciclos Temperatura (°C) Tempo
Desnaturacéo inicial 1 94 10s
Desnaturagéo 94 155
Anelamento 20 48 15s
Elongacéo 72 2 min
Elongac&o final 1 72 5 min
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Arquivo Suplementar 1

Crescimento em meio minimo- Analise Estatistica

Analise de variancia One Way

Group Name N  Missing Mean Std Dev SEM
TR274MM 24 3 O 0.133 0.115 0.0667
TR274MM 48 3 0 0.667 0.115 0.0667
TR274MM72 3 0 1.333 0.0577 0.0333
TR274MM 9% 3 0 3.067 0.115 0.0667
T25 MM 24 3 0 0.000 0.000 0.000
T25 MM 48 3 0 0.933 0.115 0.0667
T25 MM 72 3 0 1.200 0.200 0.115
T25 MM 96 3 0 2.200 0.200 0.115
T26 MM 24 3 0 0.133 0.115 0.0667
T26 MM 48 3 0 0.933 0.115 0.0667
T26 MM 72 3 0 2.400 0.200 0.115
T26 MM 96 3 0 2.667 0.115 0.0667
T40 MM 24 3 0 0.000 0.000 0.000
T40 MM 48 3 0 0.533 0.115 0.0667
T40 MM 72 3 0 1.200 0.200 0.115
T40 MM 96 3 0 2.000 0.200 0.115
Source of Variation DF SS MS F P
Between Groups 15 44273 2952 152.335  <0.001
Residual 32 0.620 0.0194

Total 47 44.893

As diferencas nos valores médios entre os grupos de tratamento sdo
maiores do que seria esperado pelo acaso; existe uma diferenca
estatisticamente significativa (P = <0.001).

Amplitude do teste executado com alfa = 0.050: 1.000

Todos os procedimentos de comparagdo multipla emparelhados (Teste Tukey):

Comparisons for factor:

Comparison Diff of p q P P<0.050
Means

TR274 MM 96 vs. T40 MM 24 3.067 16 38.160 <0.001 Yes
TR274 MM 96 vs. T25 MM 24 3.067 16 38.160 <0.001 Yes
TR274 MM 96 vs. TR274 MM 24 2.933 16  36.501 <0.001 Yes
TR274 MM 96 vs. T26 MM 24 2.933 16 36.501 <0.001 Yes
TR274 MM 96 vs. T40 MM 48 2.533 16 31.523 <0.001 Yes
TR274 MM 96 vs. TR274 MM 48 2.400 16 29.864  <0.001 Yes
TR274 MM 96 vs. T26 MM 48 2.133 16 26.546  <0.001 Yes
TR274 MM 96 vs. T25 MM 48 2.133 16 26.546  <0.001 Yes
TR274 MM 96 vs. T25 MM 72 1.867 16  23.228 <0.001 Yes
TR274 MM 96 vs. T40 MM 72 1.867 16 23.228 <0.001 Yes
TR274 MM 96 vs. TR274 MM 72 1.733 16 21569 <0.001 Yes
TR274 MM 96 vs. T40 MM 96 1.067 16 13.273 <0.001 Yes
TR274 MM 96 vs. T25 MM 96 0.867 16 10.784  <0.001 Yes
TR274 MM 96 vs. T26 MM 72 0.667 16 8.296  <0.001 Yes
TR274 MM 96 vs. T26 MM 96 0.400 16 4.977 0.077 No
T26 MM 96 vs. T40 MM 24 2.667 16 33.182 <0.001 Yes
T26 MM 96 vs. T25 MM 24 2.667 16 33.182  <0.001 Yes
T26 MM 96 vs. TR274 MM 24 2.533 16 31523 <0.001 Yes
T26 MM 96 vs. T26 MM 24 2.533 16 31523 <0.001 Yes

T26 MM 96 vs. T40 MM 48 2.133 16 26.546  <0.001 Yes
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T26 MM 72 vs.
T26 MM 72 vs.
T26 MM 72 vs.
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T26 MM 72 vs.
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T40 MM 96 vs.
T40 MM 96 vs.
T40 MM 96 vs.
T40 MM 96 vs.
T40 MM 96 vs.
T40 MM 96 vs.
T40 MM 96 vs.
T40 MM 96 vs.
T40 MM 96 vs.

. TR274 MM 48
. T26 MM 48
. T25 MM 48
.T25 MM 72
T40 MM 72
TR274 MM 72
T40 MM 96
T25 MM 96
T26 MM 72
T40 MM 24
T25 MM 24
TR274 MM 24
T26 MM 24
T40 MM 48
TR274 MM 48
T26 MM 48
T25 MM 48
T25 MM 72
T40 MM 72
TR274 MM 72
T40 MM 96
T25 MM 96
T40 MM 24
T25 MM 24
TR274 MM 24
T26 MM 24
T40 MM 48
TR274 MM 48
T26 MM 48
T25 MM 48
T25 MM 72
T40 MM 72
TR274 MM 72
T40 MM 96
T40 MM 24
T25 MM 24
TR274 MM 24
T26 MM 24
T40 MM 48
TR274 MM 48
T26 MM 48
T25 MM 48
T25 MM 72
T40 MM 72
TR274 MM 72

TR274 MM 72 vs.
TR274 MM 72 vs.
TR274 MM 72 vs.
TR274 MM 72 vs.
TR274 MM 72 vs.
TR274 MM 72 vs.
TR274 MM 72 vs.
TR274 MM 72 vs.
TR274 MM 72 vs.

T40 MM 24
T25 MM 24
TR274 MM 24
T26 MM 24
T40 MM 48
TR274 MM 48
T26 MM 48
T25 MM 48
T25 MM 72

2.000
1.733
1.733
1.467
1.467
1.333
0.667
0.467
0.267
2.400
2.400
2.267
2.267
1.867
1.733
1.467
1.467
1.200
1.200
1.067
0.400
0.200
2.200
2.200
2.067
2.067
1.667
1.533
1.267
1.267
1.000
1.000
0.867
0.200
2.000
2.000
1.867
1.867
1.467
1.333
1.067
1.067
0.800
0.800
0.667
1.333
1.333
1.200
1.200
0.800
0.667
0.400
0.400
0.133

24.887
21.569
21.569
18.250
18.250
16.591

8.296

5.807

3.318
29.864
29.864
28.205
28.205
23.228
21.569
18.250
18.250
14.932
14.932
13.273

4977

2.489
27.376
27.376
25.716
25.716
20.739
19.080
15.762
15.762
12.443
12.443
10.784

2.489
24.887
24.887
23.228
23.228
18.250
16.591
13.273
13.273

9.955

9.955

8.296
16.591
16.591
14.932
14.932

9.955

8.296

4.977

4977

1.659

<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

0.019

0.596
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

0.077

0.913
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

0.913
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

0.077

0.077

0.998

Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
No
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
No
Do Not Test
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Do Not Test
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
No
Do Not Test
Do Not Test
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T25 MM 72 vs.
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T25 MM 72 vs.
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T25 MM 48 vs.
T25 MM 48 vs.
T25 MM 48 vs.
T25 MM 48 vs.
T25 MM 48 vs.
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T26 MM 48 vs.
T26 MM 48 vs.
T26 MM 48 vs.
T26 MM 48 vs.
T26 MM 48 vs.
T26 MM 48 vs.

T40 MM 24
T25 MM 24
TR274 MM 24
T26 MM 24
T40 MM 48
TR274 MM 48
T26 MM 48
T25 MM 48
T25 MM 72
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TR274 MM 24
T26 MM 24
T40 MM 48
TR274 MM 48
T26 MM 48
T25 MM 48
T40 MM 24
T25 MM 24
TR274 MM 24
T26 MM 24
T40 MM 48
TR274 MM 48
T26 MM 48
T40 MM 24
T25 MM 24
TR274 MM 24
T26 MM 24
T40 MM 48
TR274 MM 48

TR274 MM 48 vs. T40 MM 24
TR274 MM 48 vs. T25 MM 24

TR274 MM 48 vs. TR274 MM 24

TR274 MM 48 vs. T26 MM 24
TR274 MM 48 vs. T40 MM 48

T40 MM 48 vs.
T40 MM 48 vs.
T40 MM 48 vs.
T40 MM 48 vs.
T26 MM 24 vs.
T26 MM 24 vs.
T26 MM 24 vs.

T40 MM 24
T25 MM 24
TR274 MM 24
T26 MM 24
T40 MM 24
T25 MM 24
TR274 MM 24

TR274 MM 24 vs. T40 MM 24
TR274 MM 24 vs. T25 MM 24

T25 MM 24 vs.

T40 MM 24

0.133
1.200
1.200
1.067
1.067
0.667
0.533
0.267
0.267
0.000
1.200
1.200
1.067
1.067
0.667
0.533
0.267
0.267
0.933
0.933
0.800
0.800
0.400
0.267
0.000
0.933
0.933
0.800
0.800
0.400
0.267
0.667
0.667
0.533
0.533
0.133
0.533
0.533
0.400
0.400
0.133
0.133
0.000
0.133
0.133
0.000

1.659
14.932
14.932
13.273
13.273

8.296

6.636

3.318

3.318

0.000
14.932
14.932
13.273
13.273

8.296

6.636

3.318

3.318
11.614
11.614

9.955

9.955

4.977

3.318

0.000
11.614
11.614

9.955

9.955

4.977

3.318

8.296

8.296

6.636

6.636

1.659

6.636

6.636

4.977

4.977

1.659

1.659

0.000

1.659

1.659

0.000

0.998
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

0.004

0.596

0.596

1.000
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

0.004

0.596

0.596
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

0.077

0.596

1.000
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

0.077

0.596
<0.001
<0.001

0.004

0.004

0.998

0.004

0.004

0.077

0.077

0.998

0.998

1.000

0.998

0.998

1.000

Do Not Test
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Do Not Test
Do Not Test
Yes
Yes
Yes
Yes
No
Do Not Test
Do Not Test
Yes
Yes
Yes
Yes
Do Not Test
Do Not Test
Yes
Yes
Yes
Yes
Do Not Test
Yes
Yes
No
Do Not Test
No
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test

Um resultado de " Do Not Test " ocorre para uma comparacdo quando nenhuma diferenca
significativa é encontrada entre dois meios que incluam essa comparacdo. Por exemplo, se vocé
tivesse quatro meios classificados em ordem e ndo encontrasse diferenca entre médias 4 e 2, entdo
vocé ndo testaria 4 vs. 3 e 3 vs. 2, mas ainda testaria4 vs. 1 e 3vs. 1 (4 x 3 e 3 x 2 estdo entre 4
x 2: 432 1). Observe que Do Not Test 0os meios incluidos é uma regra processual, e um resultado
de N&o Testar deve ser tratado como se ndo houvesse diferenca significativa entre as médias,

Mesmo que possa parecer existir.
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Arquivo Suplementar 2

Crescimento em meio BDA- Analise Estatistica

Analise de variancia One Way

Group Name N Missing  Mean Std Dev SEM
Tr274 BDA 24 3 0 1.267 0.115 0.0667
Tr274 BDA 48 3 0 6.600 1.088E-015  6.280E-016
Tr274BDA72 3 0 8.433 0.0577 0.0333
Tr274 BDA 96 3 0 8.500 0.000 0.000
T25BDA24 3 0 0.267 0.115 0.0667

T25 BDA 48 3 0 3.867 0.231 0.133
T25BDA72 3 0 7.000 0.000 0.000
T25BDA9% 3 0 8.500 0.000 0.000

T26 BDA24 3 0 0.333 0.115 0.0667

T26 BDA48 3 0 2.867 0.231 0.133

T26 BDA72 3 0 6.733 0.306 0.176

T26 BDA9% 3 0 8.500 0.000 0.000
T40BDA24 3 0 0.000 0.000 0.000

T40 BDA 48 3 0 2.400 0.200 0.115

T40 BDA 72 3 0 4.600 0.200 0.115
T40BDA 9% 3 0 6.733 0.306 0.176
Source of Variation DF SS MS F P
Between Groups 15 468.779  31.252 1200.075  <0.001
Residual 32 0.833 0.0260

Total 47 469.612

As diferengas nos valores médios entre os grupos de tratamento sdo

maiores do que seria esperado pelo acaso; existe uma diferenca

estatisticamente significativa (P = <0.001).

Amplitude do teste executado com alfa = 0.050: 1.000

Todos os procedimentos de comparagdo multipla emparelhados (Teste Tukey):

Comparisons for factor:

Comparison Diff of Means p q P P<0.050

T26 BDA 96 vs. T40 BDA 24 8.500 16 91.232 <0.001 Yes
T26 BDA 96 vs. T25 BDA 24 8.233 16  88.369 <0.001 Yes
T26 BDA 96 vs. T26 BDA 24 8.167 16 87.654 <0.001 Yes
T26 BDA 96 vs. Tr274 BDA 24 7.233 16  77.636 <0.001 Yes
T26 BDA 96 vs. T40 BDA 48 6.100 16  65.472 <0.001 Yes
T26 BDA 96 vs. T26 BDA 48 5.633 16  60.463 <0.001 Yes
T26 BDA 96 vs. T25 BDA 48 4.633 16 49.730 <0.001 Yes
T26 BDA 96 vs. T40 BDA 72 3.900 16  41.859 <0.001 Yes
T26 BDA 96 vs. Tr274 BDA 48 1.900 16  20.393 <0.001 Yes
T26 BDA 96 vs. T40 BDA 96 1.767 16  18.962 <0.001 Yes
T26 BDA 96 vs. T26 BDA 72 1.767 16  18.962 <0.001 Yes
T26 BDA 96 vs. T25 BDA 72 1.500 16  16.100 <0.001 Yes
T26 BDA 96 vs. Tr274 BDA 72 0.0667 16 0.716 1.000 No
T26 BDA 96 vs. T25 BDA 96 0.000 16 0.000 1.000 Do Not Test
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T26 BDA 96 vs. Tr274 BDA 96

Tr274 BDA 96 vs.
Tr274 BDA 96 vs.
Tr274 BDA 96 vs.
Tr274 BDA 96 vs.
Tr274 BDA 96 vs.
Tr274 BDA 96 vs.
Tr274 BDA 96 vs.
Tr274 BDA 96 vs.
Tr274 BDA 96 vs.
Tr274 BDA 96 vs.
Tr274 BDA 96 vs.
Tr274 BDA 96 vs.
Tr274 BDA 96 vs.
Tr274 BDA 96 vs.

T40 BDA 24
T25 BDA 24
T26 BDA 24
Tr274 BDA 24
T40 BDA 48
T26 BDA 48
T25 BDA 48
T40 BDA 72
Tr274 BDA 48
T40 BDA 96
T26 BDA 72
T25BDA 72
Tr274 BDA 72
T25 BDA 96

T25 BDA 96 vs.
T25 BDA 96 vs.
T25 BDA 96 vs.
T25 BDA 96 vs.
T25 BDA 96 vs.
T25 BDA 96 vs.
T25 BDA 96 vs.
T25 BDA 96 vs.
T25 BDA 96 vs.
T25 BDA 96 vs.
T25 BDA 96 vs.
T25 BDA 96 vs.
T25 BDA 96 vs.

Tr274 BDA 72 vs.
Tr274 BDA 72 vs.
Tr274 BDA 72 vs.
Tr274 BDA 72 vs.
Tr274 BDA 72 vs.
Tr274 BDA 72 vs.
Tr274 BDA 72 vs.
Tr274 BDA 72 vs.
Tr274 BDA 72 vs.
Tr274 BDA 72 vs.
Tr274 BDA 72 vs.
Tr274 BDA 72 vs.

T40 BDA 24
T25 BDA 24
T26 BDA 24
Tr274 BDA 24
T40 BDA 48
T26 BDA 48
T25 BDA 48
T40 BDA 72
Tr274 BDA 48
T40 BDA 96
T26 BDA 72
T25 BDA 72
Tr274 BDA 72
T40 BDA 24
T25 BDA 24
T26 BDA 24
Tr274 BDA 24
T40 BDA 48
T26 BDA 48
T25 BDA 48
T40 BDA 72
Tr274 BDA 48
T40 BDA 96
T26 BDA 72
T25 BDA 72

T25 BDA 72 vs.
T25 BDA 72 vs.
T25 BDA 72 vs.
T25 BDA 72 vs.
T25 BDA 72 vs.
T25 BDA 72 vs.
T25 BDA 72 vs.
T25 BDA 72 vs.
T25 BDA 72 vs.
T25 BDA 72 vs.
T25 BDA 72 vs.
T26 BDA 72 vs.
T26 BDA 72 vs.
T26 BDA 72 vs.
T26 BDA 72 vs.
T26 BDA 72 vs.
T26 BDA 72 vs.
T26 BDA 72 vs.
T26 BDA 72 vs.
T26 BDA 72 vs.

T40 BDA 24
T25 BDA 24
T26 BDA 24
Tr274 BDA 24
T40 BDA 48
T26 BDA 48
T25 BDA 48
T40 BDA 72
Tr274 BDA 48
T40 BDA 96
T26 BDA 72
T40 BDA 24
T25 BDA 24
T26 BDA 24
Tr274 BDA 24
T40 BDA 48
T26 BDA 48
T25 BDA 48
T40 BDA 72
Tr274 BDA 48

0.000
8.500
8.233
8.167
7.233
6.100
5.633
4.633
3.900
1.900
1.767
1.767
1.500
0.0667
0.000
8.500
8.233
8.167
7.233
6.100
5.633
4.633
3.900
1.900
1.767
1.767
1.500
0.0667
8.433
8.167
8.100
7.167
6.033
5.567
4.567
3.833
1.833
1.700
1.700
1.433
7.000
6.733
6.667
5.733
4.600
4.133
3.133
2.400
0.400
0.267
0.267
6.733
6.467
6.400
5.467
4.333
3.867
2.867
2.133
0.133

0.000
91.232
88.369
87.654

77.636
65.472
60.463
49.730
41.859
20.393
18.962
18.962
16.100

0.716

0.000
91.232
88.369
87.654
77.636
65.472
60.463
49.730
41.859
20.393
18.962
18.962
16.100

0.716
90.516
87.654
86.938
76.921
64.757
59.748
49.015
41.144
19.677
18.246
18.246
15.384
75.132
72.270
71.554
61.537
49.372
44.364
33.630
25.760

4.293

2.862

2.862
72.270
69.408
68.692
58.674
46.510
41.501
30.768
22.897

1.431

1.000
<0.001
<0.001
<0.001

<0.001

<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

1.000

1.000
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

1.000
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

0.210

0.795

0.795
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

1.000

Do Not Test
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Do Not Test
Do Not Test
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Do Not Test
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
No
Do Not Test
Do Not Test
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Do Not Test
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T26 BDA 72 vs. TA0 BDA 96 0.000 16 0.000 1.000 Do Not Test
T40 BDA 96 vs. T40 BDA 24 6.733 16 72270 <0.001 Yes
T40 BDA 96 vs. T25 BDA 24 6.467 16 69.408 <0.001 Yes
T40 BDA 96 vs. T26 BDA 24 6.400 16 68.692 <0.001 Yes
T40 BDA 96 vs. Tr274 BDA 24 5.467 16 58.674  <0.001 Yes
T40 BDA 96 vs. T40 BDA 48 4.333 16 46.510 <0.001 Yes
T40 BDA 96 vs. T26 BDA 48 3.867 16 41501 <0.001 Yes
T40 BDA 96 vs. T25 BDA 48 2.867 16 30.768  <0.001 Yes
T40 BDA 96 vs. T40 BDA 72 2.133 16 22.897 <0.001 Yes
T40 BDA 96 vs. Tr274 BDA 48 0.133 16 1.431 1.000 Do Not Test
Tr274 BDA 48 vs. T40 BDA 24 6.600 16 70.839 <0.001 Yes
Tr274 BDA 48 vs. T25 BDA 24 6.333 16 67976 <0.001 Yes
Tr274 BDA 48 vs. T26 BDA 24 6.267 16 67.261 <0.001 Yes
Tr274 BDA 48 vs. Tr274 BDA 24 5.333 16 57.243 <0.001 Yes
Tr274 BDA 48 vs. T40 BDA 48 4.200 16 45.079 <0.001 Yes
Tr274 BDA 48 vs. T26 BDA 48 3.733 16 40.070 <0.001 Yes
Tr274 BDA 48 vs. T25 BDA 48 2.733 16 29.337 <0.001 Yes
Tr274 BDA 48 vs. T40 BDA 72 2.000 16 21466  <0.001 Yes
T40 BDA 72 vs. T40 BDA 24 4.600 16 49.372  <0.001 Yes
T40 BDA 72 vs. T25 BDA 24 4.333 16 46510 <0.001 Yes
T40 BDA 72 vs. T26 BDA 24 4.267 16 45795 <0.001 Yes
T40 BDA 72 vs. Tr274 BDA 24 3.333 16 35777 <0.001 Yes
T40 BDA 72 vs. T40 BDA 48 2.200 16 23.613 <0.001 Yes
T40 BDA 72 vs. T26 BDA 48 1.733 16 18.604 <0.001 Yes
T40 BDA 72 vs. T25 BDA 48 0.733 16 7.871  <0.001 Yes
T25 BDA 48 vs. T40 BDA 24 3.867 16 41501  <0.001 Yes
T25 BDA 48 vs. T25 BDA 24 3.600 16 38.639  <0.001 Yes
T25 BDA 48 vs. T26 BDA 24 3.533 16 37924 <0.001 Yes
T25 BDA 48 vs. Tr274 BDA 24 2.600 16 27906 <0.001 Yes
T25 BDA 48 vs. T40 BDA 48 1.467 16 15742  <0.001 Yes
T25 BDA 48 vs. T26 BDA 48 1.000 16 10.733  <0.001 Yes
T26 BDA 48 vs. T40 BDA 24 2.867 16 30.768  <0.001 Yes
T26 BDA 48 vs. T25 BDA 24 2.600 16 27906  <0.001 Yes
T26 BDA 48 vs. T26 BDA 24 2.533 16 27.191  <0.001 Yes
T26 BDA 48 vs. Tr274 BDA 24 1.600 16 17.173  <0.001 Yes
T26 BDA 48 vs. T40 BDA 48 0.467 16 5.009 0.073 No
T40 BDA 48 vs. T40 BDA 24 2.400 16 25.760 <0.001 Yes
T40 BDA 48 vs. T25 BDA 24 2.133 16 22.897 <0.001 Yes
T40 BDA 48 vs. T26 BDA 24 2.067 16 22182 <0.001 Yes
T40 BDA 48 vs. Tr274 BDA 24 1.133 16 12164 <0.001 Yes
Tr274 BDA 24 vs. T40 BDA 24 1.267 16 13595  <0.001 Yes
Tr274 BDA 24 vs. T25 BDA 24 1.000 16 10.733  <0.001 Yes
Tr274 BDA 24 vs. T26 BDA 24 0.933 16 10.018 <0.001 Yes
T26 BDA 24 vs. TA0 BDA 24 0.333 16 3.578 0.476 No
T26 BDA 24 vs. T25 BDA 24 0.0667 16 0.716 1.000 Do Not Test
T25 BDA 24 vs. T40 BDA 24 0.267 16 2.862 0.795 Do Not Test

Um resultado de " Do Not Test " ocorre para uma comparacdo quando nenhuma diferenca
significativa é encontrada entre dois meios que incluam essa comparacdo. Por exemplo, se vocé
tivesse quatro meios classificados em ordem e ndo encontrasse diferenca entre médias 4 e 2, entdo
vocé ndo testaria 4 vs. 3 e 3 vs. 2, mas ainda testaria4 vs. 1 e 3vs. 1 (4 x 3 e 3 x 2 estdo entre 4 X
2: 4 321). Observe que Do Not Test 0os meios incluidos € uma regra processual, e um resultado
de N&o Testar deve ser tratado como se ndo houvesse diferenca significativa entre as médias,
Mesmo que possa parecer existir.
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Arquivo Suplementar 3

Atividade de B 1,3-Glucanase - Analise Estatistica

Analise de variancia One Way

Group Name N
Tr274 24Hrs 3
Tr274 48Hrs 3
Tr274 72Hrs 3
Tr274 96Hrs 3

T25 24Hrs 3
T25 48Hrs 3
T25 72Hrs 3
T25 96Hrs 3
T26 24Hrs 3
T26 48Hrs 3
T26 72Hrs 3
T26 96Hrs 3
T40 24Hrs 3
T40 48Hrs 3
T40 72Hrs 3
T40 96HRS 3

Source of Variation
Between Groups
Residual

Total

[eNeolololoNelolollololololoNolNoNo)

Missing

15
32
47

Mean
0.642
0.493
0.538
0.461
0.593
0.492
0.181
0.723
0.583
0.582
0.523
0.546
0.507
0.600
0.540
0.384

SS
0.645

0.0403

0.685

Std Dev
0.0106
0.0345
0.0205
0.0111

0.00545
0.0111

0.00181
0.0925
0.0242
0.0474
0.0400
0.0389

0.00702
0.0133
0.0152
0.0568

MS

SEM
0.00611
0.0199
0.0118
0.00642
0.00314
0.00640
0.00104
0.0534
0.0139
0.0273
0.0231
0.0225
0.00406
0.00769
0.00878
0.0328

P

0.0430 34.084  <0.001

0.00126

As diferencgas nos valores médios entre os grupos de tratamento sdo

maiores do que seria esperado pelo acaso; existe uma diferenca

estatisticamente significativa (P = <0.001).

Amplitude do teste executado com alfa = 0.050: 1.000

Todos os procedimentos de comparagdo multipla emparelhados (Teste Tukey):

Comparisons for factor:

Comparison

T25 96Hrs vs.
T25 96Hrs vs.
T25 96Hrs vs.
T25 96Hrs vs.
T25 96Hrs vs.
T25 96Hrs vs.
T25 96Hrs vs.
T25 96Hrs vs.
T25 96Hrs vs.
T25 96Hrs vs.
T25 96Hrs vs.
T25 96Hrs vs.
T25 96Hrs vs.
T25 96Hrs vs.
T25 96Hrs vs.

T25 72Hrs
T40 96HRS
Tr274 96Hrs
T25 48Hrs
Tr274 48Hrs
T40 24Hrs
T26 72Hrs
Tr274 72Hrs
T40 72Hrs
T26 96Hrs
T26 48Hrs
T26 24Hrs
T25 24Hrs
T40 48Hrs
Tr274 24Hrs

Tr274 24Hrs vs. T25 72Hrs
Tr274 24Hrs vs. T40 96HRS 0.258
Tr274 24Hrs vs. Tr274 96Hrs 0.180

Diff of Means p q

0.541
0.339
0.261
0.231
0.229
0.216
0.199
0.184
0.183
0.176
0.141
0.140
0.130
0.122
0.0810
0.460

16 26.405
16 16.518
16 12.754
16 11.270
16 11.178
16 10.537
16 9.719
16 8.987
16 8.908
16 8.592
16 6.862
16 6.824
16 6.345
16 5.964
16 3.951
16 22.454
16 12.567
16 8.803

P P<0.050
<0.001 Yes
<0.001 Yes
<0.001 Yes
<0.001 Yes
<0.001 Yes
<0.001 Yes
<0.001 Yes
<0.001 Yes
<0.001 Yes
<0.001 Yes
0.003 Yes
0.003 Yes
0.007 Yes
0.014 Yes
0.321 No
<0.001 Yes
<0.001 Yes
<0.001 Yes
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Tr274 24Hrs vs.
Tr274 24Hrs vs.
Tr274 24Hrs vs.
Tr274 24Hrs vs.
Tr274 24Hrs vs.
Tr274 24Hrs vs.
Tr274 24Hrs vs.
Tr274 24Hrs vs.
Tr274 24Hrs vs.
Tr274 24Hrs vs.
Tr274 24Hrs vs.

T25 48Hrs
Tr274 48Hrs
T40 24Hrs
T26 72Hrs
Tr274 72Hrs
T40 72Hrs
T26 96Hrs
T26 48Hrs
T26 24Hrs
T25 24Hrs
T40 48Hrs

T40 48Hrs vs. T25 72Hrs
T40 48Hrs vs. T40 96HRS
T40 48Hrs vs. Tr274 96HTrs
T40 48Hrs vs. T25 48Hrs
T40 48Hrs vs. Tr274 48Hrs
T40 48Hrs vs. T40 24Hrs
T40 48Hrs vs. T26 72Hrs
T40 48Hrs vs. Tr274 72Hrs
T40 48Hrs vs. T40 72Hrs
T40 48Hrs vs. T26 96Hrs
T40 48Hrs vs. T26 48Hrs
T40 48Hrs vs. T26 24Hrs
T40 48Hrs vs. T25 24Hrs
T25 24Hrs vs. T25 72Hrs
T25 24Hrs vs. T40 96HRS
T25 24Hrs vs. Tr274 96Hrs
T25 24Hrs vs. T25 48Hrs
T25 24Hrs vs. Tr274 48Hrs
T25 24Hrs vs. T40 24Hrs
T25 24Hrs vs. T26 72Hrs
T25 24Hrs vs. Tr274 72Hrs
T25 24Hrs vs. T40 72Hrs
T25 24Hrs vs. T26 96Hrs
T25 24Hrs vs. T26 48Hrs
T25 24Hrs vs. T26 24Hrs
T26 24Hrs vs. T25 72Hrs
T26 24Hrs vs. T40 96HRS
T26 24Hrs vs. Tr274 96HTrs
T26 24Hrs vs. T25 48Hrs
T26 24Hrs vs. Tr274 48Hrs
T26 24Hrs vs. T40 24Hrs
T26 24Hrs vs. T26 72Hrs
T26 24Hrs vs. Tr274 72Hrs
T26 24Hrs vs. T40 72Hrs
T26 24Hrs vs. T26 96Hrs
T26 24Hrs vs. T26 48Hrs
T26 48Hrs vs. T25 72Hrs
T26 48Hrs vs. T40 96HRS
T26 48Hrs vs. Tr274 96Hrs
T26 48Hrs vs. T25 48Hrs
T26 48Hrs vs. Tr274 48Hrs
T26 48Hrs vs. T40 24Hrs
T26 48Hrs vs. T26 72Hrs
T26 48Hrs vs. Tr274 72Hrs
T26 48Hrs vs. T40 72Hrs

0.150
0.148
0.135
0.118
0.103
0.102
0.0951
0.0597
0.0589
0.0491
0.0413
0.419
0.216
0.139
0.109
0.107
0.0937
0.0770
0.0620
0.0604
0.0539
0.0184
0.0176
0.00782
0.411
0.209
0.131
0.101
0.0991
0.0859
0.0692
0.0542
0.0525
0.0461
0.0106
0.00981
0.401
0.199
0.122
0.0912
0.0893
0.0761
0.0594
0.0443
0.0427
0.0362
0.000789
0.401
0.198
0.121
0.0904
0.0885
0.0753
0.0586
0.0436
0.0419

7.319
7.227
6.585
5.768
5.036
4.957
4.640
2911
2.873
2.394
2.012
20.442
10.554
6.791
5.307
5.215
4.573
3.755
3.023
2.945
2.628
0.899
0.860
0.382
20.060
10.173
6.409
4.925
4.833
4.191
3.374
2.642
2.563
2.246
0.517
0.479
19.582
9.694
5.930
4.447
4.355
3.713
2.895
2.163
2.085
1.768
0.0385
19.543
9.656
5.892
4.408
4316
3.674
2.857
2.125
2.046

0.001
0.001
0.005
0.020
0.070
0.080
0.129
0.776
0.791
0.934
0.984
<0.001
<0.001
0.003
0.045
0.053
0.143
0.399
0.730
0.763
0.876
1.000
1.000
1.000
<0.001
<0.001
0.006
0.084
0.097
0.240
0.570
0.872
0.894
0.959
1.000
1.000
<0.001
<0.001
0.015
0.170
0.193
0.417
0.782
0.970
0.978
0.995
1.000
<0.001
<0.001
0.016
0.180
0.204
0.433
0.797
0.974
0.981

Yes
Yes
Yes
Yes
No
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Yes
Yes
Yes
Yes
No
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Yes
Yes
Yes
No
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Yes
Yes
Yes
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Yes
Yes
Yes
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
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T26 48Hrs vs.
T26 96Hrs vs.
T26 96Hrs vs.
T26 96Hrs vs.
T26 96Hrs vs.
T26 96Hrs vs.
T26 96Hrs vs.
T26 96Hrs vs.
T26 96Hrs vs.
T26 96Hrs vs.
T40 72Hrs vs.
T40 72Hrs vs.
T40 72Hrs vs.
T40 72Hrs vs.
T40 72Hrs vs.
T40 72Hrs vs.
T40 72Hrs vs.
T40 72Hrs vs.

T26 96Hrs
T25 72Hrs
T40 96HRS
Tr274 96Hrs
T25 48Hrs
Tr274 48Hrs
T40 24Hrs
T26 72Hrs
Tr274 72Hrs
T40 72Hrs
T25 72Hrs
T40 96HRS
Tr274 96Hrs
T25 48Hrs
Tr274 48Hrs
T40 24Hrs
T26 72Hrs
Tr274 72Hrs

Tr274 72Hrs vs. T25 72Hrs
Tr274 72Hrs vs. T40 96HRS
Tr274 72Hrs vs. Tr274 96Hrs
Tr274 72Hrs vs. T25 48Hrs
Tr274 72Hrs vs. Tr274 48Hrs
Tr274 72Hrs vs. T40 24Hrs
Tr274 72Hrs vs. T26 72Hrs

T26 72Hrs vs.
T26 72Hrs vs.
T26 72Hrs vs.
T26 72Hrs vs.
T26 72Hrs vs.
T26 72Hrs vs.
T40 24Hrs vs.
T40 24Hrs vs.
T40 24Hrs vs.
T40 24Hrs vs.
T40 24Hrs vs.

T25 72Hrs
T40 96HRS
Tr274 96Hrs
T25 48Hrs
Tr274 48Hrs
T40 24Hrs
T25 72Hrs
T40 96HRS
Tr274 96Hrs
T25 48Hrs
Tr274 48Hrs

Tr274 48Hrs vs. T25 72Hrs
Tr274 48Hrs vs. T40 96HRS
Tr274 48Hrs vs. Tr274 96Hrs
Tr274 48Hrs vs. T25 48Hrs

T25 48Hrs vs.
T25 48Hrs vs.
T25 48Hrs vs.

T25 72Hrs
T40 96HRS
Tr274 96Hrs

Tr274 96Hrs vs. T25 72Hrs
Tr274 96Hrs vs. T40 96HRS
T40 96HRS vs. T25 72Hrs

0.0355
0.365
0.162
0.0853
0.0549
0.0530
0.0399
0.0231
0.00810
0.00649
0.359
0.156
0.0788
0.0484
0.0465
0.0334
0.0166
0.00161
0.357
0.154
0.0772
0.0468
0.0449
0.0318
0.0150
0.342
0.139
0.0622
0.0318
0.0299
0.0168
0.325
0.123
0.0455
0.0150
0.0132
0.312
0.109
0.0323
0.00188
0.310
0.108
0.0304
0.280
0.0772
0.203

1.729
17.814
7.926
4.163
2.679
2.587
1.945
1.127
0.395
0.317
17.497
7.609
3.846
2.362
2.270
1.628
0.811
0.0784
17.418
7.531
3.767
2.284
2.192
1.550
0.732
16.686
6.799
3.035
1.551
1.460
0.818
15.869
5.981
2.218
0.734
0.642
15.227
5.339
1.576
0.0919
15.135
5.247
1.484
13.651
3.764
9.888

0.996
<0.001
<0.001
0.249
0.860
0.888
0.988
1.000
1.000
1.000
<0.001
<0.001
0.362
0.940
0.956
0.998
1.000
1.000
<0.001
<0.001
0.394
0.954
0.967
0.999
1.000
<0.001
0.003
0.724
0.999
0.999
1.000
<0.001
0.014
0.963
1.000
1.000
<0.001
0.043
0.999
1.000
<0.001
0.050
0.999
<0.001
0.395
<0.001

Do Not Test
Yes
Yes
No
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Yes
Yes
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Yes
Yes
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Yes
Yes
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Yes
Yes
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Yes
Yes
Do Not Test
Do Not Test
Yes
Yes
Do Not Test
Yes
No
Yes

Um resultado de " Do Not Test " ocorre para uma comparacdo quando nenhuma diferenca
significativa é encontrada entre dois meios que incluam essa comparacdo. Por exemplo, se vocé
tivesse quatro meios classificados em ordem e ndo encontrasse diferenca entre médias 4 e 2, entdo
vocé ndo testaria 4 vs. 3 e 3 vs. 2, mas ainda testaria4 vs. 1 e 3vs. 1 (4 x 3 e 3 x 2 estdo entre 4
x 2: 432 1). Observe que Do Not Test 0os meios incluidos é uma regra processual, e um resultado
de N&o Testar deve ser tratado como se ndo houvesse diferenca significativa entre as médias,
Mesmo que possa parecer existir.
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Arquivo Suplementar 4

Atividade de protease- Analise Estatistica

Analise de variancia One Way

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
Tr274 24Hrs 3 0 0.0139 0.000265 0.000153
Tr274 24Hrs 3 0 0.0283 0.00198 0.00114
Tr274 72Hrs 3 0 0.000 0.00326 0.00188
Tr274 96Hrs 3 0 0.000 0.0000707  0.0000408
T25 24Hrs 3 0 0.0322 0.00912 0.00527
T25 48Hrs 3 0 0.0108 0.00531 0.00307
T25 72Hrs 3 0 0.000600  0.00205 0.00118
T25 96Hrs 3 0 0.000 0.000283 0.000163
T26 24Hrs 3 0 0.000 0.000849 0.000490
T26 48Hrs 3 0 0.000 0.00249 0.00144
T26 72Hrs 3 0 0.000 0.00206 0.00119
T26 96HTrs 3 0 0.0258 0.000636 0.000367
T40 24Hrs 3 0 0.000 0.00375 0.00216
T40 48Hrs 3 0 0.000 0.00231 0.00133
T40 72Hrs 3 0 0.000 0.00141 0.000816
T40 96Hrs 3 0 0.0472 0.000919 0.000531
Source of Variation DF SS MS F P
Between Groups 15 0.0104 0.000693 67.560 <0.001
Residual 32 0.000328  0.0000103

Total 47 0.0107

As diferencas nos valores médios entre os grupos de tratamento sdo
maiores do que seria esperado pelo acaso; existe uma diferenga
estatisticamente significativa (P = <0.001).

Amplitude do teste executado com alfa = 0.050: 1.000

Todos os procedimentos de comparagdo multipla emparelhados (Teste Tukey):

Comparisons for factor:

Comparison Diff of Means p q P P<0.050

T40 96Hrs vs. Tr274 72Hrs  0.0472 16 25,512 <0.001 Yes
T40 96Hrs vs. Tr274 96Hrs  0.0472 16 25,512 <0.001 Yes
T40 96HTrs vs. T26 48Hrs 0.0472 16 25,512 <0.001 Yes
T40 96Hrs vs. T26 72Hrs 0.0472 16 25,512 <0.001 Yes
T40 96Hrs vs. T25 96Hrs 0.0472 16 25,512 <0.001 Yes
T40 96Hrs vs. T40 24Hrs 0.0472 16 25,512 <0.001 Yes
T40 96Hrs vs. T40 72Hrs 0.0472 16 25,512 <0.001 Yes
T40 96Hrs vs. T26 24Hrs 0.0472 16 25,512 <0.001 Yes
T40 96Hrs vs. T40 48Hrs 0.0472 16 25512 <0.001 Yes
T40 96Hrs vs. T25 72Hrs 0.0466 16 25.187 <0.001 Yes
T40 96Hrs vs. T25 48Hrs 0.0364 16 19.670 <0.001 Yes
T40 96Hrs vs. Tr274 24Hrs 0.0333 16 18.012 <0.001 Yes
T40 96Hrs vs. T26 96Hrs 0.0213 16 11539 <0.001 Yes
T40 96Hrs vs. Tr274 24Hrs 0.0189 16 10.223  <0.001 Yes
T40 96Hrs vs. T25 24Hrs 0.0149 16 8.077  <0.001 Yes
T25 24Hrs vs. Tr274 72Hrs ~ 0.0322 16 17.435 <0.001 Yes

T25 24Hrs vs. Tr274 96Hrs  0.0322 16 17435 <0.001 Yes



T25 24Hrs vs. T26 48Hrs
T25 24Hrs vs. T26 72Hrs
T25 24Hrs vs. T25 96Hrs
T25 24Hrs vs. T40 24Hrs
T25 24Hrs vs. T40 72Hrs
T25 24Hrs vs. T26 24Hrs
T25 24Hrs vs. T40 48Hrs
T25 24Hrs vs. T25 72Hrs
T25 24Hrs vs. T25 48Hrs
T25 24Hrs vs. Tr274 24Hrs
T25 24Hrs vs. T26 96Hrs
T25 24Hrs vs. Tr274 24Hrs

Tr274 24Hrs vs.
Tr274 24Hrs vs.
Tr274 24Hrs vs.
Tr274 24Hrs vs.
Tr274 24Hrs vs.
Tr274 24Hrs vs.
Tr274 24Hrs vs.
Tr274 24Hrs vs.
Tr274 24Hrs vs.
Tr274 24Hrs vs.
Tr274 24Hrs vs.
Tr274 24Hrs vs.
Tr274 24Hrs vs.

Tr274 72Hrs
Tr274 96Hrs
T26 48Hrs
T26 72Hrs
T25 96Hrs
T40 24Hrs
T40 72Hrs
T26 24Hrs
T40 48Hrs
T25 72Hrs
T25 48Hrs
Tr274 24Hrs
T26 96Hrs

T26 96Hrs vs. Tr274 72Hrs
T26 96Hrs vs. Tr274 96HTrs
T26 96HTrs vs. T26 48Hrs
T26 96HTrs vs. T26 72Hrs
T26 96HTrs vs. T25 96Hrs
T26 96Hrs vs. T40 24Hrs
T26 96Hrs vs. T40 72Hrs
T26 96HTrs vs. T26 24Hrs
T26 96Hrs vs. T40 48Hrs
T26 96HTrs vs. T25 72Hrs
T26 96HTrs vs. T25 48Hrs
T26 96Hrs vs. Tr274 24Hrs

Tr274 24Hrs vs.
Tr274 24Hrs vs.
Tr274 24Hrs vs.
Tr274 24Hrs vs.
Tr274 24Hrs vs.
Tr274 24Hrs vs.
Tr274 24Hrs vs.
Tr274 24Hrs vs.
Tr274 24Hrs vs.
Tr274 24Hrs vs.
Tr274 24Hrs vs.

Tr274 72Hrs
Tr274 96Hrs
T26 48Hrs
T26 72Hrs
T25 96Hrs
T40 24Hrs
T40 72Hrs
T26 24Hrs
T40 48Hrs
T25 72Hrs
T25 48Hrs

T25 48Hrs vs. Tr274 72Hrs
T25 48Hrs vs. Tr274 96Hrs
T25 48Hrs vs. T26 48Hrs
T25 48Hrs vs. T26 72Hrs
T25 48Hrs vs. T25 96Hrs
T25 48Hrs vs. T40 24Hrs
T25 48Hrs vs. T40 72Hrs
T25 48Hrs vs. T26 24Hrs
T25 48Hrs vs. T40 48Hrs

0.0322
0.0322
0.0322
0.0322
0.0322
0.0322
0.0322
0.0316
0.0214
0.0184
0.00640
0.00397
0.0283
0.0283
0.0283
0.0283
0.0283
0.0283
0.0283
0.0283
0.0283
0.0277
0.0175
0.0144
0.00243
0.0258
0.0258
0.0258
0.0258
0.0258
0.0258
0.0258
0.0258
0.0258
0.0252
0.0150
0.0120
0.0139
0.0139
0.0139
0.0139
0.0139
0.0139
0.0139
0.0139
0.0139
0.0133
0.00307
0.0108
0.0108
0.0108
0.0108
0.0108
0.0108
0.0108
0.0108
0.0108

16

17.435
17.435
17.435
17.435
17.435
17.435
17.435
17.110
11.593

9.934
3.462
2.146
15.289
15.289
15.289
15.289
15.289
15.289
15.289
15.289
15.289
14.965
9.448
7.789
1.316
13.973
13.973
13.973
13.973
13.973
13.973
13.973
13.973
13.973
13.648
8.131
6.473
7.500
7.500
7.500
7.500
7.500
7.500
7.500
7.500
7.500
7.176
1.659
5.842
5.842
5.842
5.842
5.842
5.842
5.842
5.842
5.842

<0.001

<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

0.529

0.972
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

1.000
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

0.006
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

0.002

0.998

0.018

0.018

0.018

0.018

0.018

0.018

0.018

0.018

0.018

Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes

No
Do Not Test
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Do Not Test
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
No
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
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T25 48Hrs vs. T25 72Hrs 0.0102 16 5.517 0.032 Yes

T25 72Hrs vs. Tr274 72Hrs 0.000600 16 0.325 1.000 No
T25 72Hrs vs. Tr274 96Hrs 0.000600 16 0.325 1.000 Do Not Test
T25 72Hrs vs. T26 48Hrs 0.000600 16 0.325 1.000 Do Not Test
T25 72Hrs vs. T26 72Hrs 0.000600 16 0.325 1.000 Do Not Test
T25 72Hrs vs. T25 96Hrs 0.000600 16 0.325 1.000 Do Not Test
T25 72Hrs vs. T40 24Hrs 0.000600 16 0.325 1.000 Do Not Test
T25 72Hrs vs. T40 72Hrs 0.000600 16 0.325 1.000 Do Not Test
T25 72Hrs vs. T26 24Hrs 0.000600 16 0.325 1.000 Do Not Test
T25 72Hrs vs. T40 48Hrs 0.000600 16 0.325 1.000 Do Not Test
T40 48Hrs vs. Tr274 72Hrs 0.000 16 0.000 1.000 Do Not Test
T40 48Hrs vs. Tr274 96HTrs 0.000 16 0.000 1.000 Do Not Test
T40 48Hrs vs. T26 48Hrs 0.000 16 0.000 1.000 Do Not Test
T40 48Hrs vs. T26 72Hrs 0.000 16 0.000 1.000 Do Not Test
T40 48Hrs vs. T25 96Hrs 0.000 16 0.000 1.000 Do Not Test
T40 48Hrs vs. T40 24Hrs 0.000 16 0.000 1.000 Do Not Test
T40 48Hrs vs. T40 72Hrs 0.000 16 0.000 1.000 Do Not Test
T40 48Hrs vs. T26 24Hrs 0.000 16 0.000 1.000 Do Not Test
T26 24Hrs vs. Tr274 72Hrs 0.000 16 0.000 1.000 Do Not Test
T26 24Hrs vs. Tr274 96Hrs 0.000 16 0.000 1.000 Do Not Test
T26 24Hrs vs. T26 48Hrs 0.000 16 0.000 1.000 Do Not Test
T26 24Hrs vs. T26 72Hrs 0.000 16 0.000 1.000 Do Not Test
T26 24Hrs vs. T25 96Hrs 0.000 16 0.000 1.000 Do Not Test
T26 24Hrs vs. T40 24Hrs 0.000 16 0.000 1.000 Do Not Test
T26 24Hrs vs. T40 72Hrs 0.000 16 0.000 1.000 Do Not Test
T40 72Hrs vs. Tr274 72Hrs 0.000 16 0.000 1.000 Do Not Test
T40 72Hrs vs. Tr274 96HTrs 0.000 16 0.000 1.000 Do Not Test
T40 72Hrs vs. T26 48Hrs 0.000 16 0.000 1.000 Do Not Test
T40 72Hrs vs. T26 72Hrs 0.000 16 0.000 1.000 Do Not Test
T40 72Hrs vs. T25 96Hrs 0.000 16 0.000 1.000 Do Not Test
T40 72Hrs vs. T40 24Hrs 0.000 16 0.000 1.000 Do Not Test
T40 24Hrs vs. Tr274 72Hrs 0.000 16 0.000 1.000 Do Not Test
TA40 24Hrs vs. Tr274 96HTrs 0.000 16 0.000 1.000 Do Not Test
T40 24Hrs vs. T26 48Hrs 0.000 16 0.000 1.000 Do Not Test
T40 24Hrs vs. T26 72Hrs 0.000 16 0.000 1.000 Do Not Test
T40 24Hrs vs. T25 96Hrs 0.000 16 0.000 1.000 Do Not Test
T25 96Hrs vs. Tr274 72Hrs 0.000 16 0.000 1.000 Do Not Test
T25 96Hrs vs. Tr274 96HTrs 0.000 16 0.000 1.000 Do Not Test
T25 96Hrs vs. T26 48Hrs 0.000 16 0.000 1.000 Do Not Test
T25 96Hrs vs. T26 72Hrs 0.000 16 0.000 1.000 Do Not Test
T26 72Hrs vs. Tr274 72Hrs 0.000 16 0.000 1.000 Do Not Test
T26 72Hrs vs. Tr274 96HTrs 0.000 16 0.000 1.000 Do Not Test
T26 72Hrs vs. T26 48Hrs 0.000 16 0.000 1.000 Do Not Test
T26 48Hrs vs. Tr274 72Hrs 0.000 16 0.000 1.000 Do Not Test
T26 48Hrs vs. Tr274 96HTrs 0.000 16 0.000 1.000 Do Not Test
Tr274 96Hrs vs. Tr274 72Hrs 0.000 16 0.000 1.000 Do Not Test

Um resultado de " Do Not Test " ocorre para uma comparacdo quando nenhuma diferenca
significativa é encontrada entre dois meios que incluam essa comparacdo. Por exemplo,
se vocé tivesse quatro meios classificados em ordem e ndo encontrasse diferenca entre
médias 4 e 2, entdo vocé ndo testaria 4 vs. 3 e 3 vs. 2, mas ainda testaria4 vs. 1 e 3 vs. 1
(4 x3e3x2estdo entre 4 x 2: 4 3 2 1). Observe que Do Not Test os meios incluidos é
uma regra processual, e um resultado de N&o Testar deve ser tratado como se nédo
houvesse diferenca significativa entre as medias, mesmo que possa parecer existir.
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ARQUIVO SUPLEMENTAR 5
MUTANTE T25 PRIMERS AD3 E AD3 LIU

10

//‘t\.\. /,A\\OAA&.AMA.A“A»AAMMJAAJWUAA‘M“lmuLﬂAm.LAAA m.hm

-- --CCTC-CTAAAGGGACTAGTCCTGCAGGTTTAAAC GAATTCGCCC TTGGTCGAGT GATATGAATG GGAAT

muhm.mJduJlmnumuuuuuumhmuhuuuuummm‘.

TTTGC TCCAAGGATAAGGTGCCGGAGCTGACATAA ACCTAGTACA AGGTTTGTCCCTTGGGAATT CCTCTTAGGAAAGCTAT

M MumA_uuuu.AAmmumumummuuummmtmmu
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AACAGGGTTAGGAAATACTACGC CTAGCGTAGACAGTATCTCCGTTACTCTCC TATAGCTTACCTAGTTTACT ATTAGTAAG

ot o st

TATATAACTAA TCTCTTTTACAGGATATATT GTGGTGTAAA CAAATTGACGCTTAGACAAC TTAATAACACATTGCGGACGA

Jhm,umu.uuummuumuuumum.LmuuAmmuu.

AGGGCGAA TCGCCCTCACTATCGGAATA AGGGCGAATT CGCGGCCGCT AAATTCAATT CGCCCTATAGTGAGTCGTAT TACAAT
T

mhmmAmuluhuh‘mALAAmmumhu‘mm.mm

TCACTGGCCGTCGT TTTACAACGT CGTGACTGGG AAAACCCTGGCGTTACCCAA CTTAATCGCC TTGCAGCACATCCCCCTTT
68



mu_uﬂAuuumMm“um“uummhuuummlmmA

CGCCAGCTGGCGTAATAGCGA AGAGGCCCGC ACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTATACGTACGGCAGTTTAAGGT

“A.MMA“AAMMﬂumAAM&‘A&uhmuhmmMMAAAMA&“

TTACACC TATAAAAGAGAGAGCCGTTATCGTCTGTTT GTGGATGTACAGAGTGATAT TATTGACACGCCGGGGCGACGGATGGT

uummlummlhmmuuMmm&“hmnMﬁm

GA CCCCCTGGCCAGTGCACGTCTGCTGTCAGATAAAGTCTCC CGTGAACTTT ACCCGGTGGT GCATATCGGGGATGAAAGC
-
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A“AA‘A‘A‘AA“A“A"A“AJA‘AA‘A“,JAA‘AA‘A‘A‘A‘AAA‘A‘A‘A‘A‘A AAA“

TGGCGCATGAT GACCACCGAT ATGGCCAGTG TGCCGGTCTCCGTTATCGGGGAAGAAGTGGCTGATCTCAGCCACCGCGAA

GACATCAAAAACGCCATTAACCTGATG TTCTGGGGAA - -AAA-G--- -G - - -G - -ATA

A A
830

AAT
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ARQUIVO SUPLEMENTAR 6
MUTANTE T26 PRIMERS AD5 E AD5 PAR

A\;QAA&QA.AM.&‘A“&AMAMA‘AAJWM‘A‘M“AA““AA A“Mul““u},u“t

A --ACCCTC- CTAAAGGGACTAGTCCTGCAGGTTTAAACGAATTCGCCCT TCGTCCGCAATGTGTTATTA AGTT

mmm.u,AmmumumJmuumu.unumlu.mnm

GTCTAAGCGTCAATTT GTTTACACCA CAATATATCC TGCCACCAGC CAGCCAACAG CTCCCCGACCGGCAGCTCGGCACAA

71



Samp 133 Page:
90

u.uuum. Jmuuu‘uumummtLuuummmuum

AATCACCACTCGATA CAGGCAGCCCATCATTAATA GCCTCTAAAAGTTAGTTTAT TGTATAATAG TACTATAGCA TCGTAGAT

T e e T

TGATGCTATTGCCAGATTGACAGCATAACAACGCCAACCAAA CGCCTGAGTT GTGTGCCTACCCACGACCTT GATATATACCG

T e e L o e

AAAGCGGCAGCTATCTAAG TAAACTTTTCATTTTTCATT TTTGAAAATG GTGGGTATCT TGATAATGAG CTGAATGCCGTCGTG
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90

.luumummum..mu‘hmmh,lmmnuuu.m.mm‘uuudumhm

TGTTG ATTTGACATCCAGATACACC TCCGATGGGC TTGGTGTTGCAGCATTCGCC TTTCCTCCCG CATCCTGCGA CGACTTGCC

73



Samp 133 Page:
90

AALAm_a‘muu.u_uumA.mmmmmumum.umuumumm.umm

CTGGTCCGTAC TCTGCTGTCCAGAAGTCTCT CCCTCTCCCG TAGAAGGCTTATTCATCTTT CCAACAATGT CGCCATTCTT GTTG

uuuumJumuuuum‘mMmumAuuhudmhA&h.mu.dnmu

TAGAT TTGCCGGCCCCGTCAATCTT CAGCCCGCCC TCCAGGTCGC TCAGAGTCGG CCTCGTGTGG TTCTCTGACA CATAACC
G

A“A“AMA‘A“AAA‘A“A‘A‘.“AA“AJA‘A“AA“A‘AAA‘“AA“A“AA“AA“A‘A‘A‘AA“A“A“AA

CA CACCTCCCCG GTGATGTCTA AGATCTCGCCGGACTCAGACACAGGCCGTCCCACCATGGAGGGCAGATCG CCTTCCGCG
C
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mm.uuu‘uumuA.m.humuummummmm.mm‘Aumm

GACCCCAGCACCAACACCTGTAAGGGCGAAT TCGCGGCCGC TAAATTCAAT TCGCCCTATAGTGAGTCGTA TTACAATTCAC

A AN N MM A AN AR

TGGCCGTCG TTTTACAACG TCGTGACTGGGAAAACCCTG GCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTT CGC

AAAA“AAA‘ALAA“,AL‘“‘«AAAx“A@‘A“‘AAnAAAA‘AA‘AA&AAAAAA“AAANAA

CAGCTGG CGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAAC AGTTGCGCAGCCTATACGTA CGGCAGTTTA AGGTTT
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1000 1010 1020 1030 1040 1050 1060

ACACCTATAAAAGAGAGAGCCGTT ATCGTCTGTT TGTGGATGTA CAGAGTGATA TTATTGAC-CGCCGGGGCGA

CGGATGGT

1080 1090 1100 1110
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ARQUIVO SUPLEMENTAR 7
MUTANTE T40 PRIMERS AD3 E AD2 TSU

A ‘A&OA‘W“A“MM‘WAN“““«M\A“M“Ammummu

-GGGCGATTGATTTAGCG GCCGCGAATTCGCCCTTCCT CGTTACATCAGCTCGCAGCTACCTTATCCTTG

muummummhuhummAuuumu ol

TCTGACAT CTGACGACCCAATCTGTCTT TTGCTTGTCAATGCCCAAAG GTCCGCGCTT CCACGTGCTG AAAAAAGCTTAG
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uumuhulummhmuummmmm,mumluumu.

GCCAGT AGCTGATCCGAGGCGTGGCT TACAACTCTCATTTAACAACCAGCATTCTT ATGCAAGCCA CATGTTCCAA CCCAGCCC

tAL Muum‘luhuhMJA.Auluhuum“anmm“A

ACCCTGGCCTGA CGTTTTTGCCGTGTCTCGTT TGCGGTGCGAGTATTCTATCCGCCCACTCA CACCATTTGCTCCGTTGCATCG

mmh.“mlmm.L‘hummumtmmeuumA

ATGCGTGCAGGGCCTTCGGGATATATTG TGGTGCAAACAAATTGACGC TAGACAACTT AATAACACAT TGCGGACGTT TTTAA
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AAA““A“A“A‘““AJA‘A“““AAhAA‘A“A“A‘AMA“A“A&‘“A“A“A‘AA“AA‘AJA‘A&“A‘A“A

TGTACTGAATTGCGC CGGCCAGGCG CCAGAAAGCT TTGGCGTGGGCCATTGTGCATGGTGGCAGTGGTGTCGGACATTGTTGAT

mluJmA.LM«.mnA»Au,muL.Jlm,mm.&

GTCGACCAGGG GGGGTAGCTG CGAGCTGATG TAACGAGGAA GGGCGAATTCGTTTAAACCT GCAGGACTAG TCCCTTTAGTGAG

A‘AA«AA‘AA‘;AA.‘A‘AA“AAAA&AA)A‘AAAAAA‘.&A& ) A‘A&h“&‘&&“

980

GGTTAATTCTGAGCTTGGCGTAATCAT GGTCATAGCT GTTTCCTGTG TGAAATTGTT ATCCGCTCAC AATTCCACACAACATAC
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us‘A“AAO,M“A‘AAA“AA@“'A‘“A‘A‘A\A‘.‘A“AOAVA‘OA“A‘A\A‘A«A’AA‘AA‘A

1000 1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080

GAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTG CCTAATGAGT GAGCTAACTC --ATAATTGC -TTG------ CTGCCCGCTT

TCCAGTCGGGAAACCTGTC- TGCC----GC ATTAATGAAT C GG CC -
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