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RESUMO

FAGANELLO DRESSANO, G. Analise da capacidade de silenciamento génico de
Moniliophthora perniciosa como método de controle. 2019. 162 p. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias) - Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de
Séo Paulo, Piracicaba, 2019.

O fungo basidiomiceto Moniliophthora perniciosa é o agente causal da doenca
conhecida como “vassoura-de-bruxa”, que afeta o cacaueiro (Theobroma cacao) e &
um dos principais detratores da produtividade desta cultura no Brasil e no mundo. Os
danos ao desenvolvimento do cacaueiro resultantes da infeccdo por este fitopatdégeno
incluem a podridao dos frutos e a indugao de brotagdes laterais nos ramos infectados,
resultando no enfraquecimento geral das plantas. Os métodos de controle dessa
doenca, como resisténcia genética, podas fitossanitarias e controle quimico nao se
mostraram satisfatérios até o momento. Dadas as particularidades deste
patossistema, uma das alternativas que se vislumbra é o desenvolvimento de
compostos biologicamente ativos em rotas metabodlicas essenciais ao fungo e,
portanto, capazes de reduzir os danos causados pela doenca. Na fase biotrofica de
M. perniciosa, descobriu-se que a via alternativa de transferéncia de elétrons
desempenhada pela enzima oxidase alternativa mitocondrial (AOX) é importante para
a producéo de ATP e resisténcia a fungicidas, e trabalhos recentes demonstraram que
0 Uso in vitro e in vivo de compostos inibidores desta enzima reduziram a viabilidade
de esporos de M. perniciosa. Neste trabalho, foi proposta nova abordagem in vivo de
conducdo de ensaios para avaliagdo de inibidor da enzima AOX sobre a
patogenicidade de M. perniciosa no tomateiro ‘Micro-Tom’ (MT) fornecido via radicular
por meio de solucdo nutritiva. Por outro lado, o entendimento dos mecanismos de
infeccdo de fungos fitopatogénicos abre caminho para novas estratégias de controle.
Relatos recentes em outros patossistemas sugerem que, além de proteinas efetoras,
patogenos empregam pequenos RNAs (SRNA) para manipulacéo direta do sistema
de defesa vegetal. Ja foi demonstrado que hospedeiros expressando RNA dupla fita
correspondendo a genes alvos do patégeno, incluindo fungos filamentosos, podem
gerar pequenos RNAs interferentes (SiRNA) que levam ao silenciamento desses
genes alvo, denominada HIGS (Host Induced Gene Silencing). Neste projeto buscou-
se confirmar a presenca da maquinaria genética para producdo e processamento de

pequenos RNAs (SRNA) e o mecanismo de RNA de interferéncia no genoma de M.



perniciosa. Além disso, a planta modelo tomateiro ‘Micro-Tom’ (MT) foi transformada
geneticamente para expressar uma das componentes chaves deste mecanismo
(enzimas Dicers) visando entender seu papel na patogenicidade de M. perniciosa em
futuros estudos. Como resultados, tem-se que o inibidor da enzima oxidase alternativa
(AOX) ‘7j-41’ administrado preventivamente a inoculagado por basidiosporos de M.
perniciosa foi efetivo em reduzir a severidade da infeccdo e proteger a producao de
biomassa das plantas do efeito deletério do patégeno. Descobriu-se que M. perniciosa
tem em seu genoma genes participantes da rota de silenciamento génico canénico
descrita em fungos, incluindo trés Dicers (DCL), 10 Argonautas (AGO) e sete RNA-
polimerase dependente de RNA (RdRPs). Alguns genes de cada grupo se mostraram
principalmente expressos nas fases de micélio monocariotico, dicariotico, primordio e
basidiomata, sugerindo importancia em etapas da interacéo planta-patégeno. Obteve-
se com sucesso plantas de tomateiro ‘Micro-Tom’ transgénicas com a construcéo
concatenada contendo fragmentos das trés Dicers do fungo, a partir de onde se
podera em futuros trabalhos avaliar se M. perniciosa emprega SRNAs como efetores

de viruléncia em tomateiro MT.

Palavras-chave: Moniliophtora perniciosa. Silenciamento génico. Inibidor da oxidase

alternativa mitocondrial.



ABSTRACT

FAGANELLO DRESSANO, G. Gene silencing analysis as a control method
against Moniliophthora perniciosa. 2019. 162 p. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias) - Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de S&o Paulo,
Piracicaba, 2019.

The Basidiomycete fungus Moniliophthora perniciosa is the causal agent of the
disease known as “witch's broom disease”, which affects cacao tree (Theobroma
cacao) and is one of the main detractors of the productivity of this crop in Brazil and
worldwide. The damage to cacao trees resulting from infection by this plant pathogen
includes fruit rot and induction of lateral shoots in the infected branches, resulting in
general weakening of the plants. Control methods of this disease, such as genetic
resistance, phytosanitary pruning and chemical control have been shown to be
palliative measures. Given the peculiarities of this pathosystem, one of the envisioned
alternatives is the development of biologically active compounds on essential
metabolic pathways capable of reducing the damage caused by the disease. In the
biotrophic phase of M. perniciosa, it has been found that the alternative electron
transfer pathway played by the enzyme alternative mitochondrial oxidase (AOX) is
important for ATP production and fungicide tolerance. Recently, it was shown that in
vitro and in vivo inhibiton of this enzyme reduced the viability of M. perniciosa spores.
In this work, a new in vivo approach is purposed for the evaluation of AOX synthetic
inhibitor to assess its efficacy against M. perniciosa in the tomato model '‘Micro-Tom'
(MT), sourced by roots via nutrient solution. On the other hand, understanding the
mechanisms of phytopathogenic fungi infection paves the way for new control
strategies. Recent reports in other pathosystems suggest that, in addition to effector
proteins, pathogens employ small RNAs (sRNA) for direct manipulation of the plant
defense system. Hosts expressing double-stranded RNA corresponding to target
genes of the pathogen, including filamentous fungi, have been shown to generate
small interfering RNAs (siRNA) that lead to the silencing of these target genes, in an
approach named Host Induced Gene Silencing (HIGS). This project aimed to confirm
the presence of genetic machinery for the production and processing of small RNAs
(sRNA) and the RNA interference mechanism in the M. perniciosa genome. In addition,
the 'Micro-Tom' (MT) model tomato was genetically transformed to express one of the

key components of this mechanism (Dicers enzymes) to understand its role in the



pathogenicity of M. perniciosa in future studies. As a result, alternative oxidase inhibitor
(AOX) '7j-41' preventively administered to inoculation of M. perniciosa basidiospores
was effective in reducing the severity of infection and protecting plant biomass from
the deleterious effects of the pathogen. M. perniciosa has in its genome genes
participating in the canonical gene silencing pathway described in fungi, including three
Dicers (DCL), 10 Argonauts (AGO), and seven RNA-dependent RNA polymerase
(RdRPs). These genes were mainly expressed in the monocariotic, dicariotic,
primordial and basidioma mycelium phases, suggesting importance in several stages
of plant-pathogen interaction. Transgenic 'Micro-Tom' tomato plants have been
successfully obtained with the concatenated construction with fragments of the three
fungus Dicers, from which it will be possible to further evaluate whether M. perniciosa

employs sRNAs as virulence effectors in MT tomato.

Keywords: Moniliophtora perniciosa. Gene silencing. Alternative oxidase inhibitor.
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1. INTRODUCAO

A doenca “vassoura-de-bruxa” € uma importante enfermidade do cacaueiro
(Theobroma cacao), cujo agente causal € o basidiomiceto Moniliophthora perniciosa
(Purdy; Schimdt, 1996). Essa doenca corresponde a um dos principais fatores
limitantes a producdo de cacau na América do Sul (Bowers et al., 2001),
representando também uma ameaca a producdo mundial (Purdy; Schimdt, 1996;
Teixeira et al., 2015; Marelli et al., 2019). No final da década de 1980, a invaséo do
fungo M. perniciosa da regido sul da Bahia, estado que deteve 60% das terras em
cultivo de cacaueiros no Brasil, causou grande devasta¢do nas lavouras. Isso levou a
gueda de 50 a 90% na producédo, de modo que o Brasil passasse de pais tipicamente
exportador para importador de cacau (Andebrhan et al., 1999). Os sintomas
caracteristicos da “vassoura-de-bruxa” incluem o inchamento do caule e indu¢éo de
brotacdes laterais nos ramos infectados, perda de dominancia apical, formacéo de
frutos partenocarpicos e podriddo dos frutos (Purdy; Schimdt, 1996; Teixeira et al.,
2015). O fungo M. perniciosa possui um ciclo de vida hemibiotréfico, no qual apresenta
dois tipos de micélio: monocariético e dicaridtico. A infeccdo por esse fungo é
caracterizada por uma fase biotréfica peculiarmente extensa e sintomatica (Teixeira
et al., 2015). O controle da enfermidade em campo esté limitado ao uso da resisténcia
genética. Outra alternativa de controle se refere a podas fitossanitarias, com a
remocao das partes infectadas (frutos e ramos), que consiste numa medida paliativa
devido a dificuldade de retirar todos os tecidos infectados e pelos altos custos (Purdy;
Schimdt, 1996). Os métodos de controle por aplicacdo de fungicidas nao oferecem
resultados economicamente favoraveis, e ha poucas op¢des de controle biolégico.
A aplicacdo de fungicidas apresenta eficacia limitada devido a caracteristica da
infeccdo, que ocorre apenas em tecidos meristematicos em crescimento, que limitam
a cobertura de acdo dos fungicidas, aliado a ocorréncia de chuvas constantes em
regides produtoras (Purdy; Schimdt, 1996). Alternativas de controle inovadoras séo
necessarias urgentemente para permitirem a sustentabilidade da producéo de cacau
e consequentemente de chocolate.

Dentre estas alternativas esta a descoberta de novos compostos antifingicos
gue, aliados ou ndo a outros fungicidas, possam fornecer controle mais eficiente do
fungo causador da vassoura-de-bruxa. Uma das etapas iniciais para este

desenvolvimento € encontrar rotas metabdlicas essenciais para a sobrevivéncia do
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fungo e sintetizar drogas capazes de bloquear a acdo de uma ou mais enzimas vitais
para se completar esta etapa. A respiracdo celular € um dos processos vitais alvejados
por muitos fungicidas atualmente em uso na agricultura, e entre 0s compostos mais
usados por sua eficacia estéo as estrobirulinas, que atuam especificamente na cadeia
respiratéria do complexo Il das mitocdndrias (Bartlett et al., 2002).

Na via respiratéria de M. perniciosa descobriu-se que a via paralela de captacao
de elétrons dependente da enzima oxidase alternativa (AOX) é de grande importancia
para completar seu ciclo de vida, adaptacéo e resposta a estresses na cadeia principal
de captacédo de elétrons e mecanismo de resisténcia a compostos antifungicos que ai
atuam (Thomazella et al., 2012). Assim, a interrupg&o da via alternativa de transporte
de elétrons por meio da aplicacdo de compostos inibidores da AOX, associada ou ndo
com a interrupcdo da via principal de transporte de elétrons por citocromos por
antifangicos do grupo das estrobirulinas poderia, em tese, reduzir a patogenicidade e
os danos causados por M. perniciosa ao cacaueiro.

O tomateiro “Micro-Tom” (MT) foi escolhido para estudo da interagao
M. perniciosa X T. cacao, por ja ter sido validado em outro estudos e principalmente
por ser suscetivel ao bidtipo S de M. perniciosa que infecta solanaceas o que traz
consideravel simplificacdo da metodologia de estudo deste patossistema (Scotton et
al., 2017; Deganello et al., 2014).

Do ponto de vista da interacdo planta-patdégeno, hé relatos recentes em outros
patossistemas sugerindo que, além de proteinas efetoras, patégenos podem
empregar pequenos RNAs (sRNA) para manipulagdo direta do sistema de defesa
vegetal (Wang et al., 2016). J& foi demonstrado que hospedeiros expressando RNA
dupla fita (dsRNA) correspondendo a genes alvos do patégeno, incluindo fungos
filamentosos, podem gerar pequenos RNAs interferentes (siRNA) que levam ao
silenciamento desses genes alvo, numa abordagem denominada HIGS - Host Induced
Gene Silencing (Nunes; Dean, 2012).

A abordagem de uso de sequéncia de genes do patdgeno para obter resisténcia
€ denominada de ‘Resisténcia Derivada do Patogeno’ ou PDR — pathogen derived
resistance (Sanford; Johnston, 1985). Esta técnica apresenta grande potencial de
aplicacdo no controle de patdégenos em plantas (Tinoco et al., 2010). O fungo
M. perniciosa ja demonstrou ser sensivel ao silenciamento génico pelo fornecimento
de dsRNA (Caribé dos Santos et al., 2009).
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Ja que AOX € uma enzima chave para a sobrevivéncia do fungo M. perniciosa
como fator de adaptacdo a condicbes em que a cadeia principal de elétrons esta
inibida, o isolamento e sintese de compostos inibidores da AOX pode ser suficiente
ou complementar a acdo das estrobirulinas e uma futura alternativa a ser explorada
no controle de M. perniciosa .

Além disso, baseado no constatado em outros patossistemas, héa de se elucidar
se o fitopatdgeno M. perniciosa possui mecanismos de producado e processamento de
pequenos RNAs (sRNA), que podem estar associados na interacdo com seus
hospedeiros, afetando o nivel de expresséo de genes de viruléncia e/ou de defesa da
planta, e se o silenciamento de um de seus componentes importantes (enzimas
Dicers) poderia reduzir sua patogenicidade.

Neste trabalho foram exploradas estas duas estratégias para controle da
infeccdo de M. perniciosa: primeiramente avaliando-se a aplicacdo in planta de um
novo composto que afeta a Oxidase Alternativa; e também a elucidacéo dos genes
codificadores da rota de producdo de pequenos RNAs (sRNAs), bem como na
clonagem de um componente desta rota para expressdo em duplo sentido (dSRNA)

em tomateiro MT visando silenciar esta rota.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. O patossistema M. perniciosa x T. cacao

Cultivos agricolas estdo continuamente expostos a pragas, plantas daninhas e
doencas, estas causadas por bactérias, fungos, virus e outros microrganismos,
resultando em uma perda de produtividade de 20 a 40% globalmente, mesmo com as
diversas técnicas de manejo adotadas pelos agricultores na tentativa de contorna-las
(FAO, 2017).

Um dos casos mais marcantes deste impacto numa cultura de alta importancia
€ a enfermidade conhecida como “vassoura-de-bruxa” do cacaueiro. Causada pelo
fungo basidiomiceto Moniliophthora perniciosa (Aime; Phillips-Mora, 2005)
[syn. Crinipellis perniciosa (Stahel) Singer; Marasmiaceae senso latu] (Purdy; Schimdt,
1996). Nativo da regidao amazonica, a invasao deste fungo em regides produtoras de
cacau provocou o colapso das lavouras na América do Sul e Caribe, tendo ocorrido
mais recentemente no sul da Bahia (Andebrhan et al., 1999), o que transformou o
Brasil de pais tipicamente exportador em importador de cacau, gerando Ssérios
prejuizos econdbmicos e sociais para o pais.

Moniliophthora perniciosa € considerado um patégeno hemibiotrofico, exibindo
uma fase biotréfica peculiarmente longa, podendo ultrapassar os 90 dias e
notavelmente sintomatica, apresentando micélio com morfologia e comportamento
distintos nas fases biotrofica e necrotréfica (Griffith; Hedger, 1994; Teixeira et al.,
2014). Basidiésporos dao origem a tubos germinativos, que ao penetrarem o tecido
do hospedeiro, geram hifas primarias, convolutas, largas (5 a 20 um), mononucleadas
e sem grampos de conexao (fase biotréfica). Por outro lado, hifas delgadas (1 a 3 um)
e regulares, apresentando grampos de conexao e, portanto, binucleares, séo tipicas
da fase necrotréfica. Em geral, a fase biotrofica tem sido associada ao micélio
monocarioto, mas ha descrigdes contraditérias sobre a condi¢cdo nuclear durante essa
fase (Delgado; Cook, 1976). Ambos os tipos de micélio podem ocorrer ao mesmo
tempo durante a colonizacao de tecidos vivos (Ceita et al., 2007). Durante a fase inicial
de infeccdo, as hifas crescem em baixa densidade e intercelularmente no hospedeiro
(apoplasto), enquanto que, apds a necrose, as hifas crescem intensamente por todo

o tecido (Evans, 2016). Até o momento, ndo se conhece exatamente o que determina
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a mudanca de fase em M. perniciosa da biotréfica para a necrotréfica, nem se a morte
da vassoura-verde é a causa ou o efeito dessa transicéo.

A infeccdo do cacaueiro ocorre apenas por meio da penetracdo dos tubos
germinativos originados dos basidiésporos em tecidos meristematicos, ou seja,
lancamentos foliares, flores ou frutos em desenvolvimento (Purdy; Schmidt, 1996).

Ao penetrar o cacaueiro, o micélio biotréfico se alastra pelo apoplasto e os
ramos infectados apresentam sintomas de inchamento e excesso de brotacdes, com
perda de dominancia apical, resultando assim na formacdo de sintomas
morfologicamente semelhantes a vassouras, denominados de “vassoura-verde”
decorrentes da superbrotacéo. A infeccao de almofadas florais e frutos acarretam no
desenvolvimento de flores anormais e frutos partenocarpicos, além do surgimento de
deformacfes e manchas necroticas em frutos em desenvolvimento (Purdy; Schmidt,
1996). De 4 a 8 semanas ap0s a infeccdo do cacaueiro, ocorre a necrose das
vassouras, que passam a ser denominadas de “vassoura-secas”. O ciclo da doenca
se completa quando as vassouras ou frutos necrosados e secos sao expostos a
periodos de alternancia entre periodos de chuva e estiagem, o que favorece o
surgimento de basidiocarpos, que liberam basidiésporos a serem distribuidos pelo
vento (Purdy; Schmidt, 1996).

Além do cacaueiro, M. perniciosa apresenta uma variedade de hospedeiros,
permitindo que seus isolados sejam classificados em trés biétipos, -C, -L e -S (Griffith;
Hedger, 1994). O biétipo-C é responsavel pela infeccdo do cacaueiro e de outras
espécies de Theobroma e Herrania, enquanto o bibtipo-S coloniza membros de
Solanaceae, com evidéncias de inducdo dos sintomas caracteristicos da doenca
(Marelli et al., 2009; Deganello et al., 2014). Por fim, o biétipo-L infecta lianas e cipés,
sobretudo da familia Bignoniaceae, sem induzir sintomas (Griffith; Hedger, 1994).

Para estudo do patossistema M. perniciosa X T. cacao, tem-se adotado o
tomateiro “Micro-Tom” como modelo, principalmente pela disponibilidade de isolados
de M. perniciosa que infectam solanaceas (biotipo-S) e apresentam sintomas
semelhantes aos que se observa em T. cacao. Outras vantagens que o0 uso deste
cultivar apresenta incluem o porte reduzido, ciclo relativamente curto e protocolos bem
estabelecidos transformac&o genética, permitindo que descobertas sejam feitas e
extrapoladas em um menor tempo, sem todas as dificuldades biolégicas de estuda-

las em plantas de T. cacao (Deganello et al., 2014; Scotton et al., 2017).
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As perdas econdmicas da producéo do cacaueiro decorrem principalmente da
infeccéo dos frutos, juntamente com a debilitacdo geral das plantas, com os tecidos
infectados atuando como drenos fisioldgicos para o restante da planta (Teixeira et al.,
2014). Outras possiveis consequéncias estdo sendo aos poucos esclarecidas, e,
apesar da infecgcdo se manter apenas na regiao inicialmente atingida (efeito nao
sistémico), recentemente Paschoal (2018) demonstrou que poucos dias apds a
infeccdo de tomateiro ‘Micro-Tom’ por M. perniciosa ja é possivel observar reducéo
da massa seca de raizes o que possivelmente é extrapolavel para as plantas de
cacaueiro. Isso indica que algum efeito sistémico poderia estar ocorrendo, afetando
inclusive a producéo de frutos (Paschoal, 2018). Em cacaueiro, a infec¢ao de plantas
enxertadas indicou que pode ocorrer uma interacdo positiva entre as raizes
(porta-enxerto) e a parte aérea, resultando em uma maior resisténcia contra
M. perniciosa (Ribeiro et al., 2016).

Atualmente, o controle da enfermidade em campo esta limitado ao uso de
podas fitossanitarias, aplicacéo de fungicidas ou agentes bioldgicos, todos de eficacia
limitada, enquanto que o uso de gendtipos resistentes representa o método de menor
custo econémico e ambiental (Purdy; Schmidt, 1996). O controle genético por meio de
cultivares resistentes é preconizado como método ideal, desde que as plantas atinjam
a qualidade e adaptabilidade da regido produtora e niveis adequados de resisténcia
(Massola et al., 2011). Isto eliminaria a necessidade de esfor¢cos adicionais para se
reduzir as perdas, como controle quimico, cultural e mecéanico.

No caso do cacaueiro, atualmente ha material genético em avaliacdo para
resisténcia tanto a M. perniciosa como a M. roreri (causadora da frosty pod rod) e
QTLs foram identificados para contribuir nessa selecéo. (Bailey et al., 2018; Evans,
2016; Royaert et al., 2016). No entanto, opcdes de curto prazo sao requeridas tanto
em regides que ja possuem os patdgenos, como em regides onde possam vir a ocorrer
para protegé-las de eventuais epidemias agricolas e isto inclui, entre outras medidas,
0 uso de fungicidas.

No inicio da década de 1980, trabalhos extensos foram conduzidos na tentativa
de se encontrar o melhor manejo com produtos quimicos fungicidas associados a
praticas culturais que promovessem controle satisfatorio da vassoura-de-bruxa (Laker,
1991). Produtos de agéo de contato, como Oxido de cobre foram recomendados na
regido produtora da Bahia em aplicagbes mensais, de forma preventiva e associados

a praticas culturais de poda de ramos infectados (Oliveira; Luz, 2005). Também
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fungicidas com acgéo sistémica, como estrobirulinas, triazois e benzimidazois foram
testados e se mostraram efetivos em reduzir a germinagao de esporos, esporulagéao
e crescimento micelial do fungo in vitro e em casa de vegetagéo, e em alguns casos
também sob condi¢cdes de campo. No entanto, nunca houve adocédo em escala pelos
produtores de cacau por inconsisténcias quanto a viabilidade técnica e econémica
(Albuquerque et al., 2005; Mota et al., 2010).

Trabalhos mais recentes sugerem que aplicacbes foliares do fungo
Trichoderma spp. associadas com aplicacdes de fungicidas protetores de contato,
como oOxido de cobre e clorotalonil, podem reduzir a fonte de in6culo do fungo
(esporos) e ser uma alternativa de manejo (Medeiros et al., 2010). Outro grupo de
compostos testados sdo o0s indutores de resisténcia, pequenas moléculas
classificados como elicitores sintéticos capazes de induzir resposta imune vegetal
mimetizando o sistema de defesa natural das plantas (Bektas; Eulgem, 2015). Costa
et al. (2010) avaliando estes elicitores verificaram niveis de controle inconsistente e
baixa viabilidade econémica, motivo pelo qual concluiu ndo serem boas alternativas
por ora para serem adotados em campo para manejo de M. perniciosa.

Desta forma, fica evidente a caréncia e necessidade de desenvolvimento de
novos e efetivos métodos para o controle de M. perniciosa, contemplando todas as
particularidades do sistema de producédo de cacau e do patossistema M. perniciosa X

T. cacao, tanto do ponto de vista de controle genético, cultural, mecanico e quimico.

2.2. Controle quimico de fitopatdogenos e uso de inibidores da enzima oxidase
alternativa (AOX)

Fungicidas tem sido usados por muitos anos e novos continuam a ser
desenvolvidos para suportar a ambicdo de produzir mais alimentos e proteger os
cultivos do efeito destruidor de fitopatogenos. Maloy (2005) fez completa revisdo
histérica sobre descoberta, desenvolvimento e ado¢éo de fungicidas na agricultura.
Os primeiros fungicidas eram elementos simples, como enxofre ou compostos
metalicos de cobre ou mercurio, e portanto, inorganicos, como a calda bordalesa a
base de sulfato de cobre. No inicio do século XX, foram descobertos os primeiros
fungicidas organicos como thiram, captan e ditiocarbamatos. Foram descritos como,
de amplo espectro, com agédo de contato (ndo sistémicos) ou com agado protetora

preventiva sobre uma ampla gama de doencas fungicas de plantas. No inicio da
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década de 1960, fungicidas sistémicos foram desenvolvidos. A maioria deles ndo era
verdadeiramente sistémico, mas com alguma mobilidade, normalmente translaminar
e com algum efeito poés-infeccdo, e alguns destes compostos apresentavam
movimento apoplastico. Alguns destes fungicidas parcialmente sistémicos sédo do
grupo dos inibidores da sintese de esterol (SBI - sterol biosynthesis inhibitors) e
inibidores da demetilacéo (DMI - demethylation inhibitors), capazes de se movimentar
em alguns tecidos das plantas e eliminar infec¢des iniciais. Outros podem ter estreita
faixa de atividade para controle de grupos especificos de doencas, como mildios,
ferrugens e oidios, enquanto outros tem espectro mais amplo.

Apesar de vantajoso do ponto de vista de especificidade e menor risco de
impactos adversos em outros organismos, fungicidas com a caracteristica de espectro
estreito, com modo de acado Unico e atividade sitio-especifica controlada por um ou
poucos genes, tem o revés de serem particularmente propensos a selecionar mais
facilmente popula¢cBes de patdgenos resistentes (Hahn, 2014; Lucas et al., 2015).

Dentre os fungicidas sitio-especificos mais recentemente descobertos e de
mais ampla utilizacdo na agricultura estdo as estrobirulinas sintéticas da classe Qol
(Quinone Outside Inhibitors) (Bartlett et al., 2002). Estes compostos foram inicialmente
isolados como antibioticos a partir do micélio do basidiomiceto Strobilurus tenacellus,
estirpe 21602, e se mostraram altamente ativos contra leveduras e fungos
filamentosos (Anke el al., 1977). As estrobirulinas atuam inibindo a cadeia respiratoria
mitocondrial por meio da ligac&o especifica ao centro do citocromo bcl (complexo 1lI),
reduzindo a producédo de energia e levando ao estresse oxidativo e colapso das
funcdes vitais do fungo (Bartlett et al., 2002). Sao consideradas excepcionais do ponto
de vista de espectro de acdo, ao mesmo tempo em que apresentam baixa toxicidade
a plantas e animais.

Mesmo tendo sido adotados com sucesso em diversos patossistemas e areas
extensas, 0 uso de estrobirulinas ndo tem se mostrado suficiente no controle
de M. perniciosa em cacaueiro (Albuquerque et al., 2005). A analise do transcriptoma
de M. perniciosa apo0s tratamento com a estrobirulina azoxistrobina revelou alteracao
do metabolismo energético para compensar a reducéo na producéo de ATP e permitir
sua sobrevivéncia (Prado, 2016). Foi observada a ativagcao de genes que reprimem
os efeitos toxicos da inibicdo da cadeia respiratoria mitocondrial, como proteinas
relacionadas a protecdo contra estresse oxidativo (peroxidases e glutationa

S-transferases), resisténcia a estresses (heat shock proteins) e de transportadores
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relacionados a resisténcia a drogas, como ABC (ATP-binding cassette), MFS (major
facilitator superfamily) e CYP450 (citocromo P450 monoxigenases), sabidamente com
grande potencial para detoxificacdo (Prado, 2016; Mondego et al., 2008).

Também em M. perniciosa, descobriu-se que a via respiratoria dependente da
enzima oxidase alternativa (AOX) tem importante papel no ciclo de vida e adaptacao
do fungo durante a infeccéo, podendo esta enzima ser um alvo importante de
compostos inibidores para controle da ‘vassoura-de-bruxa’ e ainda pouco explorado
pela industria no desenvolvimento de fungicidas (Thomazella et al., 2012).

A enzima AOX ocorre em todas as plantas e seres de outros dominios da vida,
como fungos e animais. Apesar de algumas divergéncias, o papel mais aceito para
esta enzima é na resposta a estresses associados com a cadeia principal de captacao
de elétrons para geracéo de energia através de citocromos (CRC), como por exemplo
inibidores do complexo Il (Vanlerberghe et al., 2009). Nestas ocasides, a enzima AOX
age de forma sobreposta as cadeias principais de elétrons de forma a evitar efeitos
deletérios ao organismo, evitando a producédo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
(Vanlerberghe et al., 2009).

A AOX tem se mostrado uma via de auxilio a sobrevivéncia em condicdes de
estresse oxidativo induzidos por fungicidas para a maioria dos fitopatégenos, como
Magnaporthe oryzae, Mycosphaerella graminicola e Botrytis cinerea, sendo, portanto,
um mecanismo potencial de resisténcia a este grupo de antifungicos (Prado, 2016).
Ha alguns casos, como por exemplo M. oryzae, em que a delecdo do gene aox nado
surtiu nenhum efeito na sua patogenicidade nem na alteracdo no seu ciclo biolégico
(Avila-Adame; Koller, 2002). Cabe salientar, porém, as diferencas marcantes
existentes entre M. oryzae e M. perniciosa. M. oryzae possui uma fase biotréfica com
poucos dias de duracdo, enquanto em M. perniciosa esta fase pode durar até 90 dias
em que o fungo fica em contato com a planta durante a infecgdo e sofrendo as
respostas de defesa da planta (producdo de ROS, por exemplo), momento no qual a
via AOX pode de fato Ihe servir para garantir sucesso na infec¢cédo (Thomazella et al.,
2012).

Diversos estudos com M. perniciosa evidenciaram um papel para a AOX no
ciclo de vida do fungo, notadamente ao diminuir a presenca de ROS em situa¢des de
estresse na via principal de captacdo de elétrons pela cadeia respiratéria (Almeida,
2014; Thomazella et al., 2012). O tratamento do fungo com o fungicida azoxistrobina

aumentou a transcricdo da AOX e prolongou a duracédo da fase biotréfica, confirmando
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um dos papéis desta enzima em condi¢bes de inibicdo da cadeia principal de
transporte de elétrons e atuando como via alternativa da producdo de energia
(Thomazella et al., 2012). Durante a fase biotrdfica deste fungo, observou-se o
aumento pronunciado na transcricdo de genes e efetiva traducdo da enzima AOX.
Quando aplicados na fase biotréfica, os inibidores de AOX n-propil galato e &cido
salicil hidroxamico (SHAM) inibiram o crescimento micelial in vitro do fungo
(Thomazella et al., 2012).

Mesmo permitindo que o fungo sobreviva em condi¢cdes de estresse, a via
respiratéria através da AOX traz consequéncias importantes para o seu crescimento,
entre as quais a reducdo na geracdo de ATP em aproximadamente um terco em
relacdo a via principal, o que se traduz em menor crescimento e acimulo de biomassa.
Este fato é corroborado durante a fase biotrofica de desenvolvimento de M. perniciosa
em que o fungo progride de forma lenta. Apesar do efeito negativo na taxa de
crescimento, a AOX atua na desintoxicagdo de ROS proveniente de compostos de
defesa produzidos pela planta (como 6xido nitrico) nos estagios iniciais da infec¢ao
(Scarpari et al., 2005).

Portanto, j& que estrobirulinas sdo um dos grupos de fungicidas de maior
adocdo pela alta eficiéncia controle de muitos fitopatdgenos, baixo impacto no meio
ambiente e baixa toxicidade a organismos ndo-alvo e, atuam por inibicdo da cadeia
principal de elétrons da respiracdo; e que a AOX é uma enzima chave para o fungo
M. perniciosa como fator de adaptacédo a condicbes em que a cadeia principal de
elétrons estd inibida; conclui-se que o isolamento, sintese e desenvolvimento de
compostos inibidores da AOX pode ser suficiente ou complementar a acdo das
estrobirulinas e uma futura alternativa a ser explorada no controle de M. perniciosa.

Recentemente, Barsottini et al. (2019) descreveram a sintese e avaliacdo de
novos compostos inibidores da AOX e sua atividade em M. perniciosa. Estes
compostos sdo derivados do acido galico e acido hidroxamico, conhecidos a algum
tempo, inclusive com propriedades de uso farmacoldgica, como ascofuranonas e
analogos (Saimoto et al., 2013). Para se buscar quais compostos teriam maior
potencial como inibidores da AOX, Barsottini et al. (2019) usaram a levedura Pichia
pastoris e avaliaram 74 derivados de N-fenilbenzamidas a partir da medicdo da
respiracdo e crescimento da levedura, obtendo informacdes sobre poténcia,
seletividade e atividade antifangica. O composto ‘7j-41’ foi considerado o mais efetivo

dentro dos parametros de avaliacdo e capaz de prevenir a germinacdo de
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basididésporos de M. perniciosa in vitro, bem como o desenvolvimento de sintomas de
‘vassoura-de-bruxa’ quando aplicado de forma preventiva em solugdo com
basidiésporos de M. perniciosa sobre plantas de tomateiro ‘MT’ (Barsottini et al.,
2019).

Este trabalho evidenciou que compostos inibidores da AOX apresentam
atividade sobre esporos de M. perniciosa, protegendo plantas MT preventivamente a
infeccdo. Ha, no entanto, uma dificuldade inerente em relacéo a esta efetividade pelo
fato de o cacaueiro se tratar de uma cultura perene, exposta a infeccdo pelo fungo
frequentemente em condi¢des de cultivos comerciais em campo e, portanto, em algum
grau ja infectadas. O tratamento preventivo seria efetivo em proteger novos cultivos e
mitigar futuras infeccbes, mas nao plantas ja infectadas como € o caso das areas
produtoras.

Sabe-se que apos penetrar na planta nos tecidos meristeméticos (folhas, flores
e frutos em desenvolvimento), basidiésporos de M. perniciosa colonizam lentamente
0s espacos intercelulares (apoplasto) da planta com suas hifas na fase inicial da
infeccdo (Purdy; Schmidt, 1996). Com isso, como proxima etapa do trabalho de
Barsottini et al. (2019) , o objetivo foi avaliar o uso de inibidores da AOX aplicados por
meio do xilema via raizes e avaliar se preveniriam a infeccdo promovida no meristema
apical da planta e surgimento de sintomas do patégeno. Caso positivo, isto seria um
indicativo de que o antifungico inibidor da AOX estd sendo de alguma forma
translocado das raizes até o meristema apical, protegendo a planta no ponto de
infeccdo ou durante a colonizacao inicial do apoplasto.

Uma das dificuldades que emergem desta constatacéo é que, para surtir efeitos
satisfatorios, o antifungico deveria translocar a planta a partir do xilema em toda a sua
extensdo, antes que ela entrasse em contato com M. perniciosa e para tal, ha
necessidade que o antifingico tenha propriedades de se translocar pelo xilema da
planta.

Para que um composto quimico que entra pelas raizes de uma planta atinja o
xilema, ele deve ultrapassar a epiderme, cortex, endoderme e periciclo. E o balanco
de propriedades de solubilidade e lipofilicidade que determinam seu potencial de
movimento das raizes para outras partes da planta por meio do xilema (Chris et al.,
2010). Um dos modelos adotados da predicdo de translocacdo de xenobidticos
organicos em plantas é o proposto por Bromilow et al. (1990) (Figura 1) em estudo

com herbicidas, e posteriormente ampliado para fungicidas e outros. Este modelo leva
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em conta dois parametros fisico-quimicos do xenobiotico: ‘pka’, coeficiente de
dissociacao 4cida, indicador do potencial de ionizacao e ‘Kow’, coeficiente de particdo
agua: octanol, que representa o balanco entre propriedades sollveis em agua e
lipideos de um composto quimico. O inibidor da AOX ‘7j-41’, apresenta ‘pKa’ de 14,8
e log ‘Kow’ € 4,0 (dados néo publicados) o que, pelo modelo de Bromilow et al. (1990)

o classificaria no limiar entre imovel e mével somente pelo xilema.

Figura 1. Modelo de predi¢cdo da mobilidade de xenobidticos
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Fonte: Bromilow et al. (1990).

Outros modelos mais atuais buscaram modelar a translocacdo de xenobidticos
em plantas. Um deles € o modelo de simulagdo dindmica nao linear ‘ERMESSE’
(Satchivi, 2014) Figura 2, desenvolvido na Universidade de lllinois e que considera
outros parametros, além do pKa e logKow, relacionados ao préprio composto, a planta
(processo fisiolégicos, anatdmicos e bioquimicos, como conexdes enre xilema e
floema, espessura da cuticula, permeabilidade da membrana, pH do apoplasto,
simplasto e da seiva), bem como informacdes relevantes sobre o ambiente e solo
(umidade relativa do ar, temperatura e potencial hidrico do solo). Por integrar tantos

fatores, cria-se uma complexa rede que demanda muitas informagdes para ser efetiva.
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Figura 2. Modelo mais atual de predi¢cdo da mobilidade de xenobioticos
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Fonte: Satchivi (2014)

Apesar da parcial aceitacdo destes modelos, diversos autores (Satchivi, 2014;
Schroder et al., 2007; Trapp, 2004), ponderam uma série de fatores complicadores e
excecOes de complexa previsibilidade, como a ativacdo e inibicdo de genes que
podem agir de forma bloqueadora e relativos a prépria estrutura do composto. Por
exemplo, sabe-se que glufosinato de amonio mimetiza processos naturais da planta e
por isso sdo translocados por mecanismos ja existentes. O herbicida glufosinato de
amonio é translocado por transportadores de amonio; glifosato por transportadores de
fésforo; 2,4-D por transportadores de auxina (Cobb; Reade, 2010).

Por estes motivos, conclui-se que, apesar de importante, ainda permanecem
consideraveis lacunas no conhecimento a respeito da mensuracédo e predicdo com

acuracia da absorcgéao e translocacdo de xenobidticos.
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2.3. Silenciamento génico em fungos

Silenciamento génico por RNA de interferéncia (RNAI) € um mecanismo
conservado em eucariotos que acontece a partir de pequenos RNAs e tem como
consequéncia a supressdo da expressdo génica pela degradacdo de RNAs
mensageiros de sequéncia especifica (Nicolas; Ruiz-Vazquez, 2013; Baulcombe,
2015; Axtell et al., 2011; Nunes; Dean, 2012; Villalobos-Escobedo et al., 2016).

O mecanismo de RNA de interferéncia e sua rota candnica foram inicialmente
descritos como parte do sistema de defesa de eucariotos com a finalidade de proteger
seu genoma contra acidos nucleicos invasivos (provenientes de virus, por exemplo),
transposons e mutacdes (Catalanotto et al., 2002; Nicolas et al., 2003; Nolan et al.,
2005). Posteriormente, foram descobertos outros papéis biolégicos para o
mecanismo, principalmente relacionados a regulacédo da expressao génica endégena
(Lee et al., 2009; Lee et al., 2010) e também na interacdo entre plantas hospedeiras
e outros organismos, como fungos, plantas parasitas, insetos e nematoides, fenémeno
gue vem sendo chamado de cross-talk ou cross-kingdom gene silencing (Knip et al.,
2014; Weiberg et al., 2015; Wang et al., 2016).

O silenciamento génico por RNAI se inicia pela presenca de um RNA de fita
dupla (dsRNA, double-stranded RNA), cuja origem pode ser tanto enddégena, como
também a partir de fontes exdgenas naturais, bem como dsRNA sintetizado
artificialmente (Koch et al., 2013; Nunes; Dean, 2012).

Em plantas, RNAI foi a principio denominado de silenciamento génico pds-
transcricional (PTGS, Post-Transcriptional Gene Silencing) ou co-suppression, a partir
do trabalho de Napoli et al. (1990) em que o gene codificador da enzima chalcona
sintetase responsavel pela coloracdo purpura em petlnias foi superexpresso e, ao
invés de plantas com coloragdo mais intensa, obtiveram fenoétipos variaveis, inclusive
com flores brancas. Em animais, o termo RNAI se popularizou a partir do trabalho de
Fire et al. (1998) em que ganharam o prémio Nobel ao demonstrar os efeitos de RNA
de fita dupla (dsRNA) no nematoide Caenorhabditis elegans. Em fungos, 0 mecanismo
foi originalmente descrito no ascomiceto Neurospora crassa e foi denominado de

guelling (Romano; Macino, 1992).
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Um numero diverso de classes de pequenos RNA foram descritos nos ultimos
anos em fungos, além dos mais estudados, como pequenos RNAs de interferéncia
(siRNA) e micro RNAs (miRNA), também descobriu-se micro-RNA-like (miIRNAS),
além de outros que incluem quelling-deficient-2 (QDE-2)-interacting small RNAs
(qiRNASs) e pequenos RNAs interferentes independentes de Dicer (disiRNAS) (Lee et
al., 2009; 2010); pequenos RNAs endbégenos (esRNAs) foram descoberto em Mucor
circinelloides, e LTR retrotransposon-siRNAs (LTR-siRNAs) e tRFs em M. oryzae e
Aspergillus fumigatus (Lee et al., 2009; 2010; Villalobos-Escobedo et al., 2016).

O silenciamento génico canénico em N. crassa foi descrito por Li et al. (2010).
Em células vegetativas, 0 mecanismo se inicia com a geracdo de RNA aberrante
(aRNA) a partir de DNA repetitivo, exdgeno ou danificado, que é reconhecido por uma
enzima RNA polimerase dependente de RNA (RdRP, chamada de QDE-1), e a partir
dela sintetizam-se dsRNAs, que sdo clivados por proteinas do tipo Dicer-like (DCL)
em duplexes com 21 a 28 nucleotideos, e a seguir carregados hum complexo proteico
indutor de silenciamento (RISC - RNA-induced silencing complex), cujo componente
catalitico principal sdo proteinas da classe das Argonautas (QDE-2).

O siRNA fita dupla ligado ao RISC é inicialmente inativo. Para permitir sua
ativacao, a fita passageira precisa ser removida do duplex, o que se da por duas
etapas: primeiro a proteina Argonauta QDE-2 corta o siRNA de fita dupla usando a fita
passageira como substrato. Posteriormente, QIP (gde-2 interacting protein) é
recrutada por QDE-2, reconhece a fita passageira e a degrada com sua atividade
exonuclease. Com isso, o complexo RISC é ativado e aciona o pequeno RNA de fita
simples remanescente (ssRNA fita guia) para direcionar o silenciamento do RNA
mensageiro (MRNA) alvo de sequéncia complementar a sua, impedindo que 0 mMRNA
seja traduzido em proteina, levando a interrup¢éo da traducéo. A partir deste ponto,
em alguns organismos ocorre novamente a acao da mesma RdARP (QDE-1 ou em
alguns organismos também a RdRP-2), cuja funcdo é a amplificacdo do sinal de
silenciamento a partir do reconhecimento da fita passageira como molde e producao
de siRNAs secundarios que retornam ao inicio do processo. A Figura 3 ilustra o

modelo proposto por Li et al. (2010).
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Figura 3. Rota de silenciamento génico candnica proposta para o fungo N. crassa
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Mais recentemente, Torres-Martinez e Ruiz-Vazquez (2017) corroboraram o
modelo proposto por Li et al. (2010) para fungos e sugeriram que a presenca de DNA
repetitivo e mutacdo no DNA sé&o suficientes e necessarios para o silenciamento
génico e a producdo de pequenos RNAs em fungos por induzir a recombinacgéo
homdloga. Também propuseram que a formagéo de intermediarios recombinantes a
partir de DNA danificado ou sequéncias repetitivas produzem aRNA e posteriormente
dsRNA. Os demais genes da rota de silenciamento sdo descritos com proposta de

funcdes iguais, conforme Figura 4.
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Figura 4. Silenciamento génico candnica proposta para o fungo N. crassa
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Fonte: Torres-Martinez; Ruiz-Vazquez (2017).

Portanto, os componentes principais do silenciamento génico candnico
descritos em fungos e conservados na maioria do eucariotos sédo: as enzimas da
classe das RdRPs, as Dicers e as Argonautas.

Em M. perniciosa, a ocorréncia do silenciamento de genes foi inicialmente
descrita por Caribé dos Santos et al. (2009). Neste trabalho, apesar de a rota de genes
participantes do silenciamento neste fungo ainda néo ter sido caracterizada, partiu-se
do principio de que ela era funcional com base em uma série de estudos com outros
fungos a época. Caribé dos Santos et al. (2009) estudaram o estabelecimento de
metodologia de silenciamento em M. perniciosa e a transformacdo experimental de
hifas dicariéticas com dsRNA longos correspondentes a trés genes alvos: gfp
heterdlogo, hidrophobina-3 (MpHYD3) e 1-cis peroxiredoxin (MpPRX1) com posterior
avaliacao da reducédo de mRNA produzido. O silenciamento foi validado pela reducao

da intensidade na emissédo de fluorescéncia em isolados expressando GFP e
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demonstrado experimentalmente que RNAiI em M. perniciosa é capaz de silenciar
varios genes simultaneamente.

A evidéncia experimental mostrada por Caribé dos Santos et al. (2009) indica
gue o fungo possui a maquinaria genética necessaria para o processamento de
dsRNA em siRNA e eventualmente a transmissé&o sistémica do sinal de silenciamento.
Ainda assim, com o genoma de M. perniciosa sequenciado (Teixeira et al., 2014 -
disponivel em WBD ATLAS http://bioinfo08.ibi.unicamp.br/wbdatlas/), pode ser

possivel comprovar se homologos dos genes descritos em outros fungos estéo

presentes em M. perniciosa e em qual fase de desenvolvimento e condicdo mais se

expressam.

2.4. Componentes e funcao dos genes essenciais do silenciamento génico em

fungos

Em N. crassa, identificou-se que os genes basicos envolvidos no silenciamento
génico incluem trés ‘RNA-polimerase dependente de RNA’ (RdRP), duas Argonautas
e duas Dicers (Li et al., 2010).

Dicers ou proteinas Dicer-like (DCL) sdo enzimas da classe das RNaselll
geralmente compostas pelo dominio dicer dimerization, dominio helicase com
N-terminal, e dois dominios RNase Ill. Dicers tem a propriedade de reconhecer RNAs
de fita dupla (dsRNA) e cliva-los em pequenos RNAs de interferéncia (SiRNA) ou
micro-RNAs de interferéncia (mMiRNAs) com 21 a 28 nucleotideos. As Dicers sao
conservadas em organismos eucariotos que retiveram a rota de silenciamento génico
e sdo encontradas no citoplasma (Carmell; Hannon, 2004). Apesar dos dominios
conservados, a arquitetura destes dominios pode variar consideravelmente mesmo
entre fungos (Hu et al., 2013).

Outro componente essencial do silenciamento sdo as proteinas Argonautas.
Sao compostas por dois motivos principais: PAZ (Piwi-Argonaute-Zwille); e PIWI,
altamente conservado entre eucariotos e exclusivo da familia das Argonautas (Liu et
al., 2004). O dominio PAZ est& envolvido na ligagdo ao siRNA, enquanto PIWI tem
acao de clivar o mRNA guiado pela fita simples do siRNA (Song et al., 2003; Liu et al.,
2004). Proteinas Argonautas s&o o motor catalitico da atividade degradadora de RNA

no complexo RISC (Fulci; Macino, 2007). A clivagem inicial é o passo critico, que
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ocorre através da desestabilizagdo do RNA. Em eucariotos, o numero de genes
codificadores de Argonautas varia consideravelmente, como, por exemplo, de um em
leveduras, como Schizosaccharomyces pombe a 27 no nematoide Caenorhabditis
elegans (Carthew; Sontheimer, 2009).

RNA-polimerases dependentes de RNA (RdRPs) sdo proteinas chaves para o
silenciamento génico em eucariotos ainda que ndo amplamente distribuidas e
conservadas como as outras duas ja citadas (Dicers e Argonautas) (Calo et al., 2012).
As RdRPs compartilham o dominio comum que lhes da o nome (RdRP), porém outros
dominios e sub-dominios sé&o encontrados em diferentes espécies que Ihes fornecem
diferentes funcdes (Zong et al., 2009). Em N. crassa, a RARP QDE-1 é responsavel
por ativar e manter o sinal de silenciamento e age como fator limitante da ativacédo e
amplificacdo do sinal em funcéo da quantidade de transcritos exdégenos que Ihes séo
substrato (Forrest et al., 2004). No fungo Zigomiceto M. circinelloides foram descritas
duas RdRP funcionalmente distintas: RdRP-1, essencial para a produgdo de dsRNA
a partir de transcritos exogenos e RdRP-2, requerida para a amplificacéo do sinal de
silenciamento a partir do reconhecimento da fita passageira e controlando a producéo
de siRNAs secundarios (Torres-Martinez; Ruiz-Vazquez, 2017). Apesar da
importancia, a RdRP-2 ndo é considerada essencial para o0 mecanismo e ndo é
encontrada em N. crassa e outros fungos, mas presente por exemplo nos Zigomicetos
Phycomyces blakesleeanus e Mucor circilenoides (Calo et al., 2012).

Apesar de ser um mecanismo predominantemente pdés-transcricional, como
descrito inicialmente por Cogoni e Macino (1997), com rotas dependentes de Dicers e
envolvendo siRNA e miRNA, o silenciamento génico pode ocorrer também em outras
vias transcricionais, envolvendo metilacdo do DNA, modificacdo de histonas e
silenciamento génico meibtico no ciclo sexuado dos fungos (conhecido como MSUD
— Meiotic silencing by unpaired DNA) (Nicolas; Ruiz-Vazquez, 2013). Além disso, sao
conhecidas pelo menos cinco vias diferentes de silenciamento em N. crassa
envolvendo outros tipos de pequenos RNAs, como milRNAs, dicer-independent small
interfering RNAs (disiRNAs), QDE-2-interacting small RNA (qiRNAS) entre outros. Isto
sugere que outras nucleases especificas reconhecedoras de dsRNA distintas de
Dicers podem participar da biogénese de pequenos RNAs (Torres-Martinez; Ruiz-
Vazquez, 2017).
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Mesmo n&o sendo essenciais, sabe-se que outros genes sao importantes para
gue o mecanismo ocorra em fungos. Por exemplo, Li et al. (2010) estudando N. crassa
citam RecQ DNA Helicases (QDE-3) e a Proteina de Replicacdo Al (RPA-1), que
agem a montante da formacdo do dsRNA, facilitam a acdo da RARP QDE-1 e séo
importantes para a geracdo do RNA aberrante (aRNA); e QDE-2-interacting protein
(QIP), proteina com dominio exonucleico que interage com QDE-2 e acdo analoga a
proteina C3PO presente em Drosophila; sua interacdo com QDE-2 permite que a fita

passageira seja removida e RISC seja ativada.

2.5. Inducéo de silenciamento génico pelo hospedeiro (HIGS)

Pequenos RNAs (sRNAs) desempenham importante papel na interacédo planta
X patdgeno, modulando o sistema de defesa vegetal, ou até mesmo promovendo a
viruléncia de patégenos em alguns patossistemas (Kumar, 2014; Wang et al., 2015;
Weiberg et al., 2014). Evidéncias recentes indicam que sRNAs de um organismo
podem agir sobre outro, em um processo denominado cross-kingdom gene silencing
(Knip et al., 2014; Weiberg et al., 2015).

No contexto da fitopatologia, alguns exemplos merecem destaque. Weiberg et
al. (2013) identificaram 832 sRNAs em Botrytis cinerea com expressdo aumentada
durante a infeccdo de Arabidopsis thaliana e tomateiro. Destes, trés foram
caracterizados funcionalmente e inibiram diretamente a expressao de genes de
defesa especificos da planta. Uma linhagem mutante de B. cinerea incapaz de
sintetizar sRNAs (dcll dcl2) apresentou viruléncia reduzida, assim como uma
linhagem de A. thaliana mutante para a proteina AGO1 (envolvida no processamento
de miRNA e silenciamento génico) demonstrou maior resisténcia ao patégeno, sem
reducdo na expressao dos genes-alvo (Weiberg et al., 2013). O sequenciamento do
transcriptoma do patdgeno biotrofico Puccinia striiformis revelou sRNAs expressos
durante a interagdo com possiveis alvos no hospedeiro (trigo), especialmente genes
relacionados a defesa (Mueth et al., 2015).

Por outro lado, sRNAs produzidos a partir de transformacdo genética do
hospedeiro também podem silenciar genes de patdgenos fungicos e reduzir sua
viruléncia, tais como o silenciamento in planta do gene AvralO de Blumeria graminis

(Nowara et al., 2010), do Avr3a de Phytophthora capsici (Vega-Arreguin et al., 2014),
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e diversos genes de Puccinia striiformis f. sp. tritici, P. graminis f. sp. tritici (Yin et al.,
2011) e de Fusarium spp. (Ghag et al., 2014; Koch et al., 2013).

Em HIGS, a transferéncia de RNA se da a partir do hospedeiro para o
respectivo organismo eucarioto que interage (praga, simbionte, patdgeno ou parasita).
H&a, no entanto evidéncias de transferéncia na dire¢cdo oposta — chamado de FIGS
filamentous organism-induced gene silencing — como ilustrado em Botrytis cinerea,
um fungo necrotréfico com varias plantas hospedeiras. O fungo produz RNAs a partir
de transposons que sdo processados por Dicers e entao transportados na forma de
RNAs de fita dupla (siRNA) para dentro da célula da planta, silenciando a expressao
de genes de defesa do hospedeiro (Weiberg et al., 2013). sRNAs derivados do
patdgeno mimetizam sRNAs da planta hospedeira e séo translocados até as células
dela, capturando parte da maquinaria de silenciamento e reduzindo sua imunidade
(Wang et al., 2016).

Até recentemente, o maior impacto de HIGS foi na utilizagdo como ferramenta
para analise da funcdo de genes de fungos e oomicetos e essencialidade de
determinados alvos para viruléncia de patégenos. Assim, HIGS poderia ser
empregado como ferramenta para a criacao de plantas transgénicas resistentes a uma

gama patdégenos, caso fossem silenciados um ou mais genes centrais de viruléncia.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Ensaio com inibidores da AOX

3.1.1. Producédo de basidiésporos de M. perniciosa biétipo-S

Basidiocarpos de M. perniciosa do biotipo-S isolado Tiradentes foram obtidos
de vassouras secas de ramos naturalmente infectados de lobeira (Solanum
lycocarpum) obtidas em Tiradentes, MG. As vassouras foram expostas a ciclo
alternado de umidade e seca (12 h cada) para induzir a formacéo de basidiocarpos.
Os basidiocarpos produzidos foram colhidos regularmente e seus estipes removidos
e fixados pelo pileo por gel de silicone na tampa de placas de Petri para liberacéo de
basididsporos sobre tampé&o de armazenamento (16% glicerol; 0,01 M MES, pH 6,1;
0,01% Tween 20). Apo6s 16 h, a suspenséo de esporos foi coletada e armazenada em
tubos criogénicos em nitrogénio liquido para posterior inoculacdo das plantas.
A concentracdo de basididésporos foi estimada em Camara de Neubauer no

microscopio Optico Axiovert 35 (Zeiss; Jena, Alemanha).

3.1.2. Producao e conducéao das mudas de MT

Sementes do tomateiro ‘Micro-Tom’ (MT) foram semeadas em vasos de 250 ml
contendo vermiculita expandida. Apos 7 dias da semeadura, as plantulas foram
transplantadas para vasos de 250 mL contendo solucéo nutritiva padréo de Hoagland;
Arnon (1950) a ¥ da concentracao.

Os vasos contendo as plantas de MT foram mantidos em camara de
crescimento com temperatura constante de 24°C e fotoperiodo de 12 h. A solugéo
nutritiva foi trocada semanalmente, aumentando-se a concentracdo da solucao
gradativamente até se atingir 100% da solugcéo padrdo na segunda semana apés o

transplantio.
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3.1.3. Tratamento com inibidor da AOX ‘7j-41’

Sete dias ap0s as plantas serem transplantadas para a solugcédo nutritiva, foi
adicionado o composto inibidor da AOX com a maior atividade biolégica sobre M.
perniciosa (Barsottini et al., 2019), denominado de ‘7j-41’ na concentracéo de 250 uM.

O desenvolvimento deste composto estd sendo feito com base nas
propriedades fungicidas das estrobirulinas e de outros inibidores da AOX, em parceria
com o Instituto de Quimica, Departamento de Quimica Organica da Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP), sob coordenacdo do Prof. Gongcalo Amarante
Guimaraes Pereira (processo FAPESP 15/07653-5), do Instituto de Biologia (IB)

UNICAMP, e, sendo eficaz, o composto sera protegido através de pedido de patente.

3.1.4. Dissolucao do inibidor da AOX ‘7j-41’ em agua

O composto foi dissolvido previamente em 10 uL de DMSO e agitado em vortex.
Posteriormente, foram feitas tentativas de dissolu¢do da solucdo ‘7j-41’'+DMSO em
agua com os seguintes compostos e concentracdes: nonil fenoxi poli etilenoxi etanol
(marca comercial Agral) (0,02%, 0,05% e 0,50%), Etanol 100% (0,10%, 0,50% e
1,00%), KOH 1 M (0,12%), Silwet (0,02% e 0,05%), Triton X-100 (0,02% e 0,10%) e
Tween 20 (0,02% e 0,50%). Essas solucbes de adjuvantes foram entdo colocados em
contato com plantas de MT com 7 dias de transplantio em solu¢éo nutritiva, e deixados
por 1 e 2 dias para avaliacdo visual de possivel efeito fitotéxico, como reducéo de
porte, necrose e eventualmente morte de plantas.

Baseado nos resultados obtidos de solubilidade e fitointoxicacdo, optou-se por
usar como agente solvente do ‘7j-41’'+DMSO, o espalhante adesivo nonil fenoxi poli
etilenoxi etanol (marca comercial Agral) a 0,02%.

A solucdo de ‘7j-41’+DMSO dissolvida em 0,02% nonil fenoxi poli etilenoxi
etanol foi entdo adicionada a solucéo nutritiva padrao de Hoagland; Arnon (1950) a %
da concentracdo, e mantida em contato com o sistema radicular das plantas de MT
por dois dias. Apoés este periodo, toda a solucéo nutritiva foi trocada, as raizes e vasos
lavados com detergente neutro e agua corrente. O conteddo da solugdo com o

composto foi devidamente descartado na secédo de Residuos do CENA/USP.
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3.1.5. Inoculagcdo com basidiésporos de M. perniciosa biétipo-S

No mesmo dia apds a troca da solucdo, as plantas foram inoculadas com
esporos de M. perniciosa biétipo S usando uma micropipeta no volume de 60 uL da
suspensdo de basidiésporos na concentracdo de 10° aplicando-se nas regides
meristematicas (apical e axial) de cada planta. No periodo 24 h antes e apls a
inoculacao, as plantas foram mantidas em camara Umida por 24 h com sacos plasticos
umedecidos (Figura 5).

Figura 5. Plantas de MT mantidas em camara Umida por 24 horas antes da inoculagdo com

basidiésporos de M. perniciosa

O experimento foi delineado de forma inteiramente casualizada, cada vaso
contendo quatro plantas e dezesseis vasos no total. Cada vaso continha uma planta
de cada nas seguintes condi¢oes:

Tratamento 01 - n&o tratada e n&o inoculada (Controle);

Tratamento 02 - n&o tratada e inoculada;

Tratamento 03 - tratada com 7j-41’ e n&o inoculada (Controle n&o inoculada);

Tratamento 04 - tratada com ‘7j-41’ e inoculada.
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3.1.6. Avaliacéo da infeccéo e dos sintomas de M. perniciosa bidtipo-S

A avaliacdo do surgimento de sintomas se deu cinco dias apés a inoculacgéo,
sendo realizada a cada dez dias até os 45 dias apés a inoculacdo. Avaliou-se o
sintoma tipico da infeccdo de M. perniciosa em MT (engrossamento do caule) com
paquimetro eletrénico logo acima do ponto de inoculagéo; altura da base das plantas
até o meristema apical; ocorréncia do fitopatbgeno pela observacdo da sua
sintomatologia (superbrotacéo, clorose e ocorréncia de vassouras laterais verdes).
Ao término do ensaio aos 55 dias ap0s a inoculacdo, avaliou-se destrutivamente a
biomassa das plantas, pesando-as separadamente em caule, folhas, frutos e raizes e
também contagem de frutos.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 16 repeticoes.
Os resultados foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk para normalidade, Bartlett
para homocedasticidade e atendendo ambos usou-se o teste F para analise da
variancia. Posteriormente, em caso de significancia, fez-se a separacdo de médias
pelo teste de Tukey a 5%, utilizando-se o software Agstat (Written for Zeneca Ltd,
Updated by Syngenta 2001).

Um esquema com a sequéncia cronoldgica das etapas do experimento pode

ser visualizado na Figura 6.

Figura 6. Cronograma simplificado com as etapas de condug&o do experimento com o
inibidor da AOX ‘7j-41’
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3.2. Desenho darota de silenciamento génico canénico em M. perniciosa

A partir do acesso ao banco de dados gendmicos e de expressao
de M. perniciosa (Teixeira et al., 2014 - disponivel em WBD ATLAS

http://bioinfo08.ibi.unicamp.br/wbdatlas/), foram buscados os genes descritos como

essenciais e/ou importantes para a rota de silenciamento génico canbnico
empregando busca por palavra-chave, como “Dicer” ou “Argonauta”, por exemplo. Foi
elaborada uma lista com todos os genes candidatos agrupados pelo tipo de gene que
codificam, de acordo com o descrito por Lee et al. (2010) e Torres-Martinez e Ruiz-
Vazquez (2017).

Definiram-se seis agrupamentos em que 0s genes poderiam ser classificados
como potenciais componentes da rota de silenciamento candnico de M. perniciosa:
RecQ helicase, Dicer, QIP, RPA-1, Argonauta, e RdARP. Apd6s a busca, anotou-se o
cédigo do gene, sua sequéncia de nucleotideos e de aminoacidos.
Utilizou-se a  ferramenta  Basic  Alignment Search  Tool (BLAST,

https://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para identificar a similaridade e identidade

entre 0s genes encontrados e os ja descritos em N. crassa.
Com o0s genes mais provaveis selecionados a partir de palavra-chave e
BLASTp, adotou-se a ferramenta MAFFT (Kazutaka et al.,, 2017 - disponivel em

https://mafft.cbrc.jp/alignment/server), para realizar o alinhamento mduiltiplo global das

sequéncias de aminoacidos e analisar visualmente se as sequéncias de aminoacidos
gue formam estas proteinas preditas estdo completas e observar seu nivel de
similaridade.

O préximo passo consistiu em observar quais dominios estdo presentes nas
proteinas codificados pelos genes de M. perniciosa e comparar com as descritas em
N. crassa por meio do site do National Center for Biotechnology Information (NCBI

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Dominios sdo unidades estruturais, funcionais e

evolutivas das proteinas e por isso, analisados individual ou conjuntamente sao
indicadores de qual funcdo ou interacdo que aquela proteina pode exercer (Lodish et
al., 2014).

Os genes que apresentaram semelhanca com os de N. crassa nas etapas
descritas acima foram submetidos a analise de expressdo usando o banco de dados
gendmicos e de expressdo de M. perniciosa (Teixeira et al., 2014 — disponivel em

WBD ATLAS http://bioinfo08.ibi.unicamp.br/wbdatlas/), visando entender em quais



http://bioinfo08.ibi.unicamp.br/wbdatlas/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://bioinfo08.ibi.unicamp.br/wbdatlas/
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condicdes bioldgicas estdo sendo mais expressos a partir dos dados de

sequenciamento de RNA e apresentados como RPKM (Reads Per Kilobase Million).

3.3. Transformacédo de tomateiro MT para expressar Dicers de M. perniciosa

3.3.1. Busca de sequéncias de Dicers para silenciamento génico de

Moniliophthora perniciosa

A partir do acesso ao banco de dados gendémicos e de expressdo de M.
perniciosa (Teixeira et al., 2014 - disponivel em WBD ATLAS

http://bioinfo08.ibi.unicamp.br/wbdatlas/), foram buscados genes associados a

maquinaria de processamento de dsRNA em siRNA, particularmente Dicers descritas
em outros organismos.

Para identificar onde os pequenos RNAs de interferéncia (SIRNA) formados se
pareardo sobre uma sequéncia de RNA mensageiro (mMRNA), usou-se o software

GenScript siRNA Target Finder (https://www.genscript.com/tools/sirna-target-finder).

Isto é importante pois alguns componentes do mecanismo sdo altamente
conservados em eucariotos e o seu silenciamento pode impactar em func¢des vitais a
planta que se visa transformar.

As sequéncias dos genes codificadores de Dicers identificadas e recuperadas
nos bancos de dados foram utilizadas para a construcdo de primers especificos

usando o programa Primer3 (Untergasser et al., 2012, http://bioinfo.ut.ee/primer3-

0.4.0/), ao passo que para verificar a qualidade dos primers desenhados foi usado o
programa Netprimer (http://www.premierbiosoft.com/netprimer/).

3.3.2. Construcéo de vetor de siRNA

Visando obter uma linha transgénica de Solanum lycopersicum cv. ‘Micro-Tom’
expressando siRNA para silenciar Dicers de M. perniciosa, foi realizada a clonagem
de fragmentos das Dicers de M. perniciosa para posterior recombinagdao em vetor de
silenciamento e transformacao genética de Agrobacterium tumefaciens.

A partir da identificacdo das sequéncias de Dicers de M. perniciosa, foram
desenhados primers especificos para clonagem de fragmentos com tamanho entre
200 e 300 pb (Tabela 1).


http://bioinfo08.ibi.unicamp.br/wbdatlas/
https://www.genscript.com/tools/sirna-target-finder
http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/
http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/
http://www.premierbiosoft.com/netprimer/
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A reacdo de amplificacdo do genes Dicers foi realizada utilizando 1X tampéo,
1,5 mM de MgClz, 0,2 mM de dNTP, 1 U de HiFi Hot Start High Fidelity Taq polimerase
de alta fidelidade que possui atividade exonuclease (Kapa Biossystems; Cidade do
Cabo, Africa do Sul), 0,4 uM de cada primer, 10 ng de DNA de M. perniciosa
(bidtipo-S, isolado Tiradentes). A ciclagem de PCR foi realizada com denaturagéo
inicial de 3 min, 35 ciclos de 95°C por 30 s, 50°C por 30 s e 72°C por 1 min, e extensao
final de 5 min a 72°C. O produto de PCR foi visualizado em gel de 2% agarose e
tampdo TAE em exposicao a luz UV. O fragmento foi recortado de gel com bisturi e
foi conduzido a purificacdo utilizando kit GFX PCR DNA and Gel Band Purification
(GE Healthcare; Buckinghamshire, Reino Unido). O fragmento de DNA purificado foi
quantificado em fluorébmetro Hoefer DyNA Quant 200 (Hoefer Inc.; Holliston, MA, EUA)

e utilizado nas etapas seguintes da clonagem.

Tabela 1. Sequéncia completa dos genes e primers (forward em verde e reverse em
vermelho) e tamanho do amplicon (sublinhado) das trés Dicers (MP14055, MP10442 e
MP01869) de M. perniciosa usados na clonagem

Gene Dicer Sequéncia Amplicon
ATGTCAACTACCGACCTCCTCCCTCGGCGGTATCAAGAAGAAA
TCTTCACTCAGGCCCAGCAAGAAAACATCATCGCCGCTCTCGG
TACCGGTAGCGGCAAGACCTACATCAGCACCCTTTTAATTAAA
TGGATGGCTACACAAGATGGTGCTCGAGGGAAAGCAATCGTTT
TTCTTGTTCCCAAGGTCCCGCTTGTTCAGCAGCAGGGTGATTT
CATCGCGAAACATTCGGCTTTACGCGTCATCAAGTTGCATAGC
ACGCATTCGCTCGAGTTGACGGACAGAGAAGGATGGGCAAGG
ACATTTGCAAAGTATGATGTATTCGTTATGACTGCTCAGATCTT
TTTGAACCTGTTGACGCATTCATTATGGGGGCTTAACAAGGTC
TCTCTACTGGTCTTTGATGAATGTCATCATACGCGAAAGAACCA
TCCATACAACGGTATCATGCGAGAATACATGCTCCTTTCACCA
GAAGATCGTCCAAAAGTTTTTGGCTTGACTGCCTCACCTATAC
AGAACGCAAAGAATCCTCTCGTTTCTCTCAACGAACTCCAAAC
CAACATGGACGCACGAGTCATTGGTGTACTGGATCATGTCGAT

MP14055  GAGTTGGCGCAGCACACACCGAAACCCGTTGAGGTTATCCAA 264 pb
GAGTATTCCATTTCACTCGAACAATCTAGCTATCCCGAACCTTC
GTTATGGTCGTGTATCAATGTCTTTGATCGCGCAACTCTAACA
GCCATAGCAGAATGCTGGCCGGATATCGAACGTCGATACCAC
GTCACCCTGGGCAATCTTGGACCCTACTGCGCGTCTCTATATC
TCTTCATGGAGATGAAAAACATCATTTCTGCATTCTACCAACCT
GATCTCAATCCCAGTTTTAGCGATGACCTCGTTGTCCATGTCC
CGCACACAACGTTGGAAGATCTTCCAGAACATTTTGACGATAT
CGTAGACATTCTCGTGGACTACGAACAGTTTTATAGCGTTCGA
TCCGACTACTTTCTTCTACCTTCCACAGTACCTTTGGAATGGTG
TACACCCAAAATCAAGACACTGGTGGATATTCTGGTTGCGCAT
TACACCCCAACCTTCCAAGGCATCATATTCGTTGAACAGAGGC
AGGTAGCGACATGTCTGGCTGGGGTGCTCCCATACATTGAAG
AGTTGAAAGGATTGGTCAAATGTGGAGACTTTTTTGGGAATGT
TAATGACGTCGAGGAATCENICACACEEACORICAARICTAGT
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CGTGGGCCAGACGTGGTGAAGCTTTTTCGAGCAGGCTCAATC
AATCTTTTGATTGCGACCTCTGTCGCTGAAGAAGGGCTCGATT
TCCCAGCGTGCGACATTGTCATCCGCTTCGACCCCCTCCAACA
CATGGTAGCCTACGTTCAATCCCGCGGCCGCGCCAGAAACAA
AATCTCCAAATTCATCATCATGCTTCCTGAAGGCGACGTCATTT
CAAGAGCGAAATACGAAGCGTTCCTGCAAGCTGAGGTGCACC
TTAAGGACATCTACAATGTCTCTCGGCCTCCAGACGACGCTAT
GGACGAAGATTCCGACTCGGAAGCGGACGAGGAGGTAGAGCT
GGATACGCAAGACCGTGAACGATACGTCGTACCCCATACATC
GGCATTTATCAACTACGACAATTCCATTGCTCTCTTGAACCACC
TATGCGCACTTATCCCACGCGACCTTTACACCGCTCCCCACGT
TCCAGTATACACGGGAGACTTTCAAGCCACGTTGGATCTTCCA
GCCAGTTTACCCCTCCATCCGAACGATCTATCGTATGAAGGAC
CATTGAAGCACTCAAAGAAGGAGGCAAAGAGGGCTGTAGCGT
TTAAAGCGGTCAAGAGGTTGAGAGTGTTGGATGTTTTTGATGA
GTATCTCCTGCCGGTAGCTTCTGAGAATGGGAAAGCGGCGGA
AGATGTGGATAAGAGGCCGCTTTTGGACTATGAAGGGATTCCG
GTGATGATGGATGTCTGGGTTAGAGACCCGTGGGGCTTGGGA
AACCGGGACAGGCTTTGGATGCACCCGGTGTATATGAATGGT
GGGTTGGTGGCGGGGTTGGTCACTGGCACGTTGTTACCTGTC
GTGAAATTTGAGACCTTCGAGATGGGTAGAGGGAATCTGTTGG
TGTTTGATAAGGAGGAAGAGGGCATACAACGAAAGATGTTGGA
GGAGTATACTCGTCTAGGCATTTGGCATATGGTGACGACGATT
GCGCTCGCTGCTGCACCGAGCTTGTATCTTGTCCCCGTTACG
GACGCGCTGGAACCCGACTACGAGGTGATCGAGCGTCTGTTA
TCGCATCCCAAAGGCGTGCGAGATTGGACCGGGATCACAGAA
GCAGATTATGGACGTACGCTGGTGGCGAACTGCAACCAACGC
GGACGGACCTTGCTTTTGCATAAGATCCGACATGACCTTTCGC
CAATGTCGCCTCCACTACCAGGCTCTGAAGGAGCAGAGTACG
CGTCGTACTACGAATACTACCTCAATCGGTGGACACGGAAAAG
GTCTGGAGATCGCTCAAATTGGACGCCGTTCCTTCCAACTGAC
GGCCACATGATCGAGGTTTCGGCTGCTCCTCGAATTTCCTCGG
GGCTGTACCCTCTTACGTCCACGTCTGGCCCATCCACGAAACC
CACAACCGTATCAGAAACCTGGCTCATCCCCCAAGGCTGCTGT
TCGTGGCTCCCCATTTCGGAAACCATGTTCCTCACTTGGCGAG
CGCTCCCAGTCCTATGTAAACGCATCACCGATATCTACCGAGC
GCGGGAAGCCAAATTTGCACTTGGACTACCGCCTATCAATGAT
ACACTACTTCTCCAAGCACTTACTATCCCGGCTGCCTCCGCTG
GATGGAACAACCAACGATTAGAAACTCTTGGTGATGCGGTTTT
GGAGTTGTGCACAACTGTTCACTTGTTCAACAAGTACCCGTAT
AAACATGAAGGCCAACTAGACCACCTCCGTCGGGCGAACATC
TCGAATCGGTTTTTGTGTTCGAGGGCGTTGGAAGTTGGGTTGG
AGAGGTTCATCACGAGCGAGAGTCATAAGAAGGCGAGGGCGT
GGAGGTATCTTGAAGTTGAACCGGAGAATAGACAGGGGAAGA
GGATGGTGAAGCGGGCTTATCCTAGACGAAGTCTGCAGGATT
GTATGGAAGCGTTGGTCGGAGGCGCTTTTGAGACGGGTGGTA
TACCGATGGCGTTACATGCAGGTGTTGCTTTAGGGCTTGGGTT
TGGAGGATTGGTCCCCTGGTCGATGCGGTATGAACGGGCACA
GAGGGTTCCAGTTTCGCCGATGTTTGCAAGTTTAGAGGAGAGT
TTGGGGTACAAATTCCGTAATGGAGAGTTATTGCGAGAAGCGG
TCACACATCCGTCATTCTCGTCATACTCTGCAACATCATCATAT
CAACGACTCGAGTTTCTTGGGGATGCTATCCTCGACCTAGTCG
TCATTCACTACCTTTACAAAAAGTTTCCAAGTGCAACATCCCAC
CAACTCGCTCTTCCACGTACCAAAGCCGTCTGCTCACCTGCTC
TGTCATCACTCGCTATCCGCCACCTCCAGATCCACAAAATCAT
ACTCATCAATAATGTGGAGCTATCCACGGCTATCGCACAATAC
GTGCCTCATCTCGAAGCAGCATCAGCAGCAACGATCGTACGC
GACGGGTGGCGATACGACCCCCCCAAAGCTATTAGTGATGTA
TTCGAAGCTATCATGGGAGCAGTATTCATCGATTCTGGGTACA
ATTATGAAGTAACGGCTGGTGTGGTAGAACGAGTCATGCAAGA
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AGTGTTGGAGGTGTTGAGTCCCACTGTATGTTTGGATCCAGTG
TCGATTTTGACGAAATGGGTCGCTGGGAACAAGTGTCGCCTCA
AGGTTGAGTTTCGACCGCAAACCAAGGAAGCTGGCGATCGCG
AAGGGATTGAGGCGAGGCTACATGGAGTTTTACTCGCAGGGC
CGATTGTATCAAATAGTATGTCTGTGGCAAAGAACATGACCGC
TGAGAGGGCACTGGATGCGTTGCAGGAGCTGGGTGGTGAGAA
GGCATTGGTCAAGATATGTACATGTGCAGTGGCAAAGGTGACA
GCAGTTACCTCAGCGATGGAACGCTTAGGAGACGAGATGGCG
ATCGGTATGGATATCTCAGTGAACACGGATCCTGGTGAAAAGG
GAAAAGCGGGTACGGTGTGA

MP10442

ATGGATAATGGCCCGGAGACATTCACGACGCGTGGATATCAG
CAGGAGATGCTGGAAGAAAGTCTACGCCGCAATATCATCATAG
CGATGGACACTGGTTCAGGCAAGACTCATATCGCAGTATTGCG
TTTGAAAATAGAAGCTGAGCGTGAATCACGCAAGGTCTCCTGG
TTTTTCGCCCCCAATGTTGCCCTTTGTGAACAGCAGTATAATGT
CATCAAAAAGGCCTTGCCAGCACCAGTAACGATCATTACAGGG
GCCTCGGAACCGAACCAATGGAAAGACCAGGATCTGTGGAGG
AATGTGCTTAGGGATTGGCGAGTGGTCGTGTCTACACCTCAG
GTCCTGCTCGACGCCCTGCGTCATGGCTACATCGTTATGGGC
CGTGACATTAGCCTCATGATATTTGATGAGGCCCATCATGCAT
CCGACAAGCACCCATATAACCTGATAATGCAGGAGTTTTACTTT
ACCATCCCTCGACGAAGTCAGGGTACCTCACCTGGCGGGTCA
GATCTCATTCAACCAATGGTCATGGGCCTGACAGCCAGTCCTA
TTTTCGGAGGAAATGTTGATATTGCTTTTAGGAAAATCGAGGG
AAATCTCGACAGTACTATTTGCGCTCCCCGACGTCACAGAGAA
GAGCTATCGGAACATGCTCATCGTCCTATATTCAAACATATCCT
ATACGAAACCAAAACCTCCTTCTCCACCAATCTCGCAGCTCTT
GACGCAGCGGTGAGCGAGCTCAACATTGAAAACGATCCCTAC
GTCAAATCTCTTCGCAAAGATCTCGCAAAAGCGACCGCCGGTT
CAGCGGATTACGACCGCATAGATCGAAAGCTCTCCAAGGTTAT
TCACAAACAGGACTCCTTCACGCATAAAGGTCTTCGCGACTTT
TCTAGTGCCGCTCATGCTATACTAGATGACGTAGGCTCTTGGG
CGACAGATTGGTTCGTCTGGGAAGTCATCCAGCAGGCTAAACT
TGCTGCGGGTCCTCTTAAACATGTTATGAAGACCTGGAAAGTA
CAGGAGAAAGTGTACCTCCTGTCCATTTTAGACAAGATATCGG
TGATGCCTCCGTCATATGCTCCCGAAGATGTCGCTGGTGATTC
GTCGGATAAGGTTGCGGCTCTGGTGGAGTGCCTGCTTTACGA
GAAGGAACTAGCCGAGAATGGGAATGAGATGTTCGTTGGCCT
GGTCTTTGTCCAGCGCCGTGATGTCGTCTTGGCGTTGAAGGA
GCTGCTGAGTAGCCATCCTGTCACGGCGGCGGAGTTCCGTGT
AGGATCACTGCTCGGGACCTCAGAGAGCAGTCATCGTCATTC
GATGATGGACATTACTCGACGCCTAGCCAAAGAGACACAAGAC
GACACGTTAATGGACTTCAAAATCGGGGAGAAGAACTTGATCG
TATCGACTGCTGTTGCAGAAGAGGGTATCGACGTTCAGGCTTG
TGGTTGTGTCATTAGATGGGATTTGCCTCCAAATATGGCTTCTT
GGGCCCAGAGTCGTGGCCGAGCTAGGAAGAAAAGGAGTACAT
TCACACTTATGTTCGAGAACGGCAGCGGCAATGAACAGAACGT
TATGAAATGGCAAAAACTGGAACAAGAGATGGTTGCTAAATAC
TACGACATCTCGAGAATAGAACCGATAGAACCCAGCGTTGATG
ATATTGAGGAGGATGACTGGGAATTCCGCATAGGCGCTACCG
GCGCTTGTCTCACTCTACAATCTGCAATTCCACACTTGAACCA
CTTTTGTGCCGTCGTATGCCGAGGAGTAGAGCACAAAGCTTTA
TATGAGCTTGACCCTCCTGAATACCCTCTCGGATGGCACTCGT
TCAGTTCACAATCTCAAGCCGTGATGCAGTACCAAGGTCCTTG
GGCATCCATTGTTACATTACCCCGCTTTCTACCCGCAGAGCTG
CGTGTGTTCTCCACGGAACCGGTCTATATGTCAAAAGTCTCTG
CACATAGACACGCAGCATTTCAGGCATATCGCTGTCTATACGA
ACACGAGCTTCTTAATGAACATCTCCTTCCTATCGTTGATGACG
ATGAGGAAGTCCGAGAGCTCAAGAAGGCAGTCGAGCAGCGTA
TGAGTACGGTGGCGGTATCAAAGCAGATGGATCCTTGGACTG

261 pb
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TCGATGACGAGGCATTTAGCGGGTGGTATTGGTCGGAGCTGA
TCATTGGTGACCTTCCACCACTACACTTCTTCTCTCGGGTTAAG
CCCGTTGATTGGTCTTCGGCCACCGGACCTGTACTACACATGT
CAGTCGCAGAACAGATGGTTATTCAACTACGGTCGATTGGCAC
AATCGAGGACGACGATAGACGTATCATCGATGCTAGAGGCTAC
ACATTTTTGCTCTTCTGCGCCATCTATGGATCCCGTATGGAGG
CGAACAATCTCGATTTCTCGTACCTGCTACTCCCTGCCGGAGA
CTTGAGAGAACCAGCATGGGAACACCGTGCATCCAGGATGAG
CACAACTCAGCATTCGAAGAATCCACAGGATATCTTCAATGCC
AATGCTAGTGTATTCGGTGAAGAGTTCGGGTATCCGACAGACA
TCGTGTTCGTCAGAGATGGGGCCAGTTTCTCTAGGCCATACAA
GTTTGTGCGGTGGAGATTTGAATCTGAGCCTTTGAGCGTAGAA
GAAGAAGAGAAGATCCGTAGTTGGAAACGTTATGCAAAGGAG
GACAGTTTAGAAATTGCATTTCCCCTTGTCGTCGTGGAGCCGT
TCTCACGTCGAACCAATTTTTTGGTTCCTTTCCCAACTTCTGCT
AAACCTGCACCGCCAGCCATCGAACCAATCCTGTTGATAGCTG
AACTTTCTACAATCACAATGCTTTCACCGACTGAAACACGATAT
GCCTTACTTCTTCCATCTGTTCTGCGTGCTATCGCCGTCGCCA
TTACTGTTAAATCTETICGCACTICATIGITITIGCGCTACGCCA
CTGTCTGAGATACCAAACGATATCCTGACTGTTGCTATCACAG
CGCCAGTCTCTCAGGAACCCAAGAATTACCAGCGTCTTGAAAC
CTTGGGGGACACCGTTCTGAAGTTCATTGTCTGCATCCAGTTA
TTCGATGAATATCCCCTGTTCCCTGAAGGTTATTTGACCATGC
GGAAAGATCATTCTGTATCAAACACTCGATTGGCCAAGGHEEA
TTCAAGTGGGTCATCCGAGACCGCAT
ACTTGGGAAGAAGTGGAAGCCGAATTATATGACGTCCAAACTA
CCTGAAGCACTTGCTCCTATCCTAGACCAAGAAAGCGCAGAAG
CTGCAAACAGTGGCACAGCAAATACCGAGAGCGCGACGACAG
AGAAACGCTCTAAGAAGAGCAAGCAAGAAATGTCTACAAAAGT
TCTTGCAGATGTCATAGAATCATTGATCGGCGCAGCTTACTTTC
ATGGCGGTTTCGACCTCGCCTGTGAAGCCACCAAATTTTTTGA
CCTCGGCTTGAAGCAGTGGCAGCCTCTCCCTACTCGTATCAAG
AGCGTTCTCGGACGAGCCGACCGGAGTGAGCTAAATGGACTA
CAGCTCCCTGAGCAGGTCAACTATGTGGAGACAATCATCGGA
CACACCTTCAAACGCAAGTTGCTTCTCGTCGAGGCTTTGACCC
ATGCGAGTCATCAACAGGATCTCGGGACCGTTTCATATGAAAG
AATGGAATTCCTTGGAGATGCGGTGCTTGATATGATCGTCAAC
GATTACTTGTACCGGGCGCCTGGAAAGGAATACAGTCCAGGC
CACATCTACCTGCGCAAGGTTGCTGTTGTCAACGGTCACATAC
TGGCATTCATCTGCTTGAAGGCATCCCTGACTATTGAGGCCGA
AATGCCCCGGCCTGATGAAACTGGAGCCATATCCGTGGTAGA
TGAACAGCACACTGTTCATCTATTCAAGTGCCTGCTCCATAGC
AGCACGCACATTCTTGAGGAACAAGACAATACCTGGGCCCGTT
TCCGCCTCCATCGCCAAGAAATCGAAGAAGATTTGTCGGAAGG
CCAAATCTTTCCATGGGCGGCGTTAACTCAATTACAAGCGCCA
AAATTCTTCGCTGACATGATAGAAAGCATCATTGGTGCTGTTTA
TCTGGATACCGAAGGGGACCTGGAGGTGGTGCGCTCGGTACT
ACGCAATCTAGGTTTGATGCAGATTCTGGAGAGGATTGTCCGA
GAGGGCATCGACGTTTTACACCCAGTTTCTCGACTGTCCATGT
GGGCTTCCAAGAAGGGGAAAAAGATCGAGTACCATTCAGATC
GGGAGTACGGCAACGTCTACTGCTCCATCCTTGTTGACGAAGA
GGAAGTGGCACGTGTTAGTGCCAACTATCATGGCAATACCAGC
AAAGAGGAAGTACGACTGGCTGCGGCTGAGAAGGCGATCAAG
ATTCTGCATCTGCGGGATGTCGGCGCCAACTACAATATATTGA
AGAAAGTAGAGGGTCGATGA

MP01869

ATGCTGAATATTTGGAAACAGAGGTGGAAAGGCGAAAAGTCAG
AGGCTCCAGACGTCGGTGGACCTGAAGACAATGCCGATGTTG
AAAGCATTGTAACAGTTCCATCTACAGGAGAGCCTTCCTCCAG
CAAGCGTCGTGCAAATAACGAGGAAAAGTCGTCTCGTCCGAAA
AAGAAACAAAAGGTGATAGACAGTGGAGTAAAAGGTCAAGCGT

237 pb
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CGAGCTGCAGTCCCGTTGAGCTCACTGTTCCCTATGACCATCA
TATCGAACACGAGGGTACCACCATACTTTCCACAATCAATACTA
TTCGCATATCTGGGCAAGCAACACAGCGTCAGCTTGTCCTCTC
CCATTATGTCTTGTCCGAAATAGGCCCATGGGCTGTTGATTGG
GTCTGGAAGCACGCTTGGAAGACTGGTGTTCTGGCTAGAGAA
TCCGAAGTTTTCTCTGTGGTCAAATCCTGGCCAGACATCACGC
CAAATCTCGACTTATGTTCTGATGAATTCAACCTATCTCCAAAA
GTCGTGAAACTGGTTCAGCTCCTCAAATCTTGTCAGCATTATG
GCAAATCGTTTAAAGGGATTATTTTTGTTCGCCGGCGAATCGT
CGCCTTGGCTCTCACAGCACTCATCAAAGCGCTCGGTGAACAT
CTAGGTTTCTTGCAACCTGTCGCTATGTTTCACGATAGTAGTAA
ACAGGCCTTGACTGAGTTCAACTGTGAAACTTGCAACCTAGTT
ATAGCCACACGGTCTCTTGAGGATTTGGAAATACCTAAAGTGA
AGGTATTGATCTACTATGATTTATTTGACAGCCACATCTCCAAA
GCCTATGCGCATAATTGCTTATGCGATGAAAACGGCTTTATATT
ATACCTGACACAGAACAAGTACGCCAGACATCGTAGGATGCTG
TCCCGAATTTCCCAGACCAGTTCGGCACTCCGGCAATGGGCC
TCAACCCTTCCTTACCCAACTGGAAGTGCTGTGCCTCCCGAAA
TACAACAAGACCCTATAGATTCTTATCTGTCAGATAGCGACGAA
GAGGATGATACCATACCCGAATACATTAAAGATGCGACCACTG
GTGGCCTGATAACGCCTAGAAACGCTACAAGCGTTCTTTACAG
CTTTTTGTCCCGACATGGTTCAGCCGTTCCGAGCTACAAATCT
CTTTTTGAGTTTGACGAAGTAGGGGGTGGTTATCTCAGAGGCT
ATACATGTCGGGTGGTTCTTCCAGGCCTCCCTATTGATTGTCC
TTGGTCCTCCGTTTCCACATCCAAAGCTTTCGCTCGGCGTAGA
GCGAGCCACGAGTGCTGTCTTGAACTATTCAGAGCAGGACTA
CTTGATTACCGCTTCTTCCCACCATCACAGAAGCGACTCCGCA
ATTTCAAGAAGTCATTCGTCATCCCACCAGATGCACTTCCACC
CCTAGGAGACGTCTATCCTGGCAACCGTACGTACGCCAGGAA
GGTGCCTGAATTTTGGATGCATGCTGCAATGATCAACCCCGCA
CGTCTTTTCCCCCTTATTATTCGTGCTGCAATATCCCACTCCTC
GATCCCACGCCACGCGCCGATGCTCATGCTCACTTCTCAGCC
TCTACCTGACCTCCCAAGCTTCAAAGTATATTTTTCGGGAATCC
CTGTCGAGATTCAGTTCGAAAATGCGGCCCCTATCACTGTGGA
CGACCGGCGGTTGCAGGGCCTTCACATGTACACGATGAGGAT
ATGGCGTAATATACGAAACAGAGCTTTTGTATGTCCACGGGAC
GAAATGCTCTACTTCTTCGCACCCCTCCGTGGAGATGAGGTAG
TAAAAAAGGAAAATCCGACATTGTTACCCGATATTTCAGGTGCA
ATCTCCTGGGACTCGATCGCACTTGCAGCACAGCACTACGCA
GTCCCAATGAAGTTCGGGTCAGTGGAAGATGTCGCATTGGAC
ATCGAAGATGCGGTCATTCAAGACCGCTGGGCACAGTTTACCA
GACGATATGATGTTGTCAGATTGCGACCAGATCTGAACCCACT
TAGTCCGCCTTTTGAGACAGAACCTGGAAACCCGAAATACAAA
ACTCTCGTCGATTTTTGCAAAGCCCATAGAAAGGATTTTAACG
GATTGAACGACTACAATCAAGTTCTCGTTCAAGTTTCCAGATTC
CCTGTTTTCGTGGATCGTTTGAATCCCAGTACTCCTGCTGGCA
CGGAGCACGGCGATTCTGTCGTTCGATACTTCATACCGGAGCT
GTGCGCGAAATGTACAATACCTGCAAGTACTATGCGCACTGCG
CTCCTATTCCCTTGTATTCTGCAGAGGATCGACGAGTTCCTGC
TAATCAAGGAATTAAATGTTAGATTATTCAACAGCGTCATACCG
GATACACTTTTGCACGTAGCCCTTACTACGCGTTCCGCCGGAT
TGGAGTACGACTATGAACGCTTGGAGATGCTAGGGGACGCTT
TTCTCAAATACCTCGCTTCCCTCCACGTCTTTGTCTCGGAGCC
GCATCGAGATGAAGGATATATGCATGTTGCAAGGCAGAAGCTT
GTTAGTAACAAGACCCTGCTGGAATGCGCGCTCTCTGTCGGC
CTTCCATCATACATICAGICAAGACCCTITTAGCCTGAGAAATTG
GCAGCCACCAAACTTTCATGTAGAAGCTGACGTTCCGAGTATC
AGCCCCGAACTTGCTCCGGCTCGAACCGTGTCAAGCGCTGAT
ACCGAAAGAGCTGGCTCAGTTGCTACATCAGTCATTCCAAGCC
CCGATGGTGATACACCGATTACCGGATACACCGATGCTGTACC




49

CTCAGAAATTCAAGAT BT DA A AGGAAA

TCAAAGAAGAAGAAAGTTGTGGGCGAACAGCTAGTTACCTACC
TTGGAGATAAAGCCGTCGCGGATGTTGTGGAAGCCATCATTG
GAGCTGCGTTTGTCAGCGGAGGCAGCGATCCCGCGTTGCGAG
CTGCGAAATCCCTGAACTTACCCATCATGTCCGAGATCGAAGA
ATGGTCAGACTTTCGCCGTCTAGCAGAGACGATATCTTGGCAT
ACTCCCGCGGGAACGAGGAAAGTGCCCGTCGAGAAAGTTGAA
CAGATCATCGGTCATCGATTCAAACGGCCGCACCTACTGGCTC
AAGCCTTGACACATCTCTCAAAGGCACACCCTGAATCTACGTC
TTACAGCAAACTCGAATTCATCGGAGATGCTATTTTGGACTTCA
TGGTCGTGCGACATGTTTTTGATCGTAACCAACAGTTGGCACC
AGGTGCTCTGACTTTACTAAAGGGCGCTATGGTCAGCAATTCT
GCTCTCGCAGCTGTCAGCGTCTCTTCAGGTTTACATCAATACC
TATTACTCGAATCAGCTCAGCTGGAGGGCAATATACAATCTTA
CATCACAACCATTCAACAAAAGGAGTCCGAGGAGCGCGCAAAT
GCCATCAAGGAGCACAGGCTTGTTGGACAGTATTGGCATGATA
TTGAAGCTCCAAAGGTACTAGCGGATATTGTGGAGGCCATTAT
CGGTGCAGTTTACATCTCGGACGATTTCTGTCCGATTGGCGCT
GAGAAACTTTTTGAGCGCGTGTTGAAGCCATTCTACGACGAGC
ACATTAGTCTTCAAACTTTGGCACACCATCCGACCAAGTTGCTT
CTTGAATTGTTCCAGAGTAAAGGATGCCACCAATTTGAAATTGT
CAGGGAAGAAGAACAGTGTCATGTCTTGGTACACGATGTCATT
CTTGCTAGTGCACATGATTCCAACGCCGCTGCCGCTGCGAGA
CTGGCCTCTGTACTCGGTTTGGATGCCCTGGAAGGGGATCCT
GGGTTCTTAAGGCGGACTTGCAACTGCTGGGCACAAAGAAATA
CGAAAGCAGGGGAGAAGAGAGTTTTGACGGGTTTCAAGGAGG
GTGAATTTGAACTTGATTAG

Para a clonagem das Dicers, foi empregada a reacado de adicdo de cauda poli-
A composta por 5 uL do produto de PCR purificado, 0,5 yL dATP (10 mM), 0,5 uL
tampao (NH4)2S0a4, 0,5 uL MgClz, e 1 uL Taq polimerase. A reacao foi mantida a 72°C
por 30 min. O produto da reacdo foi ligado em vetor de entrada usando o kit
pCR8/GW/TOPO (Invitrogen, Waltham, MA, EUA), conforme instrucdes do fabricante.
Um volume de 0,8 pL da reagao de ligagao foi utilizada na transformacao de bactérias
eletrocompetentes de Escherichia coli cepa DH5a, utilizando cubetas de 1 cm de
abertura de arco e equipamento eletroporador MicroPulser (Bio-Rad Laboratories,
Inc.; Hercules, CA, EUA). ApGs eletroporacdo, as células eletrocompetentes foram
mantidas em meio SOC (20 g L de triptona, 10 g L de extrato de levedura,
0,5 g L de NaCl, 180 uL de 20% glicose, pH 7,0) sob agitacdo a 120 rpm por 1 h.
As células transformadas foram plaqueadas em meio LB sélido (10 g L de bacto-
triptona, 5 g L de extrato de levedura, 10 g L de NaCl, 15 g L &gar, pH 7,0)
acrescido de 100 mg L de espectinomicina e foram mantidas a 37°C por 16 h. Apés
0 aparecimento de colbnias, foi realizado a coleta de 12 col6nias de E. coli e seu
cultivo em 5 mL de LB liquido acrescido de 100 mg L de espectinomicina sob
agitacdo a 120 rpm e 37°C por 16 h. Apds o periodo, estoques individuais de cada
uma das 12 amostras foram preparados com 1:1 (v/v) de solucao bacteriana e glicerol
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50% estéril e foram armazenados em ultrafreezer (-80°C). O restante da solucao
bacteriana foi utilizado na extracdo de plasmideos por lise alcalina. Seguindo o
protocolo de Bimboim; Doly (1979), o DNA plasmidial resultante da extracdo foi
ressuspendido em 20 pL de solugdo de TE acrescido de RNase A (50 yg mL?Y) e
guantificado em fluorémetro Hoefer DyNA Quant 200. As amostras de DNA plasmidial
foram validadas para presenca dos fragmentos por digestdo enzimatica,
numa reacao composta por 1X tampao EcoRIl, 0,5 U EcoRI e 1000 ng de DNA
plasmidial, e sequenciamento empregando os primers utilizados na clonagem dos
fragmentos e primers especificos do vetor pCR8 (GW1 For -
GTTGCAACAAATTGATGAGCAATGC,; e GW2 Rev -
GTTGCAACAAATTGATGAGCAATTA) com sequenciador 3500 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems; Foster City, CA, EUA) do Laboratério de Melhoramento de
Plantas (CENA/USP).

Apos a validacéo da fidelidade das sequéncias de Dicers clonadas em pCR8,
uma das amostras de DNA plasmidial de cada construcdo foi selecionada para as
reacdes de recombinacdo dos trés fragmentos por meio de primers especificos
contendo bordas coesivas com fragmentos de Dicer adjacente (Tabela 2). Para este
procedimento foram montadas quatro rea¢des de PCR (Figura 7). A primeira reacao
consistiu na amplificacdo do fragmento MpDCL-1. A segunda reacao consistiu na
amplificacdo do fragmento MpDCL-2 contendo borda coesiva para ligacdo em
MpDCL-1. A terceira rea¢do consistiu na amplificacdo do fragmento MpDCL-3 com
borda coesiva para ligacdo ao fragmento MpDCL-2. Numa ultima rea¢do, composta
por 1X tampéo PCR, 1,5 mM de MgClz, 0,2 mM de dNTP, 1 U de HiFi Hot Start High
Fidelity Taq polimerase, 0,4 uM de cada primer e 10 ng de cada produto de PCR obtido
anteriormente, foi obtido o fragmento MpDCL-1/2/3. Em todas as reacdes foi
empregado o kit de PCR de alta fidelidade Kapa Biossystems. Foram utilizadas
temperaturas de anelamento de primers e tempo de extensao de 47°C e 30 s, 49°C e
30s,50°C e 30 s, e 49°C e 1 min, respectivamente em cada PCR. Todos os produtos
de PCR foram visualizados em gel de 2% agarose e tampao TAE em exposi¢ao a luz
UV. Os fragmentos foram recortados do gel com bisturi e conduzidos a purificacéo
com o kit GFX PCR DNA and Gel Band Purification. Os fragmentos de DNA purificados
foram quantificados em fluorébmetro Hoefer DyNA Quant 200.
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Tabela 2. Primers utilizados na unido dos fragmentos de Dicers de M. perniciosa. Em
negrito, estéo representadas as bordas coesivas adicionadas aos fragmentos de DNA

Primer Sequéncia Amplicon
MpDCL-1 For TCAGTCAAGACCCTTTAGCC
MpDCL-1 Rer TTTTTCTTCGTCGGATTAGG 237 pb
MpDCL-1/2 For CGAAGAAAAACTTCGCACTT 261 pb
MpDCL-2 Rer CACCTCTCGCTCCATATTCT
MpDCL-2/3 For GCGAGAGGTGATAGCGTTC
MpDCL-3 Rer TCAGTCAAGACCCTTTAGCC 264 pb

Figura 7. Representagdo esquemética da unido dos fragmentos das trés Dicers de M.
perniciosa por técnica de PCR

PCR1 PCR2 PCR3

PCR4

3.3.3. Clonagem do fragmento MpDCL-1/2/3

Para a clonagem do fragmento MpDCL-1/2/3, foram empregados 0s mesmos
procedimentos anteriores de adicdo de cauda poli-A e ligacdo em vetor de entrada
pCR8. O produto da ligacdo foi transformado em bactérias eletrocompetentes
de E. coli cepa DH5a conforme jA mencionado anteriormente. Células transformadas
foram crescidas em meio LB sélido acrescido de 100 mg L de espectinomicina e
mantidas a 37°C por 16 h. Apds o aparecimento de colbnias, foi realizado a coleta de
12 colbnias de E. coli e seu cultivo em 5 mL de LB liquido (sem agar) acrescido de
100 mg L de espectinomicina sob agitacdo a 120 rpm e 37°C por 16 h. Apés o
periodo, a solugéo bacteriana foi conduzida a extragédo de plasmideos por lise alcalina.
Segundo protocolo de Biomboim; Doly (1979), o DNA plasmidial resultante da
extracdo foi ressuspendido em 20 uL de solucdo de TE acrescido de RNase A
(50 pg mL1) e quantificado em fluorémetro Hoefer DyNA Quant 200. As amostras de

DNA plasmidial foram validadas para presenca dos fragmentos por digestao



52

enzimatica, numa reacao composta por 1X tampao EcoRl, 0,5 U EcoRI e 1000 ng de
DNA plasmidial, e sequenciamento de DNA com os primers utilizados na clonagem
dos fragmentos e primers especificos do vetor pPCR8 (GW1 For e GW2 Rev).

3.3.4. Recombinagéo do fragmento MpDCL-1/2/3 em vetor de silenciamento

A partir da validagédo da fidelidade da sequéncia MpDCL-1/2/3 clonadas em
pCRS8, este fragmento foi recombinado em vetor de silenciamento pK7GWIWG(II)
(Karimi et al., 2002) por meio do kit LR Gateway Clonase Plus Il (Life Technologies;
Carlsbad, CA), gerando a construcdo pK7GWIWG(II)::MpDCL-1/2/3. Um volume de
0,8 uL do produto da recombinacéo foi eletroporado em E. coli cepa DH5qa, conforme
ja mencionado. Células transformadas foram selecionadas com base em antibiéticos
espectinomicina (100 mg L) e canamicina (10 mg L) em meio LB sélido. Apés o
crescimento de colbnias, foram preparadas 10 amostras de solug&o bacteriana para
preparacao de estoque com glicerol 50% e posterior extracdo de DNA plasmidial por
lise alcalina. As amostras de DNA plasmidial de MpDCL-1/2/3 em pK7GWIWG(lI)
foram confirmadas e validadas com digestdo enzimatica com enzima BamHI, e
sequenciamento com primer 35S For (CTATCCTTCGCAAGACCCTTC).

3.3.5. Transformacéo genética de tomateiro via Agrobacterium tumefaciens

3.3.5.1. Material vegetal

Para os ensaios de transformacdo genética de tomateiro empregando a

construcdo MpDCL-1/2/3 foi empregado o genétipo Micro-Tom (MT).

3.3.5.2. Plasmideos e condi¢cdes de cultura de A. tumefaciens

Foi seguido o protocolo de Pino et al. (2010). Colbnias de Agrobacterium
EHA105 (MpDCL-1/2/3), crescidas por dois dias em placas foram inoculadas em
50 mL do meio LB suplementado com espectinomicina (100 mg L) e rifampicina
(100 mg L), e crescidas sob agitacédo constante de 120 rpm a 28°C overnight. Ap6s
esse periodo, a suspensdo foi colocada num tubo estéril e foi sedimentada a

1.900 rpm a 20°C por 15 min. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e a
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Agrobacterium ressuspendida em meio MS liquido, suplementado com sacarose
(30 g L) e a ODeoonm foi ajustada para 0,2-0,3; 10 min antes do co-cultivo, 100 uM de
acetosiringona foi adicionado a suspenséo de Agrobacterium.

3.3.5.3. Inoculacéo e co-cultura

Explantes cotiledonares foram retirados de plantulas crescidas in vitro
com 8 dias de idade e colocados em placas de Petri contendo meio MS suplementado
com vitaminas B5; sacarose (30 g L1); 0,4 uM de ANA; 100 uM de acetosiringona.
Uma ou duas gotas da suspensao bacteriana foram aplicadas sobre os explantes.
Apos 10 min, a suspensdo foi removida, e para a retirada do excesso de
Agrobacterium, duas folhas de papel filtro estéril foram colocadas sobre os explantes.
O co-cultivo foi conduzido em meio MS sélido suplementado com vitaminas B5;
sacarose (30 g L'1); 0,4 uM de ANA; 100 uM de acetosiringona por 2 dias no escuro a
25°C.

3.3.5.4. Selecéo e obtencéo das plantas transformadas

Apbés esse periodo, os explantes foram transferidos para meio MS
suplementado com vitaminas B5; sacarose (30 g L1); 5 uM de BAP e antibioticos
(25 mg Lt meropenem, para controle da Agrobacterium, e 100 mg L de kanamicina,
para selecdo das plantas) e foram mantidos em sala de luz sob fotoperiodo de 16 h a
25°C. A cada duas semanas, os explantes foram transferidos para meio de
regeneracao novo, suplementado com antibiéticos. Quando as gemas adventicias
formadas nos explantes estavam com tamanho maior que 5 mm, elas foram isoladas
e transferidas para frascos contendo meio MS suplementado com 0sS mesmos
antibiéticos. Os brotos foram mantidos in vitro até a formacéo de raizes e foram

posteriormente aclimatizados.
3.3.5.5. Confirmacao da transformacéo das plantas de MT
Utilizou-se o método de Doyle; Doyle (1987). Duas amostras de folhas de cada

planta foram retiradas para extracdo do DNA. As folhas foram maceradas em moinho
criogénico, o volume de 650 pL de tampao CTAB (2% CTAB, 1,4 M NaCl, 100 mM
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Tris-HCI pH 8,0, 20 mM EDTA, 1% PVP) acrescido 0,1% de B-mercaptoetanol e 0,01%
de proteinase K adicionados ao tecido macerado e aquecido a 65 °C por 30 min. Em
seguida, foi adicionado 300 uL de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1) e 300 pL de
fenol equilibrado e centrifugado a 10.000 g por 5 min. O sobrenadante foi transferido
e a etapa anterior foi repetida. O sobrenadante foi transferido novamente, adicionado
60 yL de 3M acetato de sodio e 1,2 mL de 95% etanol. Incubou-se as amostras por
30 min e centrifugadas a 1.000 g por 5 min. Apos isso, o remanescente foi descartado
e o pellet lavado com 70% etanol. O material resultante (pellet) foi ressuspendido em
TE+RNAse (10 ug mL™?). A quantificacdo do DNA foi realizada em fluorémetro Qubit
(TermoFisher Scientific).

Para a amplificagéo, utilizou-se 15,4 ml de H20 mQ, 2,5 pL de tampéao KCI
(10X), 2,5 pL de MgCl2 25 mM, 1 puL de mix dNTP 10 mM, 1 yL do primer 01
(35S Forward [CTATCCTTCGCAAGACCCTTC]) a 10 uM, 1 pL do primer 02 (DCL-3
Reverse [CTTGAGAGGCACCTTGAAAT]), 0,6 uL da Taq DNA Polimerase 5 U/uL,
1 yL de DNA a 25 ng/L. A ciclagem de PCR foi realizada com denaturacéo inicial de
3 min, 35 ciclos de 95°C por 30 s, 50°C por 30 s e 72°C por 1 min, e extensao final de
3 min a 72°C. O produto de PCR foi visualizado em gel de 2% agarose e tampéao TAE

em exposicao a luz UV.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Ensaio com inibidores da AOX

Com o objetivo de avaliar o efeito do tratamento de plantas de tomateiro “Micro-
Tom” com o inibidor da AOX ‘7j-41°, foi realizado um ensaio com o fornecimento do
composto em solucédo nutritiva para ser absorvido pelas raizes das plantas, que foram
entdo inoculadas ou ndao com M. perniciosa. O primeiro desafio foi identificar e
estabelecer adjuvantes quimicos que permitiiam a solubilizagdo do ‘7j-41’em meio
aguoso. Em ensaios preliminares, foram testados seis adjuvantes (descritos no
Material e Métodos) sob diversas concentracdes crescentes de forma a solubilizar o
‘7i-41’ e ndo causar efeitos toxicos as plantas. O composto nonil fenoxi poli etilenoxi
etanol (Agral) demonstrou a melhor eficiéncia na concentracao de 0,02%, sem induzir
efeitos fitotoxicos visuais.

A seguir, foi conduzido um experimento empregando o mesmo adjuvante (Nonil
fenoxi poli etilenoxi etanol) para solubilizar ‘7j-41’ que foi fornecido sete dias apds o
transplante das mudas para solugdo nutritiva. As plantas foram mantidas em contato
com o ‘7j-41’ adicionado ao adjuvante e entédo foram inoculadas dois dias depois.

A inoculacdo de plantas de MT com M. perniciosa causou uma alta taxa de
infeccdo (94%) e sintomas bastante visiveis a partir de 25 dias ap0s a inoculagéo
(DAI), principalmente inchamento do caule (Figura 8A), comparado a planta néo

inoculada com caule de diametro normal (Figura 8B).
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Figura 8. Sintoma tipico da infec¢@o de tomateiros ‘Micro-Tom’ por M. perniciosa avaliados

25 dias ap0s a inoculagdo. A. Inoculado; B. Ndo-inoculado

O inibidor da AOX ‘7j-41’ foi capaz de reduzir a severidade da infecgéo
de M. perniciosa em plantas de MT nas avaliac6es de diametro em relacdo ao controle
nao tratado (Figura 9). Nas avaliac®es iniciais (5 a 35 DAI), observou-se reducao
significativa no inchamento do caule provocado pela infeccdo de M. peniciosa onde
houve tratamento com ‘7j-41’. Aos 45 DAI, a diferenca jA ndo era significativa,
indicando que o efeito residual do composto em retardar a infeccdo havia
possivelmente se reduzido. Por outro lado, em plantas n&o inoculadas, a aplicacéo de
‘7i-41’ reduziu significativamente o didmetro das plantas tratadas em relagdo aos
controles de 5 a 15 DAI, sugerindo a ocorréncia de efeito fitotoxico do composto; essa
reducdo nédo foi mais significativa de 25 a 45 DAI, sugerindo a redugdo do efeito

residual do composto.
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Figura 9. Avaliacdo do didmetro (mm) de plantas de MT ao longo do tempo apéds a
inoculacéo?
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Em relacdo a altura média das plantas (Figura 10), o tratamento com ‘7j-41’
causou reducdo significativa no porte das plantas tratadas, mostrando possivel efeito
fitotoxico. Da mesma forma, essa diferenca na altura ndo foi significativa entre o
tratado ou ndo com 7j-41’, aos 35 e 45 DAI (Figura 10). A inoculagdo com
M. perniciosa também retardou significativamente o crescimento nos controles e
tratados com ‘7j-41’ a partir de 25 DAI. Aos 45 DAI, s6 se observa efeito da inoculacéo
e ndo mais do tratamento com ‘7j-41’, o que evidencia que o efeito do ‘7]-41’ foi
atenuado, ao passo que a infeccdo pelo fungo se acentuou ao longo do tempo
(Figura 10).

Deganello et al. (2014) estudando a interacdo da infeccdo de tomateiro MT
pelos bidtipos C (que infecta Malvaceae como T. cacao) e biotipo S (que infecta
Solanaceae, como tomateiro) de M. perniciosa, observou que, como esperado, a
inoculacéo pelo bidtipo-C ndo promoveu sintomas nem danos visuais aparentes as
plantas de tomateiro, exceto por contrastante redugéo em altura e concluiram se tratar

tipicamente de interagdo com organismo nao-hospedeiros, ja que o mesmo néo foi
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observado diante da inoculacdo por microrganismo nao patogénico (Saccharomyces
cerevisae). No caso da infeccdo por M. perniciosa biétipo-S, os efeitos da inoculacéo
foram mais drasticos e sintomaticos da doenca, assim como 0s apresentados neste
trabalho, em que houve significativo aumento de diametro desde os 5 DAI e reducéo

da altura de plantas a partir de 25 DAI.

Figura 10. Avaliagdo da altura (cm) de MT ao longo do tempo apés a inoculagao?*
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O tratamento com ‘7j-41’ surtiu efeitos positivos nos parametros de biomassa
seca de raizes e de frutos (Figura 11) e contagem do numero de frutos coletados aos
55 dias apés a inoculacédo (Figura 12) ao reduzir o impacto negativo de M. perniciosa
sobre as plantas de MT inoculadas. Plantas infectadas pelo fungo apresentam uma
reducdo expressiva do acumulo de biomassa, principalmente das raizes e frutos
(Figura 11), neste Ultimo tanto na quantidade como no peso dos mesmos. Isto
confirma suspeitas de outros autores de que, apesar de a infec¢cdo se iniciar nas
regides meristematicas, o fungo coloniza regiées proximas ao ponto de inoculacéo e
deprime seu desenvolvimento como um todo em diferentes orgéos (Teixeira et al.,
2014; Paschoal, 2018).
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Apesar do efeito positivo, ao comparar plantas controle tratadas ou ndo com
‘7j-41°, fica evidente também a redugédo do acumulo de biomassa de parte aérea e
raizes e numero de frutos onde se usou o ‘7j-41’, o que mais uma vez evidencia a

possivel fitointoxicacdo causada pelo composto.

Figura 11. Avaliacdo de biomassa seca (g) por parte da planta de MT aos 55 DAI*
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Figura 12. Avaliacdo de contagem de frutos por planta de MT aos 55 DAI*
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A seguir é apresentada uma foto de plantas de MT dos quatro tratamentos
(controle, controle + 7j-41, inoculada +7j-41 e inoculada) aos 35 DAI (Figura 13).

Figura 13. Viséo geral das plantas de MT (esquerda para direita) aos 35 DAI: A. Controle

nao-inoculada, B. Controle + ‘7j-41’, C. Inoculada + ‘7j-41’ e D. Inoculada

A. Controle

B. Controle + 7j-41

C. Inoculada + 7j-41
. D. Inoculada

A partir dos resultados de Thomazella et al. (2012), observou-se que a AOX se
expressa predominantemente na fase biotréfica do fungo e, quando se associa
inibidores da AOX (SHAM ou n-propil galato) a inibidores da cadeira principal
respiratéria (no caso a estrobirulina azoxistrobina), obtém-se a uma letalidade
sinérgica dos micélios biotroficos e necrotroficos de M. perniciosa in vitro.
Posteriormente, Barsottini et al. (2019) estudaram a selecéo e otimizacdo de novos
inibidores da AOX a partir de derivados da n-fenil benzamida e dados de respiracao
celular e crescimento da levedura Pichia pastoris in vitro, 0 que culminou na escolha
de um composto com maior atividade, denominado ‘7j-41’, que foi validado em testes
in vitro, assim como in planta no patossistema M. perniciosa X tomateiro MT. A adi¢cao
de 7j-41’ aos esporos do fungo no momento da inoculagdo de MT promoveu a

reducéo significativa na severidade da doenca.
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No trabalho aqui apresentado, observou-se significativa redugéo da severidade
e aumento da producdo de biomassa de raizes e frutos em plantas inoculadas e
tratadas com ‘7j-41’ quando comparadas a plantas somente inoculadas. Ainda assim,
numa analise mais detalhada, nota-se que o nivel de eficacia relativa de ‘7j-471’
(severidade no controle subtraida da severidade do tratamento, dividida pela
severidade da doenga no controle) variou conforme segue: 5 DAI — 41%; 15 DAI —
40%; 25 DAI — 61%; 35 DAl — 63%; 45 DAI — 49%. Tais niveis de eficacia séo
considerados intermediarios. As diretrizes para produtos de protecdo de plantas
consideram adequado valores a partir de 80% (EMPPO, 2007).

Considerando que o ensaio foi conduzido em condi¢des controladas, pondera-
se que ha espaco para melhorias e otimizacdo da eficacia do ‘7j-41’, tanto
intrinsicamente, no desenho de novas moléculas de maior atividade ou a partir de um
entendimento mais profundo de como ela atua, vias e tempo de degradacao na planta,
em quais tecidos se acumula, como forma de aplicagéo, formulagdo, associagcéao a
outros fungicidas e técnicas de controle.

Baseado nos resultados obtidos in vitro em micélio biotrofico e necrotrofico de
M. perniciosa (Thomazella et al., 2012), espera-se que a adicdo de um inibidor da
cadeia principal (como estrobirulinas) possa surtir resultados também em ensaios in
planta. H4A uma série de opcdes e alternativas de estrobirulinas, bem como outros
fungicidas, por exemplo carboxamidas ou SDHI (succinate dehydrogenase inhibitor).
Apesar da descoberta ndo tdo recente deste grupo de composto, hovos SDHIs tém
sido desenvolvidos recentemente e s&o considerados potentes inibidores da
respiracao celular no complexo Il da cadeia respiratoria mitocondrial, 0 que os torna
potencialmente sinérgicos a outros inibidores da respiragado, como ‘7j-41’, além de
altamente eficientes em outros patossistemas (Sierotzki; Scalliet, 2013).

No ensaio de Barsottini et al. (2019) com plantas de tomateiro em que se
adicionou o inibidor da AOX ‘7j-41’ a esporos de M. perniciosa e aplicou-os as folhas,
o nivel de eficacia em todas as avaliacdes foi proximo de 100% (inibicdo total dos
sintomas da doenga). Isto demonstra que ‘7j-41’ perde consideravel atividade quando
fornecido pelas raizes (eficacia ao redor de 50%). Pelas informacgcGes atualmente
disponiveis, este fato pode ser explicado pelas caracteristicas fisico-quimicas do
composto: baixa solubilidade e provavel baixa mobilidade nas plantas pelo modelo de
Bromilow et al. (1990), resultando em baixas concentra¢gfes translocadas das raizes

atée o ponto de infeccdo na inoculacdo no meristema apical das plantas e
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consequentemente menor efeito bioldgico sobre os esporos e hifas que iniciam a
colonizagdo no apoplasto da planta. Outra possivel explicagdo é que ‘7j-41’ tenha
maior acdo sobre esporos (como apresentado por Barsottini et al., 2019) do que sobre
hifas que penetram os tecidos vegetais (neste ensaio). Estas hipoteses podem ser
melhor entendidas a partir do conhecimento da mobilidade deste composto em tecidos
vegetais, por exemplo, por meio de estudos com radiomarcacéo, biocinética ou outras
técnicas. Esta informacéo ajudaria a entender em qual o estagio de interacéo planta-
patéogeno ‘7j-41’ é mais ativo (se aplicado de forma preventiva, curativa ou anti-
esporulante).

Outro ponto observado nos resultados e carece de maior entendimento é a
fitointoxicacao visual evidente promovida por ‘7j-41’, gerando necrose de folhas e
atraso no desenvolvimento (Figura 13). A AOX é uma enzima funcional em plantas e
o uso de um inibidor desta enzima pode ter causado a inativacdo da sua funcao. Sabe-
se que em condi¢cdes de alta luminosidade e em situacdes potencialmente geradoras
de estresse oxidativo, a via respiratéria dependente da AOX é superregulada e
contribui para fotoprotecdo em plantas C3, como € o caso das plantas de tomateiro
usadas neste ensaio (Zhang et al., 2017; Selinski, 2018). Interessante ponderar que
este efeito ndo foi observado no ensaio de Barsottini et al. (2019) quando 0 mesmo
composto ‘7j-41’ foi aplicado as folhas, podendo ser 6rgao-dependente. Outra
hipbtese é que este efeito fitotdxico tenha sido exacerbado pelo sistema de conducgéo
em solucdo nutritiva, que favoreceu o contato direto e prolongado de ‘7j-41’ em niveis
gue se mostraram fitotdxicos para as plantas de MT.

Diante das dificuldades relatadas na solubilizagdo do 7j-41’ em meio aquoso,
uma importante demanda tanto do ponto de vista experimental, como do ponto de
vista de desenvolvimento, seria 0 aprofundamento no conhecimento de tecnologias
de formulacéo capazes de melhorar sua compatibilidade fisico-quimica e performance
biologica. Ha raros relatos de agroquimicos compostos somente do ingrediente ativo.
A partir do momento em que estes prototipos como o ‘7j-41°, deixam de ser avaliados
somente in vitro e avancam para estudos in planta, € necessario se pensar em como
melhorar sua biodisponibilidade ao alvo (no caso o fungo M. perniciosa) e reduzir seus
eventuais efeitos fitotoxicos que podem ser impeditivos do ponto de vista de avanco
comercial no seu uso. Adjuvantes, surfactantes e outros agentes inertes do ponto de
vista biologico podem ser adicionados a formulagdo desde que atendam aos critérios

de performance biologica, compatibilidade com a planta (auséncia de fitointoxicac¢ao),
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custo, estabilidade e “formulabilidade”. Sabe-se por exemplo, que formula¢des do tipo
EC (concentrado emulsionavel) ou OD (dispersdo em 06leo) sdo adequadas para
compatibilizar ingredientes ativos insollveis em agua e devem ser consideradas em
proximas discussfes (Knowles, 1998; Mulqueen, 2003; Baur; Aponte, 2014).

Os resultados expostos neste trabalho associados aos anteriores (Thomazella
et al., 2014; Barsottini et al., 2019) mostram que os inibidores da enzima oxidase
alternativa se apresentam como uma classe de compostos antifingicos com potencial
de serem usados no controle de M. perniciosa, e também em outros patossistemas.
Neste trabalho, avancou-se mais um passo na avaliacdo in planta dos efeitos do
inibidor da AOX ‘7j-41’ ao concluir que, quando administrado as raizes de tomateiro
previamente a inoculagdo por M. perniciosa resultou na redugéo da severidade dos
sintomas, bem como na preservacdo da biomassa de raizes e frutos dos efeitos

danosos provocados pelo fungo.

4.2. Identificagao de genes darotade silenciamento génico em Moniliophthora

perniciosa

4.2.1. Busca dos genes

Os genes presumiveis participantes da rota de silenciamento génico em
M. perniciosa foram buscados com o intuito de identificar candidatos a serem
empregados numa estratégia de RNAiI HIGS, em que uma planta hospedeira
expressando um dsRNA correspondente a genes alvos do fungo levard ao
silenciamento destes genes. A hipétese a ser comprovada é que o fungo M. perniciosa
utiliza pequenos RNAs para interagir com seus hospedeiros, desativando mecanismos
de defesa da planta e promovendo viruléncia e o silenciamento de um ou mais genes
essenciais deste mecanismo reduzira a severidade da infec¢éo.

Foram buscados o0s genes dos componentes principais da rota de
processamento de pequenos RNA candnico descritos em fungos, definindo-se seis
classes de genes: essenciais, composta por ‘RdRPs’, ‘Dicers’ e ‘Argonautas’; e nao-
essenciais na qual fazem parte as ‘RecQ helicases’, ‘RPA-1’ e ‘QIP’.

Na busca por palavra-chave (como “Dicer” ou “Argonauta”, por exemplo) no
banco de dados gendmicos e de expressao de M. perniciosa isolado BP10 (Teixeira
et al., 2014 - disponivel em WBD ATLAS http://bioinfo08.ibi.unicamp.br/wbdatlas/), foi
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possivel identificar oito RARPs, trés Dicers, 13 Argonautas, 17 RecQ helicases, cinco
RPA-1 e uma QIP. Apés realizar a andlise de BLASTp usando como molde as
sequéncias de proteinas descritas em N. crassa e retirando 0s genes com
e-value menor do que 10*%, este nimero passou para oito RdRP, quatro Dicers,
14 Argonautas, 28 RecQ helicases, cinco RPA-1 e duas QIPe, totalizando 61 genes
(Tabela 3).

Tabela 3. Genes candidatos a participarem da rota de processamento candnico de
pequenos RNAs de M. perniciosa apés busca por palavra-chave e BLASTp, indicando a

classe, numero e identificagdo dos genes presumiveis em Moniliophthora perniciosa

Quantidade de
genes

Classe Identificacdo do gene

MP02213, MP11137, MP02297,
RdARP 8 MP15899, MP09882, MP00604,
MP10417, MP08656

MPO01869, MP14055, MP10442,

Dicer 4 MP02453

MP03238, MP03267, MP03288,

MP07032, MP0O7178, MP07431,
Argonauta 14 MP08202, MP08788, MP08974,
MP13872, MP13876, MP13957,

MP10832, MP12999
MPO00763, MP01699, MP03701,
MP04057, MP04710, MP06392,
MP07550, MP11895, MP15420 ,
MP09541, MP00762 , MP14297 ,
MP01830, MP12150, MP12680,
MP00233, MP02642, MP04844,
MP07090, MP12489, MP12680,
MP13589, MP14167, MP14995,
MP16430, MP16505, MP16519,
MP16544

RecQ helicase 28

QIP 2 MP00590, MP03252

MP01410, MP02314, MP08906,

RPA-1 S MP10591, MP11091

Fonte: Teixeira et al. (2014) — disponivel em WBD ATLAS Disponivel em:
http://bioinfo08.ibi.unicamp.br/wbdatlas/
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A partir desta lista de 61 genes, dentro de cada grupo, foi analisada a sequéncia
de aminoacidos por meio do alinhamento multiplo global no software MAFFT

(Kazutaka et al., 2017 - disponivel em https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/) e em

seguida para estrutura e dominios proteicos conservados, pelo site do NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) (Anexo I).

Dos 61 genes da busca por palavra-chave e BLASTp, 44 foram selecionados a
partir do alinhamento multiplo, que permitiu retirar proteinas preditas incompletas, e
também aquelas com auséncia de dominios proteicos tidos como essenciais para a
funcionalidade dos genes da rota de processamento de pequenos RNA candnico,
conforme descrito no item 2.4. As analises estdo disponiveis nos Anexos D a J.

Sendo assim, 0s genes selecionados ao final estdo discriminados na Tabela 4,
e contam por um total de sete RdRP, trés Dicers, dez Argonautas, 21 RecQ helicases,
uma RPA-1 e uma QIP.

Tabela 4. Proposta de genes participantes da rota de processamento de pequenos RNA
candnico de Moniliophthora perniciosa indicando a classe, nimero de genes identificados e
a identificacdo dos genes presumiveis

Classe Quantidade de genes Identificacdo do gene

MP02213, MP08656, MP15899,

RdRP 7 MP10417, MP09882, MP11137
MP02297
Dicer 3 MP14055, MP10442, MP01869

MP08788, MP10832, MP08974,
MP08202, MP13872, MP13876,
MP03288, MP07032, MP03267,
MP03238

MP00763, MP14995, MP01699
MP07550, MP13589, MP09541,
MP12489, MP06392, MP14167,
RecQ helicase 21 MP16544, MP03701, MP16505,

MP16430, MP04710, MP01830,

MP12150, MP12680, MP00233,

MP02642, MP04844, MP07090

Argonauta 10

QIP 1 MP00590

RPA-1 1 MP02314

Fonte: Teixeira et al., 2014 — disponivel em WBD ATLAS Disponivel em:
http://bioinfo08.ibi.unicamp.br/wbdatlas/
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Neste trabalho, os resultados apontam que M. perniciosa possui 3 Dicers,
10 Argonautas e 7 RARPs. Sabe-se que os genes Dicers e Argonautas sao atuantes
exclusivos no processamento de pequenos RNAs e podem diferir consideravelmente
guanto a ocorréncia e arquitetura. Analisando 43 genomas de fungos, Hu et al. (2013)
mostraram que o numero de genes Argonautas variou de zero em Ustilago maydis e
Candida lusitaniae a nove em Phlebia brevispora, enquanto o numero de Dicers variou
de zero em Candida albicans, C. lusitaniae e U. maydis até cinco em Fomitopsis
pinicola. Nas espécies de zigomicetos M. circinelloides e Rhizopus oryzae foram
encontradas duas copias de Argonautas e duas de Dicers.

No filo Basidiomiceto, por sua vez, sdo encontrados em média dois genes
Dicers e trés Argonautas, e especificamente na Classe Agaricomycetes a variacdo é
ainda maior: média de trés e seis, para Dicers e Argonautas, respectivamente. Nos
subfilos Pucciniomycotina e Ustilaginomycotina o niumero de copias desses genes €
reduzido ou até ausente. Isto caracteriza os Basidiomicetos como grupo com maior
variacdo destes genes dentre os fungos. A Ordem Agaricomycotas, na qual esta
presente o fungo M. perniciosa, geralmente apresenta maior nimero de Argonautas e
Dicers do que Ascomycota e Zygomycota (Hu et al., 2013).

Em relacdo as RdRPs, na maioria dos fungos, ha trés ou quatro genes, como
em Laccaria bicolor e Phycomyces blakesleeanus, respectivamente. Em S. pombe, foi
encontrado somente um gene codificador desta enzima (Zong et al., 2009).

Hu et al. (2013) descreveram a evolucao das proteinas Dicers e Argonautas em
fungos e, baseados na analise filogenética usando dois dominios RNAse Il presentes
em todas as proteinas Dicers, dividiram-nas em trés grupos: dcl-A, B e C. Segundo
estes autores, o grupo dcl-C contém proteinas somente de espécies de
Basidiomicetos, enquanto dcl-A e B sdo encontradas também em outros filos.

Pela busca por BLASTp, MP14055 foi classificada como uma Dicer-like 1,
MP10442 como Dicer-like 2 e MP01869 classificada somente como Dicer-like. Nao
foram descritos homoélogos do gene MP01869 em N. crassa nem em outros
organismos.

A filogenia dos subgrupos de dcl-B e dcl-C segue a diversificagdo taxondmica
de Ascomicetos e Basidiomicetos. A arquitetura dos dominios de Dcl-b e ¢ séo
integrais e conservadas, ao passo que em Dcl-a alguns dominios podem nao estar
presentes. Apesar da estrutura diversa, ha evidéncias de que dcl-a é essencial para a

producdo de pequenos RNAs nao codificantes em outros organismos (MacRae et al.,
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2007, Wang et al., 2010). Desta forma, hipotetiza-se que MP01869 (aqui denominada
de “Dicer-3") seja o equivalente ao que Hu et al. (2013) chamaram de dcl-C, por estar
presente no basidiomiceto M. perniciosa e n&o ter sido encontrada nenhuma
semelhante no genoma de referéncia do ascomiceto N. crassa.

Para Argonautas, Hu et al. (2013) comentam que proteinas podem ser divididas
em pelo menos dois grupos: ago-A e ago-B. Ascomicetos e Basidiomicetos possuem
ago-A, enquanto ago-B esta presente somente em Basidiomicetos. No caso de
M. perniciosa, as 10 Argonautas podem fazer parte de ambos 0s grupos, o que nao
foi possivel distinguir pelas analises conduzidas neste trabalho.

A quantidade de genes relacionadas ao processamento de pequenos RNAs em
M. perniciosa € extensa em comparacao a outros fungos. Pondera-se, no entanto, que
alguns desses genes tem outras funcdes que ndo necessariamente relacionadas ao
processamento de pequenos RNAs. Por exemplo, RecQ helicases apresenta
importantissima funcéo na ligacdo da replicacdo, recombinacdo e reparo de DNA
(Benett; Keck, 2004) e RARPs que catalisam a replicacdo do RNA a partir de um molde
de RNA (Zong et al., 2009).

Outro fator a se ponderar é o fato de, apesar de estarem no genoma de
M. perniciosa, estes genes podem nédo estar sendo expressos e, portanto, ndo terem
atividade relevante na formacéo das proteinas funcionais que atuam no silenciamento
génico candnico descrito em fungos.

A grande quantidade de genes (3 Dicers, 10 Argonautas e 7 RdRPS)
encontradas em M. perniciosa pode ser explicada como mecanismo evolutivo,
biolégico e adaptativo dadas as particularidades deste patdégeno, o ambiente tropical
de maior biodiversidade e exposto a uma série de competidores e condicdes
competitivas com outros microrganismos e sua intrinseca interacdo com o hospedeiro
T. cacao, possivelmente evoluindo de uma relacdo endofitica simbidtica benéfica,
como observado em outras espécies do género Crinipellis a que M. perniciosa
pertencia (Evans, 2016), e que, com a evolugdo levou a uma interagdo patogénica e
gue podera ser melhor investigado em futuros trabalhos.

Diante disso, 0 mecanismo de silenciamento génico em M. perniciosa pode ser
ilustrado de forma simplificada conforme a Figura 14: se inicia com a geracédo de RNA
aberrante (aRNA) a partir de material genético exdgeno ou enddgeno (pequenos
RNAs nao-codificantes - sncRNAs, transposons) (1). aRNA é transformado em RNA

de fita dupla (dsRNA) a partir da agéo de uma enzima da classe das RNA-polimerases



68

dependentes de RNA (RdRPs, descrita em N. crassa como QDE-1) (2). O dsRNA é
entdo clivado por ribonucelases da classe das Dicers (DCL) em pequenos RNAs de
interferéncia (SiRNAs), com tamanho fixo entre 19 e 25 nucleotideos (3). Os siRNAs
sdo incorporados no RNA-induced silencing complex (RISC) por meio de proteinas
Argonautas (identificadas em N. crassa como QDE-2) que fardo parte dele juntamente
com outras proteinas acessoérias (4). RISC € entdo ativado e usa a fita guia do siRNA
para identificar RNA mensageiros (MRNA) complementares (5) que sédo entdo
degradados pela atividade endo e exonucleolitica da Argonauta e leva ao
silenciamento génico pds-transcricional ao evitar a formacdo da respectiva proteina
(6). A fita passageira que foi eliminada do siRNA é entdo usada como molde para
RdARPs gerarem novos siRNAs secundarios que levam a amplificacdo do

silenciamento, retroalimentando o ciclo (7).

Figura 14. Esquema simplificado das etapas e componentes do silenciamento génico

candnico com os genes encontrados no genoma de M. perniciosa
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4.2.2. Andlise de expressao dos genes da rota de processamento canénico de
pequenos RNAs proposta para M. perniciosa

A partir do banco de dados gendmicos e de expressdo de M. perniciosa
(Teixeira et al., 2014 - disponivel em WBD ATLAS
http://bioinfo08.ibi.unicamp.br/wbdatlas/) proveniente do sequenciamento massivo de

RNA (RNA-seq), sdo apresentados o RPKM dos genes essenciais do silenciamento
génico candnico, para Dicers, Argonautas e RdRPs, respectivamente (Tabelas 5, 6 e
7).

Os dados das Tabelas 5, 6 e 7 estao dispostos em ordem cronolégica seguindo
0 ciclo da interagcdo M. perniciosa X T. cacao, do esporo, passando pelas fases
biotroficas, necrotréficas e finalizando com a dltima etapa do ciclo de vida do fungo
(formacao do basidiomata) (Evans, 2016).

Para efeito comparativo, foram inseridos dois genes constitutivos de
manutenc¢do da atividade celular de fungos, um deles relacionado a atividade da actina
(MP12238) e outro da beta-tubulina (MP08695).

Tabela 5. Expresséo dos genes Dicers encontrados no genoma de M. perniciosa em RPKM

(Reads Per Kilobase Million) em funcao da condicao biol6gica em que infestam cacaueiro

o, Dicer B-tubulina actina
Condicao Biologica

MP10442 MP14055 MP01869| MP08695 MP12238
Esporos nédo-germinados 9 5 3 7 192
Esporos germinando 5 2 5 5 138
Micélio monocariético (7 d) 15 13 3 42 119
Micélio monocariotico (14 d) 15 17 3 44 95
Micélio monocariético (28 d) 25 24 6 86 157
Micélio dicariético (7 d) 18 15 3 22 75
Micélio dicariético (14 d) 31 14 2 39 154
Micélio dicaridtico (28 d) 21 15 5 82 144
Vassoura verde (30 DAI) 19 11 6 132 133
Necrose inicial (47 DAI) 15 7 1 67 99
Necrose avancada (66 DAI) 15 13 2 39 84
Vassoura seca (111 DAI) 5 7 1 5 74
Primordia F 21 18 40 146
Basidiomata 23 9 9 39 _

RFEM
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Tabela 6. Expresséo dos genes Argonautas encontrados no genoma de M. perniciosa em RPKM (Reads Per Kilobase Million) em funcéo da

Condicéo Biologica

condicao biologica em que infestam cacaueiro

Esporos n&o-germinados
Esporos germinando
Micélio monocariotico (7 d)
Micélio monocariético (14 d)
Micélio monocarittico (28 d)
Micélio dicariotico (7 d)
Micélio dicariético (14 d)
Micélio dicariotico (28 d)
Vassoura verde (30 DAI)
Necrose inicial (47 DAI)
Necrose avangada (66 DAI)
Vassoura seca (111 DAI)
Primordia

Basidiomata

RFEM

Argonauta
MP13872 MP08788 MP08974 MP07032 MP08202 MP03267 MP03238 MP10832 MP03288 MP13876

B-tubulina actina
MP08695  MP12238

30 214 63
16 40 63
58 103 159 52 32
65 183 197 35 46
79 159 219 73 97
56 50 165 75 18
88 3 130 133 114
79 79 119 31 52

63 76 24
139 59 26 15
72 76 39 23
57 BN 61 31
- 168 124 124 133
116 80 48 73

36 32 62 192
11 10 34 138
25 46 19 119
27 47 18 95
151 17 30 157
23 21 75
38 20 39 154
194 17 82 144
3 32 132 133
24 21 67 99
22 84
74
146
36 336



Tabela 7. Expresséo dos genes RdRPs encontrados no genoma de M. perniciosa em RPKM (Reads Per Kilobase Million) em funcdo da

Condigao Biolb6gica

MP02297 MP11137 MP02213 MP15899 MP09882 MP10417 MPO08656

condicao biolégica em que infestam cacaueiro

RARP

B-tubulina actina
MP08695 MP12238

Esporos n&o germinando
Esporos germinando
Micélio monocariotico (7 d)
Micélio monocariético (14 d)
Micélio monocarittico (28 d)
Micélio dicariotico (7 d)
Micélio dicariético (14 d)
Micélio dicaridtico (28 d)
Vassoura verde (30 DAI)
Necrose inicial (47 DAI)
Necrose avangada (66 DAI)
Vassoura seca (111 DAI)
Primordia

Basidiomata

RPEM

52
14
51
48
93
53
87
73
21
12
26
12
58
31

5
8
37
44
32
6
84
11
8
7
7
0
100
44

12
8
14
16
23
13
15
13
31
22
18
6
36
9

5
3
7
9
21
11
24
21
5
8
5
4
59
11

14

N
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7
3
5
7
16
5
9
15
10
8
6
1
9
10

7 192
5 138
42 119
44 95
86 157
22 75
39 154
82 144
132 133
67 99
39 84
5 74
40 146
39 [sse

71



72

As Dicers identificadas como MP14055 (Dicer-like 1) e MP10442 (Dicer-like 2)
se mostraram mais expressas do que MP01869, que apresentou niveis médios a
baixos de expressdo em todas as condicbes, exceto no primérdio do corpo de
frutificacao (basidiomata). A Dicer de maior expressao € a Dicer-like 2 (MP10442). Isto
corrobora o que foi pontuado por Nicolas e Ruiz-Vazquez (2013), que cita DCL-2 como
a principal componente do silenciamento génico candnico em células sométicas de
fungos, enquanto DCL-1 atua redundantemente, porém em menor intensidade; por
outro lado, DCL-1 é imprescindivel para o silenciamento que ocorre no ciclo sexuado
de fungos (conhecido como MSUD) (Alexander et al., 2008).

Corroborando esta informacéo, nota-se na Tabela 5 claramente a mesma
tendéncia de expressdo de MP14055 (Dicer-like 1) e MP10442 (Dicer-like 2) em todas
as fases, sempre com predominio de maior expressdo de Dicer-like 2 (MP10442).
Assim, é provavel que MP14055 (Dicer-like 1) e MP10442 (Dicer-like 2) sejam genes
paralogos, originados a partir de um mesmo ancestral comum e que nesse caso
tenham mantido a mesma funcionalidade. A presenca de mais de uma copia de um
gene pode conferir vantagem evolutiva ao organismo, sendo uma fonte a mais de
material genético para mutacao e surgimento de novas fun¢des, mas principalmente
€ essencial para a sobrevivéncia daquele organismo para se evitar o risco de
depender de uma Unica copia génica em funcdes vitais (Moreira; Lopez-Garcia, 2011).

Outro ponto observado na andlise de expressdo de MP14055 (Dicer-like 1) e
MP10442 (Dicer-like 2) é que durante todo o ciclo de vida, desde a formacgdo do
micélio monocaridtico biotréfico até o final da fase necrotrofica (necrose avancada de
tecido infectado) ambas se mantém expressas, sugerindo que sejam importantes para
manutencao do processo patogénico que se da de forma lenta no ciclo biotréfico de
M. perniciosa.

Para as Argonautas (Tabela 6), quatro delas encontradas no genoma de
M. perniciosa (MP03238, MP10832, MP03288 e MP13876) apresentam baixa
expressdo e nado se destacam em nenhuma das condicdes como mais expressas,
podendo exercer fungdo redundante as demais (MP13872, MP08788, MP08974,
MPO07032, MP08202 e MP03267) ou ainda ndo serem funcionais.

Considerando as seis Argonautas mais expressas (MP13872, MP08788,
MP08974, MP07032, MP08202 e MP03267), em todas observa-se 0 aumento de
expressdo conforme evolui o desenvolvimento do micélio monocariético da fase
biotréfica de 7 até 28 dias. Em MP13872, o aumento foi de 58 para 79 RPKM
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(de 7 dias até 28 dias, respectivamente); em MP08788 de 103 para 159 RPKM; em
MP08974 de 159 para 219 RPKM; em MP07032 de 52 para 73; em MP08202
de 32 para 97; e em MP03267 de 25 para 151. Portanto, este aumento variou de 36 a
500%, acompanhando consistentemente a evolucédo do desenvolvimento do micélio
biotréfico, o que evidencia possivel papel dessa classe de genes previamente a
patogénese real de M. perniciosa, que se da nas fases de Vassoura verde (30 DAI),
Necrose inicial, Necrose avancada (47 DAI) e Vassoura seca (111 DAI). Isto sugere
que, com a progressao do micélio monocariético biotrofico e colonizagdo da planta
antes da emissédo da vassoura verde, ha intensa ativacdo de genes Argonautas. O
destaque é dado para as Argonautas MP13872, MP08788 e MP08974 que se mantém
altamente expressas em praticamente todas as condi¢des bioldgicas.

No caso especifico da Argonauta MP03267, houve aumento exponencial de
expressao de 7 a 28 dias tanto em miceélio monocarittico (ciclo biotrofico), de 25 para
151 RPKM, como também em dicari6tico (ciclo necrotréfico, de 23 para 194 RPKM).

Algumas delas, como MP13872, tem aumento da expressdo no inicio da
necrose; outras, como MP08974 sdo mais expressas nas fases que antecedem o0s
sintomas, durante a progressao dos micélios mono e dicarioticos; outras ainda, tem
acentuamento da expressao na emissao da vassoura seca (MP08788); em conjunto,
as Argonautas parecem ter importante papel na infeccdo de M. perniciosa sobre
T. cacao, por vezes redundantes e por vezes sobrepostos nas distintas fases da
interacao.

Para RdRPs (Tabela 7), ha novamente maior expressao nas fases de primérdio
e micélio mono e dicaridtico. Os genes MP09882, MP10417, MP08656 apresentam
baixa expressdo nas condi¢cbes contempladas e talvez ndo sejam funcionais. As
demais RdRPs (MP02297, MP11137, MP02213 e MP15899) atuam nas condi¢cdes
semelhantes as observadas para Dicers e Argonautas. Destaca-se alta expresséao de
MP02297 (> 10 RPKM) em todas as fases.

Teixeira et al. (2014) apontaram que na condi¢do de vassoura verde, proteinas
efetoras de viruléncia e patogenicidade de fungos (como cerato-plataninas e quintina
deacetilases) bem como aquelas relacionadas a defesa das plantas contra patdégenos,
como genes codificantes de proteinas PR (pathogenesis-related) se mostraram
altamente expressas. Proteinas PR sdo componentes do sistema imune das plantas
e induzidas por estresses bidticos e abidticos, como por exemplo na presenca de

fitopatdbgenos e agem como moléculas sinalizadoras de defesa para ativacdo da
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resisténcia sistémica adquirida (Ali et al., 2018). No patossistema M. perniciosa X T.
cacao, € esperado que esta ativacado se dé numa tentativa de suprimir a infeccéo e
colonizacéo dos tecidos vegetais pelo patégeno.

Os genes aqui estudados (Dicers, Argonautas e RdRPS), por sua vez, se
mostram mais importantes antecipadamente a sintomatologia de vassoura verde,
condicdo na qual muitos destes genes tiveram reducao de expresséo. Se expressam
de forma mais proeminente em outras fases, notadamente micélio monocariético ou
micélio dicaridtico e também na formacdo do primordio e basidiomata (corpo de
frutificacao).

Um fato intrigante é a grande expressao observada nas trés classes de genes
da rota candnica de processamento de pequenos RNAs (Dicers, Argonautas e
RdRPs) nas fases finais do ciclo de vida necrotréfico do patdégeno: primérdio e
basidiomata. Para as trés classes, o maior valor de expressdo de um gene dentre
todas as condicdes bioldgicas ocorreu na fase de primérdio dos basidiocarpos: Dicers
em MP10442 (45 RPKM), Argonautas em MP13872 (546 RPKM) e RdARPs em
MP11137 (100 RPKM). Por ocorrer nos trés grupos de genes essenciais que
funcionam de forma interligada e coordenada no processamento de pequenos RNAS,
gue provavelmente estdo atuando em processos biolégicos relacionados a regulacéo
da expressao génica, no desenvolvimento e diferenciagéo celular de novas estruturas,
no caso primordios, basidiomatas e formacéo de esporos. Laul et al. (2018) relatou
fato semelhante no basidiomiceto Coprinopsis cinerea, em que MmMIlIRNA estéo
envolvidos na regulagéo do desenvolvimento do corpo de frutificagéo.

Outra hipétese que se abre é que, em funcdo da manutencéo de niveis altos
de expressao de varios genes das trés classes (Dicers, Argonautas e RARPSs) durante
a fase biotréfica, eles estejam de alguma forma relacionados a extensa duracédo do
estagio biotréfico em M. perniciosa, sabidamente longo quando comparado a outros
fungos com ciclo de vida hemibiotréfico e cujos motivos ainda néao estéo
completamente elucidados.

Por fim, por serem consideravelmente expressos em condi¢bes importantes
tanto durante a fase biotrofica (micelio monocariético) como na fase necrotrofica
(micélio dicariético), os genes do processamento de pequenos RNAs (Dicers,
Argonautas e RdRPs) surgem como potenciais candidatos no estudo de

patogenicidade em M. perniciosa da mesma forma que foram descritos em outros
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patossistemas, como B. cinerea em diversos hospedeiros e Verticillium dahliae em A.
thaliana (Wang et al., 2016).

Com os resultados experimentais do item a seguir (4.3 Transformacédo de MT
para expressar Dicers de M. perniciosa), sera possivel elucidar o papel que uma
destas classe (Dicers), tém como efetores ou ha manipulacao do sistema de defesa
vegetal durante a interacdo patogénica de M. perniciosa sobre tomateiro MT e

possivelmente T. cacao.

4.3. Transformagao de MT para expressar Dicers de M. perniciosa

Para explorar a possibilidade de controlar a infeccdo por M. perniciosa pelo
silenciamento de genes essenciais para o desenvolvimento e/ou a patogénese, foram
buscados genes alvos para silenciamento a serem expressos em tomateiro MT.
Baseado em informacdes obtidas em outros patossistemas (Wang et al., 2016), optou-
se por silenciar as Dicers encontradas no genoma de M. perniciosa (MP14055,
MP10442 e MP01869, respectivamente MpDCL-1, MpDCL-2 e MpDCL-3).

Com a producdo de uma planta de tomateiro transgénico expressando
fragmentos de Dicers de M. perniciosa em hairpin, espera-se que as plantas de MT
transformadas, ao expressarem a construcdo MpDCL-1/2/3, terdo os hairpins
processados em siRNAs complementares e capazes de silenciar as Dicers de
M. perniciosa, levando a uma menor patogenicidade e capacidade infectiva por parte
do fungo, caso este fungo utilize pequenos RNAs como efetores — hipdtese a ser
confirmada neste patossistema.

Para isso, conduziu-se uma analise dos genes presumiveis de M. perniciosa,
apresentados na Tabela 8 com numeros de acesso, tamanho do gene e proteina
formada por cada uma das Dicers. A constru¢do proposta contém fragmentos para

expressar no mesmo vetor as trés Dicers e foi denominada de MpDCL-1/2/3.
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Tabela 8. Sequéncias de Dicers encontradas no genoma de Moniliophthora perniciosa

Dicer Numero de acesso WBD Tamanho do Tamanho da
Atlas? gene proteina
MpDCL-1 MP14055 4.212 pb 1.403 aa
MpDCL-2 MP10442 4.476 pb 1.491 aa
MpDCL-3 MP01869 3.930 pb 1.309 aa
Fonte: Teixeira et al. (2014) - disponivel em WBD ATLAS Disponivel em

http://bioinfo08.ibi.unicamp.br/wbdatlas/

Um dos pontos de preocupacdo ao se transformar plantas para expressar
precursores de pequenos RNAs é predizer qual o efeito esta transformagéo teria sobre
a propria planta em que se objetiva inserir a constru¢do génica, no caso a construcao
MpDCL-1/2/3, pois € sabido que o mecanismo e genes componentes sdo altamente
conservados em eucariotos e o seu silenciamento pode impactar em funcdes vitais a
planta.

A maioria das plantas codificam quatro Dicers, cada uma especializada na
producdo de uma classe de pequenos RNAs (Margis et al., 2006). Em A. thaliana,
Dicer 1 produz microRNAs a partir de hairpins precursores, parcialmente
complementares ao RNA mensageiro alvo (Reinhart et al., 2002), enquanto as Dicers
2 a 4 produzem pequenos RNAs de interferéncia (siRNAs), com 21 a 24 nucleotideos
com complementariedade perfeita (Xie et al., 2004).

Em seguida, para a predicdo de quais siRNAs seriam formados apds a
expressdo da construcdo MpDCL-1/2/3 adotou-se o programa GenScript SiRNA

Target Finder (https://www.genscript.com/tools/sirna-target-finder) com o objetivo de

predizer possiveis pareamentos dos siRNAs formados no genoma de MT
gue se visava transformar. Com isto, detectou-se a formacéo de 10 possiveis SIRNAs
com 21 nucleotideos (Tabela 9) e com as sequéncias destes siRNA preditos,
buscou-se no genoma de tomateiro por meio da ferramenta BLASTN

(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqgi) se haveria chance significativa de os siRNAs

se anelarem e causarem anormalidades genéticas na planta transformada. Observou-
se que, apesar da alta similaridade, nenhuma delas tem pareamento completo com
gualquer gene funcional de tomateiro, 0 que € mandatdrio para que siRNAs sejam
funcionais. O pareamento variou de 9 a 15 nucleotideos para um total potencial de 21

guando de fato ocorreria anelamento e indesejado silenciamento génico.


https://www.genscript.com/tools/sirna-target-finder
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Tabela 9. Predicdo de siRNAs formados a partir da expressao da construgao
pK7GWIWG(II)::MpDCL-1/2/3
SiRNA previsto Sequéncia

1 AAGGCATCATATTCGTTGAAC
AAGCGCTGATACCGAAAGAGC
AAGATCCTAATCCGACGAAGA
AAGGAGAATATGGAGCGAGAG
AACCGTGTCAAGCGCTGATAC
AACAGAGGCAGGTAGCGACAT
AATGACGTCGAGGAATCCTTG
AAACACTCGATTGGCCAAGGA
AATTACCAGCGTCTTGAAACC
AAACGATATCCTGACTGTTGC

© 00 N OO 0o b WD
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Outro ponto importante verificado foi que dos 10 siRNA preditos (em negrito
abaixo destacados na Figura 15), pelo menos um deles se anelaria na construcao,
indicando que havera regulacdo negativa da transcricdo da respectiva Dicer
correspondente de M. perniciosa. Foi constatado que todas as trés Dicers seréo
atingidas por pelo menos um dos siRNA preditos de serem formados.

Logo, com estas andlises foi possivel afirmar que os siRNAs gerados pelo
tomateiro deverdo apresentar especificidade exclusiva as Dicers de M. perniciosa,
levando a ativacdo do mecanismo de silenciamento génico somente sobre transcritos

do fungo.
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Figura 15. Representacdo esquematica de fragmentos que compdem a sequéncia MpDCL-
1/2/3 que originardo cada uma das Dicers de M. perniciosa (MpDCL-1, MpDCL-2, MpDCL-3)
e a localizac&o de cada siRNA predito

> MpDCL-1/2/3 762pb

TCAGTCAAGACCCTTTAGCCTGAGAAAT TGGCAGCCACCAAACTTTCATGT
AGAAGCTGACGTTCCGAGTATCAGCCCCGAACTTGCTCCGGCTCGAACCGT
GTCAAGCGCTGATACCGAAAGAGCTGGCTCAGTTGCTACATCAGTCATTCC MpDCL-I
AAGCCCCGATGGTGATACACCGATTACCGGATACACCGATGCTGTACCCTC
AGAAATTCAAGATCCTAATCCGACGAAGAAAAACTTCGCACTTCATTGTTT
TGCGCTACGCCACTGTCTGAGATACCAAACGATATCCTGACTGTTGCTATC
ACAGCGCCAGTCTCTCAGGAACCCAAGAATTACCAGCGTCTTGAAACCTTG

GGGGACACCGTTCTGAAGTTCATTGTCT GCATCCAGTTATTCGATGAATAT — MpDCL-2
CCCCTGTTCCCTGAAGGTTATTTGACCATGCGGAAAGATCAT TCTGTATCé
AACACTCGATTGGCCAAGGAGAATATGGAGCGAGAGGTGATACCETTCEAT

—  MpDCL-3

Na Figura 16, apresenta-se o vetor de silenciamento pK7GWIWG2(ll),
contendo o promotor CaMV35S, os primers concatenados dos genes MP14055
(Dicer-like 1), MP10442 (Dicer-like 2) e MP01869 (Dicer-like 3), genes de resisténcia
a antibioticos, intron e terminador 35S feita a partir do software

http://www.molbiotools.com.
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Figura 16. Representacgdo do vetor de silenciamento pK7GWIWG2(ll), contendo o promotor
CaMV35S, os primers concatenados dos genes MP14055 (Dicer-like 1), MP10442 (Dicer-
like 2) e MP01869 (Dicer-like 3), genes de resisténcia a antibiéticos, intron e terminador 35S

pK7GWIWG2D(l1),0
14884 bp

14884 bp

pK7GWIWG2D(I1),0

Fonte: http://www.molbiotools.com

Foram realizados dois experimentos de transformacdo de MT com
Agrobacterium empregando a construcdo pK7GWIWG2(1)::MpDCL-1/2/3. Apenas em
um deles obtiveram-se plantas que sobreviveram a todas as fases de regeneragéo,
enraizamento e resistentes aos antibiéticos até o momento (Figura 17), restando ao
final da aclimatacédo quatro plantas sobreviventes.
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Figura 17. Regeneracao de plantas MT-DCL1/2/3 contendo a construgdo DCL1/2/3 do

primeiro (A) e segundo (B) eventos em meio de enraizamento; plantas do primeiro evento

em aclimatacéo (C); plantas sobreviventes usadas para as confirmagdes de transformacéo

(D)

Estas plantas foram entdo submetidas a confirmacao da transgenia através da
extracdo do DNA das folhas em duas sub-amostras por planta e comparadas com um
controle positivo contendo somente o vetor de silenciamento pK7GWIWG(II)
MpDCL-1/2/3, trés amostras de tomateiros MT n&o transformados e controle negativo
somente com reagentes da reacdo (branco). Ao final da amplificagdo (Figura 18),
confirmou-se a inser¢do da construgdo MpDCL-1/2/3 nas plantas de MT. Trata-se da
sequéncia de 13 amostras (esquerda para direita), sendo: 01 - CP (controle positivo
vetor pK7GWIWG(II) MpDCL-1/2/3); Plantas transformadas (02 a 09) 02 - Planta A
(folha 01), 03 - Planta A (folha 2), 04 - Planta 02 (folha 1), 05 - Planta 02 (folha 2),
06 - Planta 03 (folha 1), 07 - Planta 03 (folha 2), 08 - Planta D (folha 1), 09 - Planta D
(folha 2); 10 - MT néo transformado 01, 11 - MT néo transformado 02; 12 - MT nao

transformado 03; 13 Branco.
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Figura 18. Gel de 2% agarose contendo a amplificacao especifica da construcdo DCL-1/2/3
no vetor de silenciamento pK7GWIWG2(Il). Marcador de peso molecular de 1 KB
(Fermentas)

Uh—t-.-—-—'—a-_.o—.a—n

Wang et al. (2016) trabalhando com plantas de A. thaliana e tomateiro
transformados para expressar Dicers e Argonautas do fungo B. cinerea, descobriram
gue o silenciamento destes genes leva a uma reducdo expressiva na patogenicidade
do fungo. Outros fungos de importancia fitopatogénica também tiveram resultados
positivos com abordagem semelhante, mas silenciando outros genes essenciais ao
fungo, como AvralO0 de Blumeria graminis (Nowara et al., 2010), Avr3a de
Phytophthora capsici (Vega-Arreguin et al., 2014), e diversos genes de Puccinia
striiformis f. sp. tritici, P. graminis f. sp. tritici (Yin et al., 2011) e de Fusarium spp.
(Ghag et al., 2014; Koch et al.,, 2013), evidenciando experimentalmente que a
abordagem HIGS tem potencial de uso comercial como estratégia de controle de
fitopatdégenos na agricultura.

Wang et al. (2016) transformou o fungo B. cinerea e silenciou suas proprias
Dicers dcl-1 e dcl-2 isoladamente ou dcl-1dcl-2 simultaneamente e observou reducao
significativa na patogenicidade somente no segundo caso, com formacao de menores
lesbes e menor acumulo de biomassa do fungo em diversos frutos (tomate, morango
e uva), folhas de alface e cebola e pétalas de rosa, mostrando a capacidade
redundante que uma Dicer tem de substituir a funcdo da outra quando silenciadas

isoladamente.
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Neste caso, apesar da redugcédo na geracao de pequenos RNAs, ela ndo foi
completamente eliminada, o que evidencia a existéncia de rotas de biogénese de
pequenos RNAs independentes de Dicers como reportado para outros fungos (Lee et
al., 2010). Ainda assim, neste trabalho com a geracdo de plantas transgénicas
expressando a construcdo para as trés Dicers do fungo, espera-se reducdo na
severidade da infeccdo de M. perniciosa.

A semelhanca do que foi exposto em outros patossistemas, visa-se como
proximos passos a continuacdo dos estudos de avaliagdo da patogenicidade de M.
perniciosa sobre as plantas de tomateiro MT Mp-DCL-1/2/3 recém-selecionadas que
serdo conduzidas a producao de sementes e germinadas para a selecao de linhagem
homozigota. Também estdo em andamento novos experimentos de transformacéao
com o vetor pK7GWIWG(Il) MpDCL-1/2/3 para assegurar novos eventos.

Espera-se que plantas na geracdo T3 serdo testadas para infeccao por
M. perniciosa. A hipétese de trabalho assume que M perniciosa utiliza pequenos RNAs
como estratégia de aumento da viruléncia e silenciamento de genes de defesa do
hospedeiro e se o silenciamento de componentes do silenciamento em fungos (no
caso Dicers) pode ser uma estratégia de sucesso para se obter plantas de T. cacao

resistentes a este importante patégeno.
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5. CONCLUSOES

O inibidor da enzima oxidase alternativa (AOX) ‘7j-41’ foi efetivo em reduzir a
severidade e o impacto negativo da infeccdo Moniliophtora perniciosa em tomateiro
‘Micro-Tom’ no acumulo de biomassa de raizes, parte aérea e numero e peso de frutos
quando administrado as raizes por meio de solu¢do nutritiva preventivamente a
inoculacdo com basididsporos do fungo.

Ainda assim, plantas de tomateiro MT tratadas com o ‘7j-41’ apresentaram
consideravel fitointoxicacdo visual, notadamente com necroses e atraso no seu
desenvolvimento, o que ficou evidenciado por menores valores de altura média,
biomassa seca e contagem de frutos em relacdo a plantas néo tratadas.

Vislumbra-se uma série de novos trabalhos para aumentar o entendimento e
aplicacdo deste e outros compostos inibidores da AOX no estudo do controle de
M. perniciosa.

Foram encontrados no genoma de Moniliophthora perniciosa genes
participantes da rota de silenciamento génico canénico de fungos, incluindo genes
essenciais: trés Dicers (DCL), 10 Argonautas (AGO) e sete RNA-polimerase
dependente de RNA (RdRPs), bem como outros atuantes no mecanismo mas nao-
essenciais: 21 RecQ DNA Helicases, uma Proteina de Replicacdo Al (RPA-1) e uma
QDE-2-interacting protein (QIP).

Pela quantidade de genes essenciais participantes da rota de silenciamento
génico candnico (Dicers, Argonautas e RARPS) ser superior a reportada na maioria
das outras espécies flngicas, associada a alta expresséo desses genes em condi¢cdes
importantes durante as fases bio e necrotroéficas, este genes surgem como potenciais
alvos de estudo de patogenicidade em M. perniciosa sobre seus hospedeiros da
mesma forma que foram descritos em outras interacdes planta-patégeno.

As trés classes de genes essenciais Dicers, Argonautas e RARPS tém alta
expressdo em diversas condi¢cdes biologicas do desenvolvimento de M. perniciosa
principalmente nas fases que precedem a emissdo da vassoura verde, no micélio
monocariético (biotréfico), dicaridtico (necrotréfico) e também ao final do ciclo
necroétrofico (formagédo do primérdio e basidiomata). Foram identificados também
genes com baixa expressao, evidenciando que ha diferencas importantes no papel

desempenhando por eles, mesmo dentro de cada classe.
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Plantas transgénicas expressando hairpins com a constru¢cdo concatenada
para expressar as trés Dicers de M. perniciosa (Mp-DCL1/2/3) foram obtidas com
sucesso e poderdo ser usadas em futuros estudos de patogénese. A partir delas, sera
possivel avaliar se M. perniciosa usa pequenos RNAs como efetores para aumentar
a viruléncia da sua infeccdo e desativar os genes de defesa de plantas de tomateiro
MT e, possivelmente, de Theobroma cacao e estudar se o mecanismo de HIGS (Host
Induced Gene Silencing) pode ter aplicabilidade experimental ou até mesmo comercial

neste patossistema.
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Anexo A. Andlise fatorial das avaliagdes de diametro (mm) de MT.
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Médias seguidas da mesma letra ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey

(p<0,05)
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Anexo B. Andlise fatorial das avaliacGes de altura (cm) de MT.
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Médias seguidas da mesma letra ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05)
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Anexo C. Analise fatorial das avalia¢des finais de biomassa e contagem de frutos de

MT.
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Médias seguidas da mesma letra ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey

(p<0,05)
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Anexo D. Dominios proteicos conservados das RecQ Helicases (QDE-3) de N. crassa

e candidatas de M. perniciosa.
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Anexo E. Dominios proteicos conservados das RARP (QDE-1) de N. crassa e

candidatas de M. perniciosa.
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Anexo F. Dominios proteicos das Dicers (DCL-1 e DCL-2) de N. crassa e candidatas

de M. perniciosa.
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Anexo G. Dominios proteicos da Argonauta (QDE-2) de N. crassa e candidatas de M.

perniciosa.
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Argonauta MP08788

]
]

250 375 S00 625 750 75 65
Query seq,
nucleic acid-binding interface 4 400 b4 active site Jj i i
5 RNA suxde strand anchoring site 0§ Jf G
Specific hits ﬁ ﬁ Piwi_ago— 11ke
Hon-specific BLN03202 !
hits .
Superfanilies ArgoN super-family qu FM:wwhmm| Piwi—-like superfamily
PLNO3202 superfamily
1 125 250 375 S00 625 750 &75 1005
Query seq,
nucleic acid-binding interface § 4% A active site Jj i i
57 RNA auide strand anchorina site | l 0
Specific hits -| ﬁ E "
Mon-specific ! t PLN03202
hits |
PRZ
Superfanilies FrgoN super| Arasli FMswwwm Piwi—like superfamily
PLNO3202 superfamily
1 125 250 375 s00 625 750 &75 290
Query seq,
nucleic acid-binding interface active site Jj i i

Specific hits

Non-specific

5° RNA suxde strand anchoring site ‘ it L

hits

Superfanilies

AracN superf | Argoll

PLHO3202
PRZ

PAZ superfamily

FPiwi-like superfamily

PLNO3202 superfamily

Argonauta MP13872
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1 125 250 375 soa 625 7m0 75 56

Query seq,

nucleic acid-binding interface 4 0% T active site J L L
57 RNA guide strand anchoring site jAf DR
Specific hits Piwi_ago—like

iFi 1 — ir t t
Hon-specific PLN03202

hits )
PRz
Superfanilies meswww Lmul PAZ superfamily | Piwi—like superfamily
PLNO3202 superfamily

Argonauta MP13876
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Anexo H. Dominios proteicos da RPA-1 de N. crassa e candidatas de M. perniciosa.

1 100 200 00 400 00 B10

Query seq. e ——————

trimerization core interface b ok Thh
RPA1 DED-C-RPAZ DED-D interface § h “h bk
Zire binding sits 34 M
aeneric binding surface 10§ Y Lk &

generic binding surface IT 4 4y b

RaF.

Specific hits

RPAL_DED_C

Nqn-specific rpal
Lits PRK12366
Superfanilies RPA_2b-aaRSs_0BF_like | superfamily
RFAl superfamily

PRK12366 superfamily
rpal superfamily

Dominios proteicos de RPA-1 de N. crassa

1 250 1] 750

Query =seq,

trirerization core inberface b L L
RPAL DED-C.-RPAZ DEO-D0 interface

A ik Jk SR
RPA1 DED-CARPAS inberface Of
Z2inc bindinag sit-e_bh
generic binding surface I L b
generic binding surface II b hik

specific hits T P

Hon-specific rpal |
e PRE1Z366
Superfanilies RFAL superfarily PA_2b-aaRE

PRE12366 super

rpal superfamily

Dominios proteicos de MP02314 RPA-1 de M. perniciosa
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Anexo |. BLASTp dos genes de N. crassa com os candidatos a homélogos de M.

perniciosa.

Sequences producing significant alignments:

Recq helicase QDE-3

MP00763
MP14995
MP01699
MPO7550
MP15420
MP13589
MP09541
MP12489
MP06392
MP14167
MP16544
MPO03701
MP16505
MP16430
MP00762
MP14297
MP04710
MP01830
MP12150
MP15037
MP12680
MP00233
MP02642
MP04844
MPO7090

Sequences producing significant alignments:

RPA-1
MP02314
MP11091

Sequences producing significant alignments:

>MP00763
>MP14995
>MP01699
>MP07550
>MP15420
>MP13589
>MP09541
>MP12489
>MP06392
>MP14167
>MP16544
>MP03701
>MP16505
>MP16430
>MP00762
>MP14297
>MP04710
>MP01830
>MP12150
>MP15037
>MP12680
>MP00233
>MP02642
>MP04844
>MP07090

>MP02314
>MP11091

Rdrp QDE-1

MP02213
MP08656
MP00604
MP15899
MP10417
MP09882
MP11137
MP02297

>MP02213
>MP08656
>MP00604
>MP15899
>MP10417
>MP09882
>MP11137
>MP02297

416
322
305
223
147
125
123
119
115
100
79.7
71.6
70.9
65.1
62.8
62.0
60.8
56.6
55.5
53.5
53.5
51.2
48.5
46.2
45.8

473
157

138
114
100
72.0
64.3
53.9
50.8
43.9

Score (Bits) E-Value

3e-123
8e-92
3e-87
8e-62
2e-36
2e-29
3e-28
5e-27
le-25
3e-21
6e-15
2e-12
4e-12
3e-10
1le-09
2e-09
5e-09
le-07
2e-07
8e-07
8e-07
3e-06
2e-05
2e-04
2e-04

Score (Bits) E-Value

2e-148
2e-43

Score (Bits) E-Value

7e-33
le-25
2e-21
le-12
3e-10
4e-07
4e-06
4e-04
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Sequences producing significant alignments:

DCL-1

MP14055
MP10442
MP01869
MP02453

Sequences producing significant alignments:

DCL-2

MP10442
MP14055
MP12150
MP02453
MP01869
MP00236
MP00233
MP14297
MP02642
MP04844
MP03345

Sequences producing significant alignments:

QIP
MP00590
MP03252

Sequences producing significant alignments:

>MP14055
>MP10442
>MP01869
>MP02453

>MP10442
>MP14055
>MP12150
>MP02453
>MP01869
>MP00236
>MP00233
>MP14297
>MP02642
>MP04844
>MP03345

>MP00590
>MP03252

AGO QDE-2

MPO08788
MP10832
MP08974
MP08202
MP13872
MP13876
MP03288
MPO07032
MP03267
MP03238
MP12999

Sequences producing significant alignments:

>MP08788
>MP10832
>MP08974
>MP08202
>MP13872
>MP13876
>MP03288
>MP07032
>MP03267
>MP03238
>MP12999

RARP-2 (Pb)

MP09882
MP10417
MP02297

>MP09882
>MP10417
>MP02297

211
178
130
61.2

237
97.8
62.8
62.8
62.8
49.7
49.3
47.0
45.8
44.3
43.1

86.7
48.9

321
319
298
230
228
226
193
192
172
137
83.2

273
241
237

Score (Bits) E-Value

3e-55
5e-45
3e-30
3e-09

Score (Bits) E-Value

2e-63
2e-20
7e-10
8e-10
8e-10
5e-06
7e-06
5e-05
7e-05
4e-04
6e-04

Score (Bits) E-Value

3e-18
3e-06

Score (Bits) E-Value

2e-93
3e-92
2e-85
le-62
le-61
2e-61
7e-51
5e-50
2e-44
4e-33
3e-16

Score (Bits) E-Value

4e-76
4e-65
9e-64



MP11137
MP15899
MP00604
MP02213
MP08656

>MP11137
>MP15899
>MP00604
>MP02213
>MP08656

226
223
88.2
88.6
85.1

4e-60
4e-59
9e-18
le-17
le-16

117
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Anexo J. Alinhamentos multiplos globais dos genes de N. crassa com os candidatos

a homodlogos da mesma classe de M. perniciosa.

RecQ Helicase
CLUSTAL format alignment by MAFFT (v7.427)

NC_QDE-3  MAEREREGTSSS-------- SSSS-TSRGTS----------- RGTTPLSLSPPPQEQEQE
MP07550  MD

MP01699  MS L

MP0O0763  MS GTTPRN---rmemeev

MP14995 MR
MP12489 MS
MP06392 MENLEDLNISPSQFILGLISHSELLESKGSSITNLSHILDALKSNPATKTAIIDWAE--
MPQ09541 MG
MP13589 MA
MP15420 MT
MP14167 MS

MP16505 MN PQLPLL-----------
MP11895 MS

MP12680

MP12680

MP16430 MA
MP16519 MA
MP00762 MS
MP12150 MT
MP01830 MGRRD RSYSPDTSN---------
MP02642 MS
MP00233 MF
MP14297 MT
MP04844 MV
MP07090 ME--------mmmmmm oo AFQLLSRGGIKF
MP16544 MS
MP03701 ME
MP04710 MT
MP04057 MQ

NC_QDE-3  QQQQQQQQQQEQQNTSDTRSNQLSSSLRTFTTSATSATSSSVQQNTSNHQVLLPLPSTSS
MP07550
MP01699
MP00763 ------- NLDALLSRTKSNNVSSSI
MP14995
Y [ L R — QHSHVTA
MP06392 - HQFTTSLMEEIKQLTHISSGLHFESTHATREKLEEINMET------LTLRMQKY
MP09541
MP13589
MP15420
MP14167
V[Tl - —— QSRELAA
MP11895
MP12680
MP12680
MP16430
MP16519
MP00762
MP12150
(V110 MRz ko JR— KRVRHSHRSS----RSPSPTRR---------=rmemmermeen
MP02642
MP00233
MP14297
MP04844
MP07090
MP16544




MP03701
MP04710
MP04057

NC_QDE-3
MP07550
MP01699
MP00763
MP14995
MP12489
MP06392
MP09541
MP13589
MP15420
MP14167
MP16505
MP11895
MP12680
MP12680
MP16430
MP16519
MP00762
MP12150
MP01830
MP02642
MP00233
MP14297
MP04844
MP07090
MP16544
MP03701
MP04710
MP04057

NC_QDE-3
MP07550
MP01699
MP00763
MP14995
MP12489
MP06392
MP09541
MP13589
MP15420
MP14167
MP16505
MP11895
MP12680
MP12680
MP16430
MP16519
MP00762
MP12150
MP01830
MP02642
MP00233
MP14297
MP04844
MP07090
MP16544
MP03701
MP04710
MP04057

NC_QDE-3
MP07550

119

SPSTSTSFSSSLSSWVPHSLKVLYHFTAGSVTAAAS

APRT---ommemmoemooeeoe YHLLGNLLAADEAHLLERRERQRQYWLRKKGKNQETV
APRPNNR SRYDDDRE-WDR-------- D
D

TSSSSSNSGGDTVLNPNASGGVLGRLLTSSTAQSTLMTRNNWGEQV-------- SWLKRS

-SAPISSKKGPKF

TTEEESEEAKDIFND------=-=-=-==-nnmnme- RMDEWEEEVDEETHEKNEQSRRQ

RDRDRRDRDRDRYRDERHKDD---------------- RRRDYRDDRRDDRRDDRRDDRRD

YVMTIDSDDEDVFSPR
-------- DKNRFNKD

]\ — YIYaY/ To]c] - ——— VYPSAAASIQTTTPTSTTTTTTPSAIED




120

MP01699
MPO00763 KP STVAPSSSGSTVLYSSSR-
MP14995
MP12489
MP06392 ANVHIKQVMCLSIIMQSTNRNCNALQALIGLYLHSCGASDSVTEVVSHIGVSISITSIRR
MP09541
MP13589
MP15420
MP14167 MMASIP-
MP16505
MP11895
MP12680
MP12680
MP16430
MP16519
MP00762
MP12150
MP01830 DRRDDRR DDRRRSRSRERRPTQASSPP-
MP02642
MP00233
MP14297
MP04844
MPQ7090
MP16544
MP03701
MP04710 IALASID-
MP04057

NC QDE-3  ——emeemmeommee- GYSSTSSFPRDN-NLFPLYSTPAVTNPQVSGSESLGGAGRGT--
MP07550
MP01699 YSTPNS----mmmmmmmee
MP00763 KISGPLPSFSTPGFGQS------------
MP14995
MP12489 RTRRGTPQTRPQ------------

MP06392 MIHNLSITHADDLKELGRSLLEGIGFDNVDIDTKHESSRLEDPTSTLVH-----------
MP09541
MP13589
MP15420 NESTSLTQPNV----mmmmmmeeeev
MP14167 TSTPSIPLS------mmmmm-
MP16505 STHSTNTINTPATPLY------m--
MP11895
MP12680
MP12680
MP16430
MP16519
MP00762
MP12150
MP01830 RAQATPEAVATPTPPPEDEATKARRAKYE
MP02642
MP00233
MP14297
MP04844 KSAITEDAHLNPEF-----------meo-
MP07090
MP16544
MP03701
MP04710 DAHNTHSFSTTMH--------mmm--
MP04057

NC_QDE-3  --GRGRGGGRVGGGGPVQQQQQPPPLGPPPPLPPPPPPPPPQQPTQQRTQQPTPNPTSTS
MP07550
MP01699
(Y 11004~ J e ——— KPSASVTPI
MP14995
MP12489
Y [=T0 ok 1o — LTSGTAIPLQ
MP09541




MP13589
MP15420
MP14167
MP16505
MP11895
MP12680
MP12680
MP16430
MP16519
MP00762
MP12150
MP01830
MP02642
MP00233
MP14297
MP04844
MP07090
MP16544
MP03701
MP04710
MP04057

NC_QDE-3
MP07550
MP01699
MP00763
MP14995
MP12489
MP06392
MP09541
MP13589
MP15420
MP14167
MP16505
MP11895
MP12680
MP12680
MP16430
MP16519
MP00762
MP12150
MP01830
MP02642
MP00233
MP14297
MP04844
MP07090
MP16544
MP03701
MP04710
MP04057

NC_QDE-3
MP07550
MP01699
MP00763
MP14995
MP12489
MP06392
MP09541
MP13589
MP15420
MP14167
MP16505
MP11895
MP12680

121

PL

FNGYS---
NALVNGNG-SA
AWKKGREAKKALGEAKAKAMALAGKSAPAPPAE------ APTKPTGQLNRAALNGLG-LK

GRGHLA

LOLFDGTSKKS

TSTSTLATSRYTNTSSTNDARP-ATRQQIAPEVGASTHQDSVGLGEGGGGGMAKLSVKNN

------ SASRLTDSTSSDSPCPGPSRKR---------SSDASCL-+----rnmemmen
---------- LSDSYDADD-----------=-Y MG SDD-+--r-xmmecmcee
------ DIELSDSED DS

HGVTRSDLSCSDELAEEATRKETT--L

rs

ITRTNS

GIEGKFESLNLSKSAYV
GLPLK

Gl DLAHDLST-<mmemmmemmeemee
VAITKEDNGNV------=mnmnmm-
TFDLSGDPYTD--------------- L
QVKWE TVTDVSQDSAL------mmmmmmmmmm

IADSM
ESD

LPRPHLVSLSSSTTGSGSGSASRSASAKHGSAGSSTFDHEQHQQHQQQQQQKRQRSQSEA

---PDLHD
--PELAEVME RSR-----
~-PQLVK
FADPEIIHALAKEFPDSSCS KLTRRQRFIR--

LD-P
--LPINIE
---PGRLINVS
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MP12680

MP16430

MP16519 --P

MP00762 NG
MP12150 ---PPHLR

MP01830 ---PEFTKSMTASMDDS VETKR-------
MP02642

MP00233

MP14297

MP04844 LEGPSTLP

MPQ7090 ---PAELDFFK
MP16544

MP03701 MSEP

MP04710

MP04057 ---P

NC_QDE-3 RQQQQQQQQQQQQQQQQQQAQHHAHSTYAQRPQPTPQQRPPQONLLTPASTTGASVGPLQR
MPQ7550

MP01699
MP00763
MP14995 QDYGH
MP12489
V=0T 17— WKFLQDLIALVP
MP09541
MP13589
MP15420
MP14167
MP16505 HAH
MP11895
MP12680
MP12680
MP16430
MP16519
MP00762
MP12150
MP01830
MP02642
MP00233
MP14297
MP04844
MP07090 YAQ
MP16544
MP03701
MP04710
MP04057

NC_QDE-3 AYSVSLAARQSPSTNLVRPKTDSPAPHTLHLKNKKNLRHPAPTPDSPIVD----DDIFSD
MPQ7550
MP01699
MP00763 ---TAKKCRTDPSD
MP14995
MP12489 ----- RKPSPIPES
MP06392 GFSDYRKYVKDPEDVLKIPLTKSEQLH------------- ARMMDVPCTKASECDQVLED
MP09541
MP13589
MP15420
MP14167 TPPHS
MP16505 ----- VQLFTPPAT
MP11895
MP12680
MP12680
MP16430
MP16519
MP00762
MP12150 ---NAQRAASSPNL
MP01830 ---KLEKLGDMPAIDMT




MP02642
MP00233
MP14297
MP04844
MP07090
MP16544
MP03701
MP04710
MP04057

NC_QDE-3
MP07550
MP01699
MP00763
MP14995
MP12489
MP06392
MP09541
MP13589
MP15420
MP14167
MP16505
MP11895
MP12680
MP12680
MP16430
MP16519
MP00762
MP12150
MP01830
MP02642
MP00233
MP14297
MP04844
MP07090
MP16544
MP03701
MP04710
MP04057

NC_QDE-3
MP07550
MP01699
MP00763
MP14995
MP12489
MP06392
MP09541
MP13589
MP15420
MP14167
MP16505
MP11895
MP12680
MP12680
MP16430
MP16519
MP00762
MP12150
MP01830
MP02642
MP00233
MP14297
MP04844
MP07090
MP16544

123

---DLEKKKGKSKN
---DSVTKGTKPEP

PRA

AVDLTEELDHDHDLNGKDKDNTDNDNTVASSSLIGFGDDKLLWREDFAERAEPEHERGGS

----------------- DKENQSF----------------RATHSNIAKDKHKAS--

--------------- GHSQRKRSK
--IIRHQLNIGDPYDHKEKNKEGLTDIGNMVMLVFGDLG-VGQQLESLLESRRVEDTPW

--------------- GADKRAAEY

--------- SNGNGWVDSRSSTPS-----<-----e-------RFESRGGSSDRGGR---
~--MNEGEASVGDLEVDDDDEEAN-------c-mcnmemoe RMDQAMRKKKSDDAM--
----- KVKDSASEVEVEQKKKSKK------------<----RKHEEIESQQNAEA---
-------- ISVDDIVARRKSSKRK-----------c-----RETEEESSEEDVEE---

RPRQVKKRKISNDYIMKDEDVSLFDDDGEEDEFMDINELVQGDRESTPKPKATSRSVSTR

RRRQFVV------ FVMGLFHVKM----ACADALWRIYLKSGSDTED--------------

GGHRNGYSG-------mmmmm-
GTPNAFSNPRGGSSNGYSN------mmmmm-
DVDEDDVDPLDAFMSGVKEQ--------------
GLNAGDEK-------------=
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MP03701 -l
MPO04710
MP04057

NC_QDE-3 LPP-TVSLORGRSPKRKEASVEKRTTENQQQADREDEPSFMSSPDVDNSRKRKSSGSPTG
MP07550
MP01699
MP00763 -PV-ISSLATGKSPTKKK
MP14995
MP12489 -----me-- ISPSNVS-------meommmom- HGNPVSAHG-----------------

MP06392 -PLCLEKLVQQIRPLETKRI-------------- KSNPGFRRMHEV-----IQWVGAVER
MPQ09541
MP13589
MP15420
MP14167 PTKTF NVPS

MP16505 PSPTS NQPALSTS------=-===mm--
MP11895
MP12680
MP12680
MP16430
MP16519
MP00762 GAGGGGY--
MP12150 - GRNFSRDDSSS GGG---
MP01830 - VOQKVNLEDLKK LGNL--
MP02642
MP00233
MP14297 - SGKKKKKKNKRS
MP04844 --------- GGIQPSDDEED-------------- EEDPL-----===m=mmmnnen
MP07090 -------- DGKMKGSPGKRR
MP16544
MP03701
MP04710
MP04057

NC_QDE-3 LTTPRPQQKQTEEVPGTTTAKKPRRSEVMDSEDEAFTPLSAGSLPGSAEFFRSGGTTTRE
MP07550
MP01699
MP0O0763 ----mm-mmemmme DKGKAKAQPEDDNDD
MP14995
MP12489 STVTADLDSIKGKL------=--=-=-mmo-

MP06392 LNCWRIMVQK--HTPYQTLEDFAASKPSYDVLEKLATRLSLEYV--------ememmm-
MP09541
MP13589
MP15420
MP14167
MP16505
MP11895
MP12680
MP12680
MP16430
MP16519
MPO0762 -------mm-mmmeeeee- GGGYGGGGGWNDDKMGNLGGG------=-=-==-=----
MP12150 --m-mmememememeeeee GGAMYGYGVWRD
MP01830 -------eeee- SGRQRLDEGADDEDFGV-DDAIPDELDATDLN------=-=------
MP02642
MP00233 QDHLADTRERR------------------

MP14297 ---meemeee- HDAKKADEDVDMQAIAE-EDEKRDKKDKKKK--------=-------
MP04844 ATSGEEVDEAENEQEQE------------------
MP0O7090 -----m-mmmme- RLEKDGDSEENSDEDD
MP16544
MP03701
MP04710
MP04057

NC_QDE-3 LGLDEDTVMDTPSRPPVESTLPTLESVESRPPPLPPMDLPSQRKPLEPLNTPRNQLLESV
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MP07550
MP01699
MP00763 ---------m--- RPWMRMELP------=-=-=------ GEDVNPFTKLKTD--------
MP14995
MP12489
MP06392 CDIGRDIESIRPLGEE--------
MP09541
MP13589
MP15420
MP14167
MP16505 TP
MP11895
MP12680
MP12680
MP16430
MP16519
MP00762
MP12150
MP01830 PEDILALAAKKAKK-------
MP02642
MP00233
MP14297
MP04844
MP07090
MP16544
MP03701
MP04710
MP04057

NC_QDE-3 ERPTQQPSVGPSFAQSSTLAESSLPPSMPPPSEDPLNTRENSNLEEFDYKLYKPLLDLFV
MPO07550
MP01699
MPO00763
MP14995
MP12489
MP06392
MP09541
MP13589
MP15420
MP14167
MP16505
MP11895
MP12680
MP12680
MP16430
MP16519
MPO00762
MP12150
MP01830
MP02642
MP00233
MP14297
MP04844
MP07090
MP16544
MP03701
MP04710
MP04057

NC_QDE-3 NAPAILERELSAVNDELQENMIKLRDCLRLPREERDRAREEVKKEKEMLKRRDIALRALQ
MP07550
MP01699
MPO00763
MP14995
MP12489
MP06392 DKSRD
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MP09541
MP13589
MP15420
MP14167
MP16505
MP11895
MP12680
MP12680
MP16430
MP16519
MP00762 LKAV DWSR----mmmmmmmmmmmmmee
MP12150
MP01830 ---—---- KELAAV DHSR
MP02642
MP00233
MP14297 DKK
MP04844
MPO7090
MP16544
MP03701
MP04710
MP04057

NC_QDE-3  DEHKLYVKKRKEHNLINEEIVRAYAEEDDEYEDQLMAQLDKLDDEVEAIVKSLTRLIVAA
MP07550
MP01699
MPO0763 ----e--eemmeomoeeoeeee FARYNN DP
MP14995
MP12489
MP06392 LTE
MP09541
MP13589
MP15420 H
MP14167 NTE
MP16505 AS
MP11895
MP12680
MP12680
MP16430
MP16519
MP00762 oKL
MP12150 GRH
MP01830 VKY
MP02642
MP00233 KAL
MP14297 DKK
MP04844 DEE
MP07090
MP16544
MP03701
MP04710
MP04057

>

NC_QDE-3 GITEKSFDLKK------------ EEEEEEEKPIIATPTPSTRTEAPVL-----------
MPO07550
MP01699 DDSQFAATPTPEL-----mmmeeemm -

MP00763 SSESRDNDLDEFSSDHLKGILGFNEDLKSSYEALGACDSPNV-------mcmemeeo-
MP14995 QSHSYQSTSGSTLDSRA------—------

MP12489 FNYQKNAETST-------mmmmmeeem- YLSRYYAGGDKN|----mmmmmmmmaev

MP06392 ENSLRRQQLFLL-------noenooe- YEEITWAMNEGDIGRVEECFVPWMWIFRATG
MP09541 --SQRHS
MP13589 --TQRHS
MP15420 RVYARSYRLL------nmmmmemmemm NEARSNAAKTRKYR------mnnnmmmmnee
MP14167 ETPRRRKKPSS
MP16505 SNPEQTKKL-------------=----- HRGKYQATPRP-------mmmemeeee-
MP11895




MP12680
MP12680
MP16430
MP16519
MP00762
MP12150
MP01830
MP02642
MP00233
MP14297
MP04844
MP07090
MP16544
MP03701
MP04710
MP04057

NC_QDE-3
MP07550
MP01699
MP00763
MP14995
MP12489
MP06392
MP09541
MP13589
MP15420
MP14167
MP16505
MP11895
MP12680
MP12680
MP16430
MP16519
MP00762
MP12150
MP01830
MP02642
MP00233
MP14297
MP04844
MP07090
MP16544
MP03701
MP04710
MP04057

NC_QDE-3
MP07550
MP01699
MP00763
MP14995
MP12489
MP06392
MP09541
MP13589
MP15420
MP14167
MP16505
MP11895
MP12680
MP12680
MP16430
MP16519
MP00762
MP12150

TR =N =7 F— EDKRVSARSDREIE---------- DFRRS-
[{cTa ]z V]V = F—— EKEIYGDASDPSKQHTG-------INFEKY-
o) = Y= — PPPDIVAMTDEEAE---------- LLRLE-
LVFESS-
QEcT] o)== XV —— TEKPLNEMRERDWR-------<-- IFRED-
B COCG 1= iy p——— AESSKAASPSRSTAPKAS--PSEVSKFLAK-
5] D CTSI Y] = A— SEEETQAEKDRKAA----------- FFDSE-
AEGPLDDAPESHIP----<nermeemeeev
V2 (0] =10 S ——— LLQALTSLKLEDLCRLAI------------
o 1'7:\] =3 Iy P——— QVQSVMKMSAAQLKEVVV--nmemmemeee
IFE---

DPVTVKGI---------
TSSTLHSQCQPQGFGSGHPS--------------

DPVSLEKM---------
KHRYAKFLQRYLRDMHFTYARFPRLRRAIRFH-------- ILVNPTGKKGKWRGVDWVIE
MPE

MPE

PSYTPYAVKSH-------- G
SNPT

KEIRVQ GRGVPR------memeee
DDIPVEA------ TGAGVPD---m-memmmmee
LDSIKIR-------- GVDCPR---=-mmemeem

EAVSV
FSISAR GGQIPH-----mmmmmmmo-

NNVSIH VSPGQPE--------------
TTTNIH
KHRITAK-------- GRNVPE------mmemee-

DHISAN ENPV
RRNIIN APD
VRNV N\ —

---------- AQQVSHRVPPPPTPSFQ------TARQTPVSYQS--RPTNNSFPDISAE

-IDILNERIAAIRDALNSRAPSQGSSE-----~-AMVTSPYFFP-------NPAASISSD
YAR--M
-KSFIDNRVYAVKTQMQLINATTMSCr-sn-nemmemmennan H--ETTPPKV------

LNNFYIKRIYGGKFSNHTKKRIIEESALIGVYKNARKQVEWMFQRTHQTTRHTIRDLKGS

YAR
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MP01830
MP02642
MP00233
MP14297
MP04844
MP07090
MP16544
MP03701
MPO04710
MP04057

NC_QDE-3 EAMMFDKEDPFMEQQHAPASAPFQATLPQRNSPFKT--APFKPVHGHDYFDDEDDDADLL
MP07550

MP01699

MPO00763 TLM------ SSMDHIQTSSDAPMDVIDIQDDIEVEPAREPTSDDQYWGEFDDIDFEAEDM
MP14995 - MELQENVNKLETEIGDIDREIRT--------- LQATKTFC---------
MP12489 QPTQ-ATIIQSYP---------

MP06392 ----FKKLSRYLQDHKANDFIEGRSGIKVEDVLD--------- IGAAMAFDNLSK-----
MP09541

MP13589

MP15420

MP14167 WPRL

MP16505 REVYAFG---------

MP11895 WT

MP12680

MP12680

MP16430 SFR

MP16519

MP00762 PVTSFE----mmmn-

MP12150 PVTSFT--------

MP01830 PVTKWS---------

MP02642 VSTFD--------

MP00233 PLRSWV---------

MP14297 VTPILAFD---------

MP04844 (Do) =V —

MP07090 HAETFEALRD-----

MP16544

MP03701 PW---PYIDTLS---------

MP04710 YPS---HYLLTLQD--------

MP04057 PRI

NC_QDE-3 AAVDSAETYTSTAATTTTNNNNHLRSQSVMSTSTATTIKPRKRNENANAKKAKSVHAKLS
MPQ7550
MP01699
MP00763 DALD------=-=mnmnmememeeem QSIVDPSPPRPLPP DSALS

MP14995 ----memeeeeeeee QENLQKAKAELD-----TLKYGKGKGKANANGAPS-----G
MP12489 PKRID

MP06392 - GHESEEGDGEVLESGDFEPLSPPKETQYQ------------ S
MPQ09541
MP13589
MP15420
MP14167 PRRVP
MP16505
MP11895
MP12680
MP12680
MP16430
MP16519 N
MP00762
MP12150
MP01830
MP02642
MP00233
MP14297
MP04844
MPQ7090




MP16544
MP03701
MP04710
MP04057

NC_QDE-3
MP07550
MP01699
MP00763
MP14995
MP12489
MP06392
MP09541
MP13589
MP15420
MP14167
MP16505
MP11895
MP12680
MP12680
MP16430
MP16519
MP00762
MP12150
MP01830
MP02642
MP00233
MP14297
MP04844
MP07090
MP16544
MP03701
MP04710
MP04057

NC_QDE-3
MP07550
MP01699
MP00763
MP14995
MP12489
MP06392
MP09541
MP13589
MP15420
MP14167
MP16505
MP11895
MP12680
MP12680
MP16430
MP16519
MP00762
MP12150
MP01830
MP02642
MP00233
MP14297
MP04844
MP07090
MP16544
MP03701
MP04710
MP04057
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MPPEKMKYAWSNDVRKALKDRFRMSGFR---------- QNQLEAINATL------GGKD
------------ NAHKVLKEIFGFESFR-----------LSQEAVIHRLL-----VENEN

---------- IEACHRTLRETFGHSSYK-----------GKQKEIVEAAV------LGQD
-HLQHAHNPFYPEIMKTLREVFRLQTFR----------- RNQLEAILAAM------AGKD
INYDVDSFVWMGGLKSKMKEVFGIPSFR---------- LCQRGVCNANM------DGRD
---------- EQMIKVRLREVFGTLPSQ-----------KGVIKAILQIL------QGHR
RFKKKGEPWTEELVRQVVKERFGMRPCL ---------- SQIQPALDIY-----QGYD
<-K-------DEDAQGVVRNRFGICPCl---------- WQLRVVRSIL------EGKD
--K-------DEVAQDAVRNRIGVCPCl------n--- WQLRVVRSIL------EGND

------ SEDTRSILTRGFEEQFTKPPYS-----------WQLDVAEAIL------LGLD
---------- ESDIVEVTEKMFGYKPHS-----------WQVQIVMKIL------EGNN

------ DTIVLPRLTTLTVEQWNSIAHEKHLLPHHLKLRPHQIECANHIL-----EREKD
------ DSAGRNTLKLVVERRIKHWPNG---------LCKHQLEHILAIL------DGNR
------ SVEGLKALDDIVKTRIPQWSNG---------LRQFQRESISTIL------DQVD
---------- LTAVRRLIRHRFPHDLHD------------YAIEAICRAA------DGFH

------ EAAFPEYIMATIRAQGFSAPTP-----------QCQAWPMAL------SGRD
------ SPPLDPVLLENIGYARYTTPTP------------VQKYSIPIVA------NGRD

------ HFGLPASCLEVIKKLNYTAPTS------------IQAQAVPAIM------SGRD

------ DLGLKEDLLRGIYAYNFEKPSA------------|QQRAILPIT------QGRD

------ ESSIPPQILECIEKIGYKEPSP----------IQRQAIPIGL------MKRD

------ QLDIPDSLRSF--SAKFKEPSP-----------|QTCTWPPSL------NGKD

------ TMNLSRPILKALTTMGFNKPTP-----------|QAATIPMAL------LGKD

------ RYHISSHIMANLSKNGYLHPTG------------IQSYGAAILL------ESRD
--PNHQSLALTMCLACWFCTQKKQVPRE------------ IQLKAAISVLSTSPQRDYRD
---NDLSLALKAIIGYLITDGRETPRE----------- LQVHAVRMSY-------GTD

------ DPEWLQGCYDWVTSEKNLDPTT----DIDQIHEIELQLLESDLRDS-MLHGTG

A-FVLMPTGGGKSLCYQLPAVVRSG KTRGITVVISPL
A-VVVFPTGGGKSLTFQVPALCLD GLTLVISPL
V-FVLAPTGMGKSLCFQIPAASAEA GITIVVSPL
V-FVLMPTGGGKSLCYQLPAVCKGG-------=-=-====mmmmmm KSNAITVVISPL
I-VCVMPTGGGKSLTYQLPALMTS GVTLVISPL
V-LTISHSATDQSISYLLAALSSLG-------------mmmmm- EPSGKTVIVSSL
V-VSVDRTGAGKTLSFWIPLCLALE--ELGP----------------- SLDKIVIVVTPL
V-ITIAPTGLGKSLTFWMPLLFAEK SVMIVVVPL
V-ITIAPTGMGKSLTFWMPLLFTEQ TVMILVVPL
T-VLIAGTGAGKTIPFMLPLLLDKK NKILVISPL
V-IAVAGTGAGKSLIFAMLAIACEL-------=-=-=-===-=---- VGYRGVIIVICPL
V-VVIAPTGSGKSLAFSLPLLARGR GVSLVIVPY

L-FLIAAMGQGKSSFVFVPLLVHLELQEHPELYPSFSGFK------- TREWPVAVVVTPT
--MCITATGDGKSALFAVPILVHLEISQNPSKYPRFN-VP------- IKKNPVGLVIVPT
--MCITATGDGKSALFAVPILVHLEISQNPSKYPRFN-VP------- IKKNPVGLVIVPT
L-MCITATGDGKSALFAVPILVHLEIIRNPSKYPKFN-IL------- MKEKPVGLVVIPT
T-ISVVKTGGGKTTYLSGFMVLLQELDKLPPTHSLKQDL-----TRSFPKNPVTIVVYPT

V-IAIAQTGSGKTISFALPAMLHIN--AQPLLEP-------------- GDGPIALVLAPT
L-MACAQTGSGKTGGFLFPILSASF--TNGPRVPPEQSTPAAYNSRGRKAYPTALILAPT
V-IGVAKTGSGKTIAFLLPLFRHIK--DQRPLEP-------------- MEGPIAIVMTPT
V-IAQAQSGTGKTATFSISILQSIDV---------=-=-m-m-m-- TVRETQALVLSPT
V-IGIAETGSGKTAAFVIPMLAFIS--SLPPFTE----------- ENRHLGPYALIMAPT
V-VGIAETGSGKTLAFGIPALARLI--SSPPQG--------------- TSTITTLVLAPT
I-VGGAVTGSGKTAAFTIPMLERLL--YREKGKK-------------- AAATRCLVLVPT
L-AAISPTGTGKTLSYLLPIMTALR--SPAASHQNEN------- EEDVGSGVRALVLAPT
V-LLIAPTGSGKTLTSILLQMIKTN SDITHIIPL
S-AVFAGTGSGKTLVIAILIWMTGR DKISITVSPL

IPAQIADPDTARSTLSGPPILVQIE
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NC_QDE-3  LSLMLDQVNHLAN-L-----smmrcme- MIQAYAFNGDMNSEMRR---MVFQKLDA--
MP07550 IALMKDQVDALVR-R------x-n-rcme- GVKAANLDSTLSMEQAR---DVKEQVLD--
MP01699 LALMKNQLQALRQ-R------mxmc-x- GIPVVSLTSETLQYERE---EISQDLSS--
MP00763 KSLMSNQVAALEE-K--------zcmx- GIDVVVWNSESTDV-----GAILKRLRS--
MP14995 ISLISDQIMHLRE-Ax---------=-- GVEAVKLTGATSKSEVE---DINSRLMS--
MP12489 LRPDDEKVLLLKR-K=------emneco- GVN-LKFWGDESVPQTS---TLDNKFQP--
MP06392 LLLGQQNEAELTA-M-------wnmenev GLPCLALNSDTNMPQTF------KDIVS--
MP09541 KTLGSQFADDLNVKL--------nmeno- KLPAVMVTKNITDDTLF------RDILK--
MP13589 KTLGSQFADELNEKL------xnmnrcne- KVPAVMVTKNITDQALF------QDILK--
MP15420 KILQADQASRFKK-M-------enmne- GILAAAANGDTWA-EVG------TSMRD--
MP14167 KALQNDQVRRFTE-MSTEYYDRRTKNMRTISIPAVAVNEDNNGREVF------EAIRL--
MP16505 TSLGCEAEKRNHG---D----rcmeecnv GISALFIYSQQNHTEDF------KRVAR--
MP11895 KGLSESMRVESKQ-L------------=- GLKGLSYTSGTVSDYLHRNINLTKLIYY--
MP12680 KGLGNNIVDELEG-F-------------- GIKAFAFTAENIAEARRSGTKIVQDIIQ--
MP12680 KGLGNNIVDELEG-F--------------- GIKAFAFTAENIAEARRSGTKIVQDIIQ--
MP16430 KGLGNNIVDELKG-F---------e-nee GIKAFAFTAENIAEARRSGIKIIEDIIL--
MP16519 KGLEEEMEQTFNS-L-----nmemme- GIPSLAINEDTLKAARRRGEDLWKTAAH--
MP00762 RELAVQIQQECTK-FGS---------- NSRIRNTAIYGGAPKGPQI------RDLQR--
MP12150 RELVSQIHDEARK-FAY---------- RSWVRPAVVYGGADISQQM------RQIER--
MP01830 RELAVQIHRECKP-FLK----------- VLNLRAVCAYGGSPIKDQI------AELKK--
MP02642 RELATQIQSVVLA-LGD----------- YMNVQCHACIGGTSIGEDI------RKLEY--
MP00233 RELAQQIESESKK-FAG----------- PLGFKCVSIVGGRAVEEQQ------FNLRE--
MP14297 RELALQTHETLST-LGQ----------- PLGIACVAVFGGVPKEPQV---KMLRNLDK--
MP04844 RELAVQCYEVGTK-LAT----------- HTDITFCLIVGGLSLKSQE------AALRN--
MP07090 KELAHQIHNECLK-LAQ----------- GRKWKLVLFSKATANSLSD------KNVRD--
MP16544

MP03701 KRLQYSTKDDILNDY--------menm- GLQAVVINQDTPRNREWWD----QNLHH--
MP04710 KRLQITQASDFLQKY-----memmennv KILTLSVNEDTDQTESRWK----RNVFNPH
MP04057 SITE-I GVSAYTLNKT----enmemmeee REIRE--

NC_QDE-3  -----m- EHPEHELQLLYVTPEMVSKNQ------TFVNKMMDL----YRRKKLARIVI
MPO7550 ------- G----VIKLLYVAPERLN-NE-------GFINMMRRV-------- KISLLAI
MP01699 ------- G--NPEYRLLYVTPERMN-VG-------DFKRLLRKV----YDSGNLNRLVV
(V1=Toloy £ H— RLKPSLLYVSPEKLKESG-------SLRSILVDW----HSAGEIARFVI
MP14995 LANGRNIPG--KREIKLCYVTPEKIARSS-------KFVSMLQKL----ASSKSLSRIVI
V[ L R ——— DVLCMSTLGFLQSGE------AlIRLIENG-------- SISRVLI
MP06392 - G----KYRIITVSPELLL-AQ-------EFLNLLKDS----KFARRLLCIIF
MP09541  ----m- L----KYRVIIFSPETMVNNP-------SFEALIQHQ----QF MRHLLNLTM
MP13589 ------e- L----TYRVVIFSPETMVNNP-------SFEALIQHQ----QF MRHVLNLTI
MP15420 -----e- G----KFQAIFAGPEMCREHP-------SFREALR------VISNDIVVTII
MP14167 ------- G----TFRLVYSAPESLLRNE-------DFKQMFRNE----AFKKKLTACVV
MP16505 ------- E----EMLVVYVCPEMVE-SP-------SFASVLHSE----QFQARLSAVYL
MP11895 EWEIIKYP----TFQRNLMLFDV

MP12680 ------- S----KYQVVCVDPEHLR-EP-------DWYRIMNST----SFRSNVIFGCA
MP12680 - S----KYQVVCVDPEHLR-EP-------DWYRIMNST----SFRSNVIFGCA
MP16430  ----m- C----KYQIVCVDPEHLR-EP-------DWYRIMNST----SFRSNIIFGCA
MP16519 -------- S----DLRCLLLSPEQLA-SK-------QF SALITDKSE-GSFFSRIVNLGI
Y 1=T0 o 4= S —— GVEIVIATPGRLI---------co- DMLETGK---TNLRRVTYLVM
MP12150 ---emeeeees GCDLLSATPGRLV-------me DLIERGK---ISLANIQYLVL

(W11 Nl J—— GAEIIVCTPGRM [-------cm- DLLTANSGRVTNLKRVTYVVL

Y =Tp L S — GQHVVSGTPGRVF-----emmemev DMIRRRS---LRTRNIKMLVL
V=100 P kc & J—— GAENIATPGRLK--------=--- DVIERHV---LVLSQCRYVVM
MP14297 e GKTGLTTRVIVGTPGRIL---------=n-- DLMSEGV---CDLSGVDFLVL
W [=o /Y. R — RPDVVIATPGRLI------------ DHIHNSPS--FTLDNLDILVL

(Y 1=Toy (o]l J——— KVDIISTPLRLY-------ec-- ASLQAGN---ISLSNVRHLIL
MP16544

MP03701 IETKQ--PG----TAELVIVTAEQFFRQKGE-QMLTWFRELMEER----QF TSRISLVVV
MP04710 VPRGK--LG----LYQHLIVTPEQFFKLKE--GYLSRFGLTIRDR----NYTRHLGRVFI
Y 1=T0 Y10y A —— ERLAAGAEEGQDDGEADNDVQGAGPVPNYPRAMLRLEI

NC_QDE-3 DEAHCVSQWGH------- DFRPDYKAIGE-FRKRFP-----nmmmmmmmmmcmaeee
MP07550 DESHCISMWGA------- SFRPEYLKIAR-FAEELD
MP01699 DEAHCISEWGH------- DFRAEYRKLGA-FRDSFP------mmmmemmmmeeeee
MP00763 DEAHCISTWGQ------- DFREAYQGLGR-LRIEYP----eeemmeeeemm e
MP14995 DEAHCVSQLGH------- DFRPDYQKLRV-LRQLFP----- oo
MP12489 DNAS--SPWMQK------ DMHNYVVRLG R AHP




MP06392
MP09541
MP13589
MP15420
MP14167
MP16505
MP11895
MP12680
MP12680
MP16430
MP16519
MP00762
MP12150
MP01830
MP02642
MP00233
MP14297
MP04844
MP07090
MP16544
MP03701
MP04710
MP04057

NC_QDE-3
MP07550
MP01699
MP00763
MP14995
MP12489
MP06392
MP09541
MP13589
MP15420
MP14167
MP16505
MP11895
MP12680
MP12680
MP16430
MP16519
MP00762
MP12150
MP01830
MP02642
MP00233
MP14297
MP04844
MP07090
MP16544
MP03701
MP04710
MP04057

NC_QDE-3
MP07550
MP01699
MP00763
MP14995
MP12489
MP06392
MP09541
MP13589
MP15420
MP14167
MP16505

DEAHCVSIWGR------- SFRQAYMAVGN-LRYFIT--mmmmmmmemmmeee e D
DEAHTVEEWGS----—--- TFRDAYARIGI-TRHLMC------mmmemmmemmemee R
DEAHTVEEWGS------- TFRDAYARLGV-IRHLMC R
DEAHCISQWGG------- EFRPQYALLDD-LRTLMP-----------=--eeemeeeov Q
DEVHVIKDWKD------- EFRTDYNQLHD-LRVISG------m-nmmmmmmmmnme S
DEGHLPKETH-------- HWRPSYKRLNQ-LRAVIG-----=m-nnmmmmmmmnnee S
EEVHLFRDWGIK------ SFCPAFHNISTFICGHLP-----=== e E
EEAHLIDEWGS------- TFRPLFRHIGTFLRGRLP-----mmmmmmmeeeeeee S
EEAHLIDEWGS------- TFRPLFRHIGTFLRGRLP----=--mmmm e S
EEAHLIDEWGL------- TFRPLFRHIGTFLRGRLP-----m-meemmemmemeeee S
DEIHLILSWGSP------ HFRGAFLEVGN-VLMRLP R
DEADRMLDMG--------- FEPQIRKII----GQIR---------mmmmmmeeemm - P
DEADRMLDMG--------- FEPQIRRIVQ--GEDMPGT------=m-nmmmmmme- K
DEADRMFDMG--------- FEPQVMKII----NNIR P
DEADELLNKG--------- FKDQIYDVY----RYLP P
DEADRMVHLG--------- FEADLTFIL----DKLPAETMAGEDQSMDIDSEGQLRAKGR
DEADRMLDKG--------- FENDIRKII----SKTKP S----mmnommmemmmemeee S
DEADRMLSDG--------- FADELSEIV----KSCP----n-mmmmmmcmmmeeeeee K
DEADRMLDNE--------- FLPQIQEIV----AACT --=---==mmmmmmmmee- HP

------- EWGG-------DFRPEYGILGK-LLARIG
DEGHMVSTAGIPHFRYQKAFREAYGNLKI-IQIRLG

DEAHFTFFAGIPHYS-QQAFRPAYGRLNE-IKIMSGr---nrnmemmemeecnnes FA
Sp]CT-\2 ] ——— LRAMEY R
GVPVMALTATATQ-NVILDVKHNLAM--------- EDCQTFSQ----SFNRPNLYYEV
VERVLCLTATATP-AVIGDICDKFYVS---------- KTKGVFRT----PVYRPNLAFKV
GVPLMALTATATP-SVREDIIRSLRM-+--------- DEQNLFRA--IHRFNRANLFYEV
SVPIMALTATANK-LMVDDITKQLKL---------- KNWAFFTQ----SFNRPNLKYLI
KVPIMALSATCPP-RVLQDLLAILGLRPVVSGTDANGDGTVYFSA----PLYRKNLHYSI
NLPVSAVALDGSQ-PAVEALSLILGM--------- QPQSCVKL----KLNRTNVHFSV
TIPFYIASATLPF-HLLQDVRNILHLRP-------- NHTRSYIR----SNDRPTIALAA
RVPIHLASATLPE-NIIQALKYHLNLQ-------- ADVKIFRL----NVDRPNIFLRV
RVPIHVASATLPE-GILRALRHHLNIR---------- LDAKTFRL----NIDRPNIFLRV
GSPVLAASATLNA-QALREVCGKLSIS|------- GECFLLNL----GNDRPNIYTEV
DIPWSGFTGTLSH-EAFDVVFEGLGMDSE-------- KPFWGIDV----GTDRPNVEYVV
HVPLIVLSATAPT-PHRQFLVEHAGLR---------- KDHVVINL----GNYRPELLQVV
EIPVIASTTTCLPGQSTTFICQSLGLKS-------- NITRLVRL----SDERDNIQIIV
SISRFALTATLQP E GSFTFIRR----SNERPNSEIIV
SISRFALTATLQP E GSFTFIRR----SNERPNSEIIV
SISHFALTATLPPGPSTTSVCSSLGFQE--------- GSFKFIRR----SNERPNTKIIV
GTTLIGLTATLAVGNDVERIMKVLGLQP--------- GSFVFARR----SNRRPELQFIF
DRQTLMFSATWPK-DVQKLANDFL--------- RDMIQCNIGSMELTANHNIAQIV
DRQTLMFSATFPR-DIQILAKDFL------------ KDYVFLSVGRVGSTS-ENITQKI
DRQTVLFSATFPK-QMDSLARKIL------------- RKPLEITVGGRSVVA-AEIEQIV
ATQVVVLSATLPY-DVLEMTTKFM------ccee TDPIRILVKRDELTL-EGIKQFF
SRVTTLFSATMPP-AVERLARKYL------------- KRPAVITIGEAGRAV-DTVEQKV
ERQTLMFSATWPE-AVRRLASTFQ--------x-- NNPVRVTVGSDDLTANSRVEQSV
SRQTMLFSATMTD-SVDELVKMSL----------x- NKPVRLFVDPKKSVARGLVQEFV
KLQKAVFSATLPA-NAEKLAMDLL----------- HDPIRIVVGLKDTPL-PLIAQSL
TVPMLVSTATMPL-DILVDIRQKLGLP--------- ETCARVAV----SNAKHNTALSI
QVPWLVQTATMTR-HFLSDLESVV-LR---------- KPYQTFKV----SINRSNITYAT
SIPWHALTATAPP-HVYDHIISAV-LK--------- HEHSLIRY----TSNRPNTIYAT

QIPELKLGATPLG

RMKEQ----NLIARIAELIK--------- EKYDGQTGIIYTLSRKSAENIAKNLQEKHR-
AVAET--LYDKVKHILPLLQ----------- ARNGPSIIYVTLOQKHTEEVAAQLRGHG--
RYASNPDPNHTMAEICDYIS-----TLHRRRGKPSSGIIYCRTRNMCTDLASYLRGKG--
YDKKG----KVVDDIYTFII--------- KHHANQTGVVYCIGRDKCEKVADHFRKKG--
QLKHH-EGSRVMEDMTAWIL--------- KHHPNDSGIVYCLSKKDTEKVAQELQERGK-
CRRTS----STLGSIASFIR--------- TKHKNHHGLVYCLKKSVGKTFAGKL------

KEMQH--SISSYRDLAFLIP----DNYKLGDPPPRKFLVFFDNTKASEGATKYIQSRLP-
KKMEH--PANSFHDLAPFLP----RDIPPDGPRPKKFLIFFNTRRTAEDAIEYLRNRLP-

KKMEH--PANSFHDLASFLP----RDVPTNGLRPKKFLIFFNTRRMAEDAIEYLRKRLP-

CRMKS---STDFSSLQNHLP----LDTPLN--DMPKTIVFMNSLKTTQHAIRDLCKNHP-
QRIRP--GLSLKSQLAQFLP----PSPIKQPSDLKKSIFYFKTRRLARHATGFVRSLLP-
IPMQH--AHSSFMDIAFVLP------ LDICAEDIKKTLIYCDDLDMLTEMFWWFFTRLTC
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MP11895
MP12680
MP12680
MP16430
MP16519
MP00762
MP12150
MP01830
MP02642
MP00233
MP14297
MP04844
MP07090
MP16544
MP03701
MP04710
MPQ04057

NC_QDE-3
MP07550
MP01699
MP00763
MP14995
MP12489
MP06392
MP09541
MP13589
MP15420
MP14167
MP16505
MP11895
MP12680
MP12680
MP16430
MP16519
MP00762
MP12150
MP01830
MP02642
MP00233
MP14297
MP04844
MP07090
MP16544
MP03701
MP04710
MP04057

NC_QDE-3
MP07550
MP01699
MP00763
MP14995
MP12489
MP06392
MP09541
MP13589
MP15420
MP14167
MP16505
MP11895
MP12680
MP12680
MP16430
MP16519
MP00762

RKPKRTQRAYKFKLILKYLM------------ SGHKTIIHVRTILNAYKIYAFLWGQLPE
KQLTSPIGGTEFPQLIEYLN------------ EGRKTIHVRTIELSYRVFLFLFNHAPN
KQLTSPIGGTEFPQLIEYLN------------ EGRKTIHVRTIELSYRVFLFLFNHAPN
KQLTSPIGGSKFPQLLEYLN------------ EGRKTIHVRTIELSYRVFLFLFNHAPD
CIFGHGIQGWQFPDLKWIID------------ GSRKTIIYCRTISLAFRLFVYFWHTSTP

EVCSD---FEKRNKLINHLE-------- KIAAEDAKVLIFVATKRVADDITKYLRQDG--
EYVED---NDKRSVLLDILA-----SQTQTQGGPGLTLIFVETKRMADMLSDFLMGNS--
EVRPE---ETKFTRLLEILG------ QMYNEDPECRTLVFVDRQEAADNLLRELMRKG--

VAVEK--EDWKFDTLCDLYD---------- TLTITQAVIFCNTRRKVDWLTEKMRASN--
EFVSG--EERKKQKLLEILN--------- SNLYAPPIIVFVNQKKTADMVAKDLQRAN--
EVLDD--SRQKDSRLLYHLRNLGHPKRPKGGSDEARIIVFALYKKETARVEQMLIREG--
RVRAG--KEAERSAILITLC--------- KRTFKSNVIIFVRSKKLAHQLRIVFSLLG--
TYVAD--DPSKVPSLLTYFS---------- QPYNPPVLIFTSTQPRATSLAEELILNGI-

RIMQH--PQDSYGDLFSLFP----STPDATFEDFPQTLIYVNSRTEAEEIQDYLRKHSP-
MSIR---KMDDFSNFHCFLS------ DPFTLSTQPYVIIFRENKKWAENLAVYLNTRLP-
HRIIG--NLDDMYNYDMFLKF--TDDGHFDFASQPRIVLFFDNKNLCKNVRNHLMELLPT
------------------------ YKMLIHNVEVRRGIAFLEPKQITLKGHRVVDRDAQQ

-------- IKAKHYHASITTDEKISVQHEWQ------TGRVKVVVATIAFGMG-IDKPDV
-------- LDCMIYHAGLSSEAREKAQVMFM------ESDKGIVVATIAFGMG-IDKANI
-------- LSVKPYHKGIPPATLDKTLAQWTLPGGSAEGGIDTVVATIAFGLG-IDKGDV
-------- LTARHYHAVMDPAEKEEALREWQ------TNKVRIIVATIAFGMG-IDKPDV
-------- IKTGVYHADRSDSDKEMLHTEWR------KGTIKVVCATIAFGLG-IDKGDV
------- GAAAQLIHGQMSQEMKKDVLNKWF------LGQHPILVILPDFDIAQVYHPRI
----PSLSNRVKWFHATMTAAYREDVYEEFR------ KEKLFGLMVTDAFGMG-LDLPNV
----FEQRSRIKWVHAGMMDEFRNAEVHALK------ VGGVEGECATEAVGMG-IDILDI
----FEQRSRVKWVHAGMTDEFRNTEIHALK------ VGGVDGDCATEAVGMG-IDIPDI
----- ELAGVIDYLYALRSKRDKKKVMKRFL------SGDIKILMATEAAGMG-ADIPDI
----PHLRNTVYPFTATGSERYKGKRMEEFR------ EGKVRWMMCTDAIGMG-CDIPDI
---LNFSPFYVDIIHAGLSEEHQMLCLRDFR------ NDTTEILLASEKVGAG-MDFKGV
---DCDHLQRMRMYHSLCTDDYNEETFAMVD-----NDHYLQVVIATAGFGQG-ISQKKL
---GANPLRRIRTFNSLATSTYNKKTIDLIN-----NDPEFQVVIATKAFTNG-IHAKAL
---GANPLRRIRTFNSLATSTYNKKTIDLIN-----NDPEFQVVIATKAFTNG-IHAKAL
---GTNPLRRIRTENSLATSTYNKKTIDLIN-----NDSEFQVVIATKAFTNG-IHAKAL
SD-LPSRRKRFRLCCALYPSNYNKKSRDMFV-----QNPETQILITTDALKVG-NDFPNV
-------- WPALAIHGDKEQRERDWVLGEFK------ASRSPILIATDVASRG-LDVKDV
-------- LPATSIHGDRTQRERETALHTFR------TGRTPIMVATAVAARG-LDIPNV
-------- YLCMSLHGGKDQVDRDSTIADFK------SGVVPIVIATSVAARG-LDVKQL
-------- FTVSSMHGEMVQKERDAIMAEFR------GGTSRVLITTDVWARG-IDVQQV
-------- WSTSTLHSGKTQEQREASLQALR------DGHADVLVATDLAGRG-IDVQDV
-------- YATSALHGDINQKARIQALESFK------NGQTGILVATDVAARG-LDIPNV
-------- MKSEELHGDLTQEQRLKALHQFR------NESVDFLIATDLASRG-LDIKGI
-------- PNVDCLHAGMTAKEREDAIGRMR------RGESWVMVSTEVMARG-LDFKGV
---SYLPKTAFEFYHRYIDENRKKVIQNGLI------ GGEHRCVMATDALGMG-MDFRHI
-LEYQQKGIIQFYSGAMSQQYLSLAHRSFV----DPEHPCRILVTTSAEATG-INHPIV
SGLPHPRDKIVQYYRGNMSSKYLQQCHEDFV----SDNGPCRIYCTTKSNSTG-IDFPHV
DL EFA QSLRDR

RFVIHQHIPK-SLEGYYQETGRAGRDGKPSD----CYLYFAYGDIQ-------------
RQVIHLHMPK-TLEGYSQEVGRAGRDGQPST----CLMFIAKADLP-------<---—-
RYIIHYDLPK-SFEGYYQETGRAGRNGSHAK----CVLYYSREDAV-------<------
RFVIHHDLPK-SLDGYYQETGRAGRDGKPAN----CVLYYSYRDFR-------------
RFVLHHSISK-SLDGFYQESGRAGRDGNDSD----CVLFYRPQDAI-----------
QFAIHYQPPQ-SMSEYIYQTSMTGGDGG TAE----CLLYYDCRDLKA-----------=-
EIVVQYRMTS-DICALWQRFGRAARGSGTKA----ISILLHEGSVTDAERARAEGRSEKR
YQVVQYGTPK-SLNTWWQRAGRAVRNHALNG----|AILIAEPANFD------------
YQVVQYGTPK-SLNTWWQRAGRAVRDHKLEG----IAVLIAEPTNFD-----------
QLAVQFGVPS-SLSVFKQRIGRAGRDPTLKS----RAVLLVEQRMF-------------
GLSVVCGIQ--GLSSAMQKGGRAGRMSTIKA----KMVWLVEDWAFD---------
EAVVQYKCRGLTIATWEQRRGRGARDPGTSA----VGYLMVEASMRK-----------
LDSISWGCAN-TLDTQVQRNGRVAREKDVFG---RTTVGLWAGDEL-------------
VDSISLGTSE-TQNESEQAGGRVGRDPSTHA----RRIILAQPTELA------------
VDSISLGTSE-TQNESEQAGGRVGRDPSTHA----RRIILAQPTELA-------------
VDSISLGTSE-TQNESEQAGGRVGRDPLTRA----RRIILAQPTELA------------
EDAVSID-PA-TPEDVLQYGGRAGRKGIQSDPGPRSISYFTKSTLD-----------
GYVINYDFPN-NCEDYIHRIGRTGRAGMKGT----SYTYFTTENAK=----------



MP12150
MP01830
MP02642
MP00233
MP14297
MP04844
MP07090
MP16544
MP03701
MP04710
MP04057

NC_QDE-3
MP07550
MP01699
MP00763
MP14995
MP12489
MP06392
MP09541
MP13589
MP15420
MP14167
MP16505
MP11895
MP12680
MP12680
MP16430
MP16519
MP00762
MP12150
MP01830
MP02642
MP00233
MP14297
MP04844
MP07090
MP16544
MP03701
MP04710
MP04057

NC_QDE-3
MP07550
MP01699
MP00763
MP14995
MP12489
MP06392
MP09541
MP13589
MP15420
MP14167
MP16505
MP11895
MP12680
MP12680
MP16430
MP16519
MP00762
MP12150
MP01830
MP02642
MP00233
MP14297
MP04844

LRLLDPEAPQ-DLPAPITNGGRA
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THVINYDLPS-DIDDYVHRIGRTGRAGNTGV----STAFWNKGNKN--------------
KLVINYDAPN-HMEDYVHRAGRTGRAGNKGT----CVSFITSEQER--------------
SLVINYDLPA-NRENYIHRIGRSGRFGRKGV----AINFVTVDDVR--------------
SLVVNYQMAS-TIEAYVHRIGRTGRAGKMGT----AITFLTNEDDE--------------
KAVINYTYPL-TTEDYVHRIGRTGRGGQYGK----SITFFTGENQERG------------
ETVINYDMPG-QLAQYLHRVGRTARAGAKGR----SVTLVGEADRK------=-=-----
REVINYDFPT-SVQSYIHRIGRTGRAGREGK----AVTFFTDEDAP--------------
KRVVLWHEPR-TFSSLVQKIGRCARNPNDIG---EAILFLTKTSFNRH-FIQLD---EKE
DIVCVAGFQD-SLALQMQMFGRCARRPGSRG----LAVLLYEHWAHD-------------
DIVVNVGLPP-DACESLQRGGRVVRRPGRIG----LYLVLYETWVDE-------------

--SLRRMIA

--ILEGFCRG

--HVRRWVS

--AIVRMIN

--TLSSMTY

-ISLRA

-AEAQKIAA----------- LAAALGKRKADNTLTQSPRKRAALVSLPTFSQPGDPSPLT
--DVKEESARKREEAEKKKRDEGEIQRVAVANAIAAAQASRA--------=--nnmnnmn
--DVKEELA---------mmememmeem LNAIAAAQTNST-----mmmmmmmmmmm
---VRQKKR-------=mmmmm e KNGKLIGEASRNES------------------
-E

--DSAEYSA

--KAQKIVS---------- CMVY----AYSGFL
--KAQKIVS----------- CMVY----AYSGFL

--KAQKIVS

--RAKSVLNG

--QARELVG IL

--IVKDLVE LL

--YSVDIYR AL

--ILRDIEQ FY

--VMYDLKQ EIS

--LAGELLR VL

--MLKAAIK

--FLKSIAN VL

DEHMRDIAY

] N[1S1= = ] p SR WPGDLS
-IDTDTYTD-------m-mmmmmmmeem NTINEY -----mmmmmmmmmmeeee
--PLRDISP PPAELT
------------ DGEGDYA

------------ DSHSKRV------EHTDP

------------ NPSNNQQ LP

------------ SEKDAQA

------------ NEQQRKYV

LQDNSPHSPHTPTRKHARTGSNGSDVENSPSKRPKKSPQ----------mnnmmemme-
--EGSRASGSQSKKRKSKT------ NREQPNPKRRKANQ----------------=----
--QGPQ---SQSGRKQA

------- GDSGSDEESDSV----------<--------LGDDEGDDGDGDGEHDDTSTL
-------- PEPPDEEQKRK----------PKGKHKLALE-------------KRREALD
------------ AEQDPGI

------------ GSPSHKA-------LALP
------------ GSPSHKA-------LALP

SLP
------------ KNQDPETV-----WESVPE
------------ REAKANV---------PPQLEEMTM-----cnmeemmemmemmea
------------ REANQE|--------~-PNWLEQSAHE -------cnncnmemma
------------ KASSATV----------PKELEDLAN------nmcemmemmmemnen
------------ STQIDEM---------PVNAAEL|----cmmemmcemmeemcens
------------ KSPVSKV---------PIELAKHEAA---------mermmemmme
------------ KDGGFDC-P---ELQKFPTTI
------- HGAGEDKVRHRIVP--------PEAVSKWAEKLEELKDEIG------------
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MP0O7090 ------------ LQSGSPV---------- PDWILKLPKP----mmmmmmmmmmemm e

MP16544 -------eeee- AEENEET------- MLVPDLTRIAAIDVE--------- DPIRDDEDIE
MP03701 - EGDNPDW PHRL

MP04710 - DPDRPRA P

MP04057 - NNPHFDDEDQPRR------- RRIPNRTSSPAP|---mmmmmmmmmmmmnee
NC_QDE-3 QKERQLQMLNRVV--------- sy

MPQ7550

MP01699 NGPPPSQRSISSLSQLV---------- NY

MP00763 PESIKRQEAQARNVV---------- EF

MP14995 KLHGML---------- SF

MP12489 VDY

MP06392 PSPTTLGRRFAIKQRLYQRPEAHRQMAYRAIEALRSPSKGKSNKSRALPLGSALDDFVN-
MP09541 SGPTTSQKAKAETDVFGREIKIEATMDDYINA
MP13589

MP15420 ATTASMGVEN-----------=-==m----- DGKEWVKKVEDAMRQW/|------------
MP14167 PAARTF INRTRGACQEH------mmmmmmmmmeav

MP16505 LEL

MP11895

MP12680 LVNFKEGLPQSKKNEMDFAKAL -------=----
MP12680 LVNFKEGLPQSKKNEMDFAKAL ------------
MP16430 SVDFKKGLPLSKKNEMDLAKAI----===-----
MP16519 DLGTDGEGKMTVGMARLLLA----------
MP00762 IGGGGGGRSRYGGGGGGG------------
MP12150 ANFGSSFRGRGRGGGRGGAR------------
MP01830 GFLEKLKTGKAKAAGSGFGG------------
MP02642

MP00233 QHKVSREMKRKRDAE ----------====--

MP14297 KKKEHSAYGAFY------------

MP04844 EVLKEEKEEKQMRQAEMELK---=--------
MP07090 SKMKRREMGKIARSELVNPA------------
MP16544 PVKAMFSRRG--------------------- KRKGATSQLEARDRRYL---------- sy
MP03701 IKSEHPSEKERVNCAAIH------------

MP04710 LKEKSTRQERAPYSMVS----mmmmno--

MPO04057 PSSSTL--------nmmmmmeeeee- TSSNRKPKANTTPHSSKIPK-----DPINI
NC_QDE-3 CESQHTCRREEVLRYFGEE FDYRKC-----RDGCDN
MPQ7550 ----DTCSRNDLELWLREVATKEPASDKT--------- IDFNHYQQSKVYDI--RANVLG
MP01699 AENTDICRHVSICRYFGESIDADDP----------------- EVVKSYC-----DMMCDV
MP00763 VLNKSDCRRVQLLQFFDER FDHKDC-----QRHCDN
MP14995 AQDLKQCRKLQFANYFTHSSELSLNSWST--------- EES--GALDRC------GHCDN
MP12489 CRHDSRCRRVELLRSVGE DYAGRC-----HQSCDN
MP06392 APTRGYCRRKVAYGLFGTGNQEDT-----------mmmmmm- TNHLKCSPAV-DGGCVR
MP09541 EKRAEKCRRKVVFRHLGNHNIQP ITTQHC CDR
MP13589

MP15420 --ETTECERDFSDRYYNNPPVRK-------nnnnmmmmmeee PPTGEC-------- CDR
MP14167 - LCMRQFSVQHFRPSPIFPTNISSPGLILRTWVVVDRQLDKPSPC-------- CSsSs
MP16505 VQDTDKCRTFISDFWMENPDRADKGPV C------GHCST
MP11895

MP12680 FLGNSHCFNSINNKIYQNEPLPDTQLD------------------—- CIEASRDEPCSL
MP12680 FLGNSHCFNSINNKIYQNEPLPDTQLD-------------eeeeem- CIEASRDEPCSL
MP16430 FLGNSHCFNSINNKIYQNEPLPDTQLD-------=-===n=n=nn--- CIEAGRDEPCSL
MP16519 - PCIMAEIDIQFGNP KNEVACT------- CET
MP00762

MP12150

MP01830

MP02642

MP00233

MP14297

MP04844

MP07090

MP16544 FIATKKCRRIPWDEFFANHEKTPPLFDT--------------- LPRSRC-------- CDN
MP03701 MASSEKCLRAQLADYSLDNDPSALT--------=-nnnnnnnn FVTDFC-------- CNR
MP04710 MMQSCRCIRELYAKYLDDKAENALF------mmmmmmmmmee- YNGSHC-------- CDR

MP04057 ESDDDDGDGDENAQWLSNTRDRPIKPL------=-=-=----- PARSRLSGG--------



NC_QDE-3
MP07550
MP01699
MP00763
MP14995
MP12489
MP06392
MP09541
MP13589
MP15420
MP14167
MP16505
MP11895
MP12680
MP12680
MP16430
MP16519
MP00762
MP12150
MP01830
MP02642
MP00233
MP14297
MP04844
MP07090
MP16544
MP03701
MP04710
MP04057

NC_QDE-3
MP07550
MP01699
MP00763
MP14995
MP12489
MP06392
MP09541
MP13589
MP15420
MP14167
MP16505
MP11895
MP12680
MP12680
MP16430
MP16519
MP00762
MP12150
MP01830
MP02642
MP00233
MP14297
MP04844
MP07090
MP16544
MP03701
MP04710
MP04057

NC_QDE-3
MP07550
MP01699
MP00763
MP14995

CRNGRISKSTE MRDFTEIAFAAIEVVKS----
LLYAQLELD------------ YN---HIRAVTPYY---eemem- SVYTIDEKNPS-QVS
CKYPDKTRRRKQV-------=-mmmemmm e LSDEGYANSQASSSYSSSRN----
CMQDGETVE QONLTSEAQDVLKLMRE----
CTRPQDEIE LRDVTFAVWOQILKIVDH----

CESNDVFVE TDF
CRPQPMDT----=-=-=-=-=---- CCDVCNPSS------ FSEIKHHTVPAPLRAPQRS
CKPRQVTQ---------=--mm--- CCDICNPEY----WRIISTEVFDKVSQSRM---F
FDKVTQPRM---F
CLTKQMSSHDS--------------- AHEIVRPSTPVGQNLSPPGSVHSSPSKDRN---A
SVCSMASDEDQEMLTSHIDDTYNHDQDPGTLSPQT------ SPSKSVHHNDGDDDS---S
CCPALLPTHQ----------- F----QFVAVYPESSV-------mnmmmmmmmeee- QAA
CCTRYHIPEDTRI-------- A Co TVPHSPLLPFKTPTTPTASQPSSSRA----
CCTRYHIPEDTRI-------- A Co TVPHSPLLPFKTPTTPTASQPSSSRA----
CCTRYHIPEDARV-------- Y-meeeee TVPDSPLLPFKTQTAPTALQPSSSRA----
CSQPARPLPHPSIC------------ RCSGCDPSS------ RPRSKSAPTLPKASSAPRA
KGLDRLDQERDAKEK

KGQNMIEHEAEIFSR

R
CQPESFPVE-----nnememenes YAV = = = —— TRA
---------------- HPDSGF----SLAKMLPGP-IGPEKIPAPKMPECLLLPRD----
---------------- H-DDGF----NLQTWIPGKIL--TRVPEAQVEATKTTERN----

AADASSPGK D
--------- QQPITL----GKLCDILMG KRKNEHGGV
ADTTKIGNIVRKALR AKKAVDV
ENENSG-------- RGDSRRAEGN
------- LSQQKVTM----DHCRAVFKGANTE-----------------TIRTKGHNNL
----- ITREGGDVTA----AQLAGLVRGSGGGG---FNATSGNGGRRKGKATKEKVQLDL
SLEARLATELIKQLSL--KNVTLRYCREVFAG-----HRTA--------- EVRNNRGHEL
TMYPYVASEQQNSFR---EELLSWRSRA---------rmememmeme- AVEVLGGSTT
NPEEYTRGAQERKLQ----EDLEKLREELW------nnrcemmmecen- TEKLKVNGN
NPEAYTRGPREKKLQ----EDLEKLREELW------c-mrcemecee AEKLKGNGN
NGKRRMAKKRREVPA----TRKHDFLKDTRAS
NSAVRCSKGDRKILM----ENIEMWRDEEWG RMRKNN
YYRRQIPKTGSDAVL----EKLKEWVEKEWLDH W------QDW
- TKVTKKEAEGVR----ERLKLYEGELW~----r--remmememmemee KEERLRGSH
- TKVTKKEAEGVR----ERLKLYEGELW~----rc-renmememmemee KEERLRGSH
-~ TKVTKKEAEGVR----ERLKLYELELW------snecemmecemeees KEERLQGSH
SSGIPMAKRLNEKMRAYGHSRLSRFRYKIWDSATD-+-----cemmememmcee AST
GGRGGGRGGGRGG
------------------- SGGRDYRQGGGGGG--YSGGGGH---NG-GGYSGGGYGG
AERKAYGEPEDEKTA AAPEEGTAK
DQG
--RDDIPVTERKKIV
PARTWFQSEKEKKVA
NIGKKDASKKKEMIA
SRAHKVSDELRDAVV----AALQKWRS---------cemmememmece FAHKRDYTGQ

------- EDQQENLR----HALEKWLDNAFDAWVLHLHRPKNF-----]----------
~-KYRMPTTDRPILE----QKLLDWREQLPEKL
TGKQKQPAKPPKVVM

CHFGIAKG-STQRELQRIVLQLNFHKALGEDNIMNGAGM-------- PITYYITGPEAGA

VELAAATG-IDRADLTRK---=-=-=-=-=-mmmeme e ILSWEMDGYISTKPSQVR
TGWGSGSV LGGNDSWTSRNTAANNPQTAR
SLYGAGKH-LPNDLLEQLFKRLLFLEAIEEVSVMGNAGF-------- HTYYLQIGKRSGD

DDVCGGKVELKKEEIEYLLVELLLQKYLGERPL--------- ATAYSVNMYMALGPLATR
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MP12489
MP06392
MPQ09541
MP13589
MP15420
MP14167
MP16505
MP11895
MP12680
MP12680
MP16430
MP16519
MP00762
MP12150
MP01830
MP02642
MP00233
MP14297
MP04844
MPQ7090
MP16544
MP03701
MP04710
MP04057

NC_QDE-3
MP07550
MP01699
MP00763
MP14995
MP12489
MP06392
MP09541
MP13589
MP15420
MP14167
MP16505
MP11895
MP12680
MP12680
MP16430
MP16519
MP00762
MP12150
MP01830
MP02642
MP00233
MP14297
MP04844
MP07090
MP16544
MP03701
MP04710
MP04057

NC_QDE-3
MP07550
MP01699
MP00763
MP14995
MP12489
MP06392
MP09541
MP13589
MP15420
MP14167

KQFGAGSH-LPYDHVEQLFEELYLLDAWHEAEGDD------- DQEW-DMLIVKAGTAISQ
QRFGTKAF-MPDATFDRIVGLVHR----NKLRTSKDFER---EIKWRPEFMSKYLPEILE
GLLPPEAL-WSQKLLMRMVDLAHY----NKLTTMEQLRK---QVTW--HYTETLGPRILE
GLLPPEAL-WSQKLLMRIVDLAHY----NKITTMEQLRK---QVTW--HYTEALGPRILD
--------- LEKFRLNVV
FMLSKHWV-ISDENIRRIVEKAHLLLRCDEIDV-QLIRS---ITKW-PLASEQILASLLK
HGYGPDSV-VSDRDLEVVAKQA------ GAINCAEDIRKLTHIPHW-----HQVGDRLFD
KHDW
RNRPRSSY-FPQSLVDIFVTQLLTF---DSQDSLDSVLT---SNSW--PFTASQNAKLFQ
RNRPRSSY-FPQSLVDIFVTQLLTF---DSQDSLDSVLT---SNSW--PFTASQNAKLFQ
RNRPRSSY-FPQSLVNILVTQLLTF---DSQDSLDSVLT---SNSW--PFMASQNAKLFQ
LALTPEAL-LPDDNIKRIFN-------- DFAKIFADVEK---ILPYLNCFFKAYAAPLVE

RGGGYGGG DQGW
GGYGGGGY GNRASS
GANPKDGD DMTF GNFKVE

EAISKKQYEAGY-DPTSSAKGKSKKA

GIIIEDYL-LDNDIQKIASRP------ RAVTDSNIFRR---VIPW-ALGVARYGGEVVD
--------- LDAVEINLLVSQPVFRIT-NASDVTEILQR---GKEW----KDAWGAGIAL

--------- KTPDELQQLV. NGLRR
--------- IEDDDDDMF SDDYNSDFLAGINEAEMN
Y LYNGKRLM
A
s
Y LKGSMDVILR----nesmemmemeemennas
FTR INQADVEAGRG---+--s--nemmemnnes
P LDRNFKLIVNVRGVPESHGHAATP--------
[ IGKYFTLDDDD-------- HNSGPQCQATGDV
Y IKEAFP
A IKKTHP
Vv LDS
G o)=Y =T —
2 ILSLQEKIKSD
2 ILSLQEKIKSD
V2 — VLSLQEKIKSD
S ——— LKDLEKRFRAM
GG
YSGGGGPSYGGGGYGGGG

IKRGPAPDSSKGILGVGGAVVAARRLAQAKEEEKLQ

VEEKPKRDKFSGLS-----RKAKRRKLAMEEDEGDS

v V] (0] ]I - F——
v
A MQGEHPSSGET-----nnmermmemmeee-
----- LPVPSNKSVEPPSRSKQRSRRV-----------------DEDMDEQELPTLQRPP
VS
---SSMKRPGNDASRTSVDTKKV KVDYAPALVTKP
Y RPPKALKVPPIVKAG

---HRIQVTFRRAAKKAGKSKE KAPKATSSRKGG
—ERTLPLYRDDTTDEGS F VSLAAEPIKSVK
GSSNPQPVGKQKRKETCGTCKAD-----nmcnmmemmeemcen GHRASNKKCPRYTEYL

SAPSKQPIP

SS----TIP




MP16505
MP11895
MP12680
MP12680
MP16430
MP16519
MP00762
MP12150
MP01830
MP02642
MP00233
MP14297
MP04844
MP07090
MP16544
MP03701
MP04710
MP04057

NC_QDE-3
MP07550
MP01699
MP00763
MP14995
MP12489
MP06392
MP09541
MP13589
MP15420
MP14167
MP16505
MP11895
MP12680
MP12680
MP16430
MP16519
MP00762
MP12150
MP01830
MP02642
MP00233
MP14297
MP04844
MP07090
MP16544
MP03701
MP04710
MP04057

NC_QDE-3
MP07550
MP01699
MP00763
MP14995
MP12489
MP06392
MP09541
MP13589
MP15420
MP14167
MP16505
MP11895
MP12680
MP12680
MP16430
MP16519
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----CLPEAEHEAT F IPLQAPFYQPPY
RKAKSKKKSKAVTVG
RKAKSKKKSKAVTVG
RKAKSKKKSKNMTAS

----SIGVEPDQEEDLAT RMLSQPETQSTY

---AQIRAAEEAAARAGADTAAHKQAMSVVAKLNAQIRASKLVLQSQIQFESNPDRKVNT

---RAVNAAIRSAKKA ARPAKIGEPERRFDR
------ PDPQQQAREEAAKERHLSQ--FLA--------------MVEKDQRQILLKVFD
IR VADSRADDAQDPRPLSVG

RISTNVSSTSAISGQ

TSTNV---m-memee- SSPVRATKKRSSKKAL------------ PTLIADYEEPSSDG
CSSRG

FSSAS----------- SLRKPFKTPFKVPSTIKE

SSSKG
ASAKG--------mmmmmee- SKNQSQNQSDDEDDIDEDIEPQPLFDSDIDDEADDG
NSSDPMDHH--------- QRSMNLFEKMKTLRRT-------- IRIELALAKDV-DVLDDA

ASSPF-IST------PLPRRQFG TDLTVARLPESPISS----cnmrmmememennan
ASSPF-IST------PLPRRQFG TDLTVARLPESLTSP----crnemmemeemennces

STVSFVDET------- SIASGSSTQVTTGQNRKR---------- CEPEVATNH-------
SNTDPMSQTLR--------- HLRLNLRSQVQRKD
SNTDPMSQTLR--------- HLRLNLRSQVQRKD

SSTDVNSCALT-IQCHEHSATFTQTYQVKFEEKTCSHQA---------mrcmemmenee
PSSQPPPSSYTEFWTTFGSAPVSVSMQEKNLRASPLSPARR--LLQPS]|-----------

DSTDFHAIl------ PINDYPQKARWRVTNKETM

TSI —— KKRARAKVTNSRGGAFDK--------ecnnev DFGDKA
ECYEAVYDV--------- KTGHQVYRTRGGQKYLDDER-----MCQPFL----------
YISNSDDEL

HSGTVTASA-------SAGSSHTESITIEEEEEDDKENY ------nneneemennenes

----- PHGPLHAN-------GYERDNFVVSDNVEPEEEEDAFEPV-----RPSRRGPSSR

----- PSPPLASSGT--------TEPDLPPPNVPSQEEDGGELTVRSKTPPPAESLPDVS

---SAPRKPKASNKKQ
EDEGLPDLPKMKNS-----GFEFE DEEDEEDHMDWS-----TSYRTKPSTS
TLEMLSLTPPAD

~-QALPTTPSLARYSFFQS----PEPALS--------rmememenee TSSTSSPTTT
---VWPETPSAQKQKRKYTCGICKQPGHRRDKCPAKTKD------------ PENVTPSTM
---PLPESPTAPKPKRKYTCGICKQPGHRRDKCPAKSTD----------- PENVTPHTM
----- PLPPN

----- PLPPN

--APCPSQPSPSTSK KRKRTEPSAG
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MP00762
MP12150
MP01830 -VQLIDMTGASVTNK-----GIYYEPGKE--------------------- PPLEGPPK--
MP02642
MP00233
MP14297
MP04844
MP07090 G

MP16544 ---ALPRRPKWDSY YEVITEPISM
MP03701
MPO04710
MP04057

NC_QDE-3  ATRPQHRQTTLYDTLSHT----QQS--QTVSQHLAT-LGPPIDARTMHNPRYAQLDEVH
MP07550 R

MP01699 VTLEQSGSTKVDEILRRKGVDKIRQALYETFSSHSWTDIRLPNDTRK----RAEFLTQVA
MP00763

MP14995 R
MP12489
MP06392 ATSKHSNSAFVVNNLQ------rmwmee- SPYPVT----PIQTRY----R------

MP09541 DTCTQGQAEN
MP13589 DTSLQGQVGN
MP15420
MP14167
MP16505
MP11895
MP12680
MP12680
MP16430
MP16519 TSAPSHSSSS
MP00762 R
MP12150
MP01830 LHLLVESNE--EYR--------
MP02642
MP00233
MP14297
MP04844 SRH-EGVR----—-
MP07090 Y I S

MP16544  ANIKDFMKAGTL R

MP03701
MP04710
MP04057 PMPTRH---VR-------

NC_QDE-3 QD---------- IVDAFVEEVKVFEEDFRNRNHMRKPIFTETQYREMAIRWTRSLDAMRA
MP07550
MP01699 QELEYLVLSFSSTLDGYEERIKI
MP00763
MP14995
MP12489 - YREFKKILKDC-------- APLPTESQDDYVTMKWNKC------
MP06392 SIPSPL-----------m e e

MPQ09541
MP13589
MP15420
MP14167
MP16505 ----m-mememeeee- YGQMVRV
MP11895
MP12680
MP12680
MP16430
MP16519 ----mmeeee- PKIAPGKRKKMEPSTERS---VEIPL--------=-=-=-=eeemmo-
MP00762
MP12150
MP01830 ----mm-e-- VEQAVREIKRLLIEA
MP02642
MP00233
MP14297




MP04844
MP07090
MP16544
MP03701
MP04710
MP04057

NC_QDE-3
MP07550
MP01699
MP00763
MP14995
MP12489
MP06392
MP09541
MP13589
MP15420
MP14167
MP16505
MP11895
MP12680
MP12680
MP16430
MP16519
MP00762
MP12150
MP01830
MP02642
MP00233
MP14297
MP04844
MP07090
MP16544
MP03701
MP04710
MP04057

NC_QDE-3
MP07550
MP01699
MP00763
MP14995
MP12489
MP06392
MP09541
MP13589
MP15420
MP14167
MP16505
MP11895
MP12680
MP12680
MP16430
MP16519
MP00762
MP12150
MP01830
MP02642
MP00233
MP14297
MP04844
MP07090
MP16544
MP03701
MP04710
MP04057

---------- AKQGDAIGGMRK

-------- GYSTLEEFVNSWRLLFFNC
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IPDINQDKVDRYGAKFIPLVERFWGNYQEMMGGGYDNPAVAGDEDDDEGPRRTGNGKGGN

AGDD

KKGGGGGGGNEVVDLISSDEDEPPARAPS---RNAGRGKAQSTRGGQIQDKGRAVNRRGE

KVRATRQLQN---KQTSKEDE

AASCLLNSSSTAAADQP--------nnmmmm-
KGTRSSYE
RRSKRQAT

SAAAL-----QAEMRNP--------- TATGR---

KAKAKGK------ DKGKGKGK---

KAKEAGK---

RSFNQKDS

PRRSRSPA

QAGGKPPRKRQK----TGTSGKTT
EAS---NTSASGTAKPPRLAEY----RFNAPKSS
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NC_QDE-3  PIAEEDEEDYGLSDPDIDAIDPDAITASDNSDEEDDDDDDEDLESSRYFSGSTGPPVSKA
MP07550
MP01699 DVQEVLQAIQS
MP00763
MP14995 DVIEISDSD
MP12489 SMTELER
MP06392
MP09541
MP13589
MP15420
MP14167
MP16505 TIQ
MP11895
MP12680
MP12680
MP16430
MP16519 IVKENIQ
MP00762
MP12150 YGGGGG------
MP01830 YS

MP02642
MP00233
MP14297
MP04844
MP07090 MFL
MP16544 FIVEYANTLEDV FD
MP03701
MP04710
MP04057 DIIELTDSDSD

m

m
m

T

NC_QDE-3 VOQDARLREQLSMYASGGSSSKGSYGSGRASGGSSSRASGSGWRGGGAGGKKYYRKKRAGS
MPQ7550
MP01699
MP00763
MP14995
MP12489 RFT
MP06392
MPQ09541
MP13589
MP15420
MP14167
MP16505
MP11895
MP12680
MP12680
MP16430
MP16519
MP00762 W

MP12150 NGWW
MP01830 ----VL
MP02642
MP00233
MP14297
MP04844
MP07090
MP16544 ------- KQLEQSITNHSISVTVIPPPRFPDH W
MP03701
MP04710
MP04057

)]
®
(0]

NC_QDE-3 SAAGGGGAGGGGVTKRKASGSGAKTARKRGASTAPKTTTRGGGSGAGSRGGGAGGAGGAG
MP07550
MP01699
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MP00763
MP14995
MP12489
MP06392
MP09541
MP13589
MP15420
MP14167
MP16505
MP11895
MP12680
MP12680
MP16430
MP16519
MP00762
MP12150
MP01830
MP02642
MP00233
MP14297
MP04844
MP07090
MP16544
MP03701
MP04710
MP04057

NC_QDE-3 AGAGAGGGKRGGGGGGGMGGISVMPH
[ =10 )74<1 10— VS

MP01699 -------e-eeeeeeeeee- AIRT

MPO00763
MP14995
MP12489 H
MP06392
MP09541
MP13589
MP15420
MP14167
MP16505
MP11895
MP12680
MP12680
MP16430
MP16519
MP00762
MP12150
MP01830
MP02642
MP00233
MP14297
MP04844
MP07090
V1YY A —— NVDA
MP03701
MP04710
MP04057
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Dicer

CLUSTAL format alignment by MAFFT (v7.427)

NC_DCL-1
MP14055
NC_DCL-2
MP10442
MP01869
MP02453

*

NC_DCL-1
MP14055
NC_DCL-2
MP10442
MP01869
MP02453

NC_DCL-1
MP14055
NC_DCL-2
MP10442
MP01869
MP02453

NC_DCL-1
MP14055
NC_DCL-2
MP10442
MP01869
MP02453

NC_DCL-1
MP14055
NC_DCL-2
MP10442
MP01869
MP02453

NC_DCL-1
MP14055
NC_DCL-2
MP10442
MP01869
MP02453

NC_DCL-1
MP14055
NC_DCL-2
MP10442
MP01869
MP02453

NC_DCL-1
MP14055
NC_DCL-2
MP10442
MP01869
MP02453

MAVATRLPFIPPEATSQIIGGDEDLID-------=-=----- LSQEDVVSDN----DDR-
MSTTDLL

M
i

M DN
M
MNSDDYYDTDPDEA----VLGELDVIEAAHASPPKNPKKHPTVSKEDSFFDDSFDFDERE

GNASDVESEDGVKRWTVNPEPKPK

~
|G

LENLDKVIAEAYQCQPAIRPPVSRSSPRATLQTTLLGEILPAEASGGSRSFQRTTSKQON

KISAKKLADTA--AFNSWIEEHQETLARDQRKAAIE-------- AARVAGVDVLPAI---

-------------- LNIWKQ
KPRNTKQWDHTEFAKSGWRKPKGKSKADEDGGLEDEIPEFEQFPAPFIPGVFYSMSVRIR

---GFDSERIIT----------=-mem oo SPREYQVELFERAKQQNTIAVLDTGSG
PRRYQEEIFTQAQQENIIAALGTGSG

PETFTTRGYQQEMLEESLRRNIIIAMDTGSG

ANGGFSSRTGMPPPMKLEPDLLEAKHWIYPLNQPKRDYQFNIVKHALFDNTIVALPTGMG

KTLIAAMLL----RWVITGELEDREKGLPRRIAFFLVDKVALVFQQHSFLTKNLDFP---
KTYISTLLI----KWMATQDG---ARG---KAIVFLVPKVPLVQQQGDFIAKHSALR---

KTHIAVLRL----KIEAERES-------- RKVSWFFAPNVALCEQQYNVIKKALPAP---
------------- RWKGEK
KTFVAGVIMLNFYRWF-------- PKGK----VVFVAPTKPLVAQQVEACHRTCGIPGSD

MEKLCGE-MVEGVESKAFWKEALEQNEVVVCTAEILSTALHHSWIRM-DQINLLIFDEAH
VIKLHST-HSLELTDREGWARTFAKYDVFVMTAQIFLNLLTHSLWGL-NKVSLLVFDECH
---LCGQDGVDSWSEQAVWDAVLLNVRIVVSTYQILFDANAHSFVRL-DSLSLIVIDEAH
VTIITGASEPNQWKDQDLWRNVLRDWRVVVSTPQVLLDALRHGYIVMGRDISLMIFDEAH
SEAP
AAELTGG------ VAKGMRNKLWRTKRVFYMTPQTLMNDLITENCEV-RDIILLVIDEAH
*

HTK-KDHPYARIIKNFY--IDEQLE--------- RRPRILGLTASP------ VDAKVDPR

HTR-KNHPYNGIMREYMLLSPE------------ DRPKVFGLTASP------ IQNAKNPL

NCS-GSHPIARLMTEAY--LPAKKAG------- LPVPSILGLTASP------ LKS--NNL

HAS-DKHPYNLIMQEFYFTIPRRSQGTSPGGSDLIQPMVMGLTASP------ IFGG-NVD

DVG GPE DNADVESIVTVP-ST---GEPSSSKR

RASGGDYAYNQVIRFMM-----AKN--------- PHFRVLALTATPGSTPDAVQNLVDG-
P

RAAAELEALLHSQIATAADPAA-LQHTICKPKTELVVEYV----------mmmmomoeo-
VSLNELQTNMDARVIGVLDHVDELAQHTPKP-VEVIQEYSISLEQSSYPEPSLWSCINVF
ADIEKLEQVLDAVCRTPTIHREELLAHVNRP-EMLVVSYG-----DSGTDPTPTDLMTRF
IAFRKIEGNLDSTICAPRRHREELSEHAHRP-IFKHILYE-------- TKTSFSTNLAAL
RANNEEKSSRPKKKQKVIDSGVKGQASSCSP-VELTVPYDHHIEHEGTTILSTINTIRIS

LHINRIEIRDESSLDLKAYIHEKAVEQHIIP-M-------=----- SGDVIAIRDHLLKYV
. *



NC_DCL-1
MP14055
NC_DCL-2
MP10442
MP01869
MP02453

NC_DCL-1
MP14055
NC_DCL-2
MP10442
MP01869
MP02453

NC_DCL-1
MP14055
NC_DCL-2
MP10442
MP01869
MP02453

NC_DCL-1
MP14055
NC_DCL-2
MP10442
MP01869
MP02453

NC_DCL-1
MP14055
NC_DCL-2
MP10442
MP01869
MP02453

NC_DCL-1
MP14055
NC_DCL-2
MP10442
MP01869
MP02453

NC_DCL-1
MP14055
NC_DCL-2
MP10442
MP01869
MP02453

NC_DCL-1
MP14055
NC_DCL-2
MP10442
MP01869
MP02453

NC_DCL-1
MP14055
NC_DCL-2
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RGRPDSETVLNKQLRKLVGGQELF-----KKPLN
DRATLTAIAECWPDI ER

LEAYHRLDISKDPDVLLLK------- AQRTERA-REKLRQMITKKDTLAQKELRGVYN
DAIVSELNIENDPYVKSLRKDLAKATAGSADYDRI-DRKLSKVIHKQDSFTHKGLRDFSS
GQATQRQLV
MDHFSKSLISSGV------------- [[RTR\V] N[ W) = P E— PYFFQ

FTTSAASKLGTWCADRYWQLFFKQEDIVK------ LESRT----ERDL---MKVAALDEI
RYHVTLGNLGPYCASLY--LFMEMKNIISAFYQPDLNPSF----SDDLVVHVPHTTLEDL

RALLVRREIGPWAADYY--LTRTVSHM LAELERGEP
AAHAILDDVGSWATDWF--VWEV IQQAKLAAG
LSHYVLSEIGPWAVDWVW
HKANELKPAQKWAYGHLFKLATLSRIMAY ------ LIEGTIGMCHTAM---QKLVAEAKA

TEKHVKQV------ REAHELVNAHTFSPAALDPTML------- SSKVIMLVRILRDQF--
PEHFDDIVDILVDYEQFYSVRSDYFLLPSTVPLEWC------- TPKIKTLVDILVAHY--
PAQH---------- RYIGEALRSIPIPAISKEPIQL------- SPKVQTLLKVLASHQ--
PLKHVMKTWKVQEKVYLLSILDKISVMPPSYAPEDVA---GDSSDKVAALVECLLYEK--
--KHAWKTGVLARESEVFSVVKSWPDITPNLDLCSDE---FNLSPKVVKLVQLLKSCQ--
EEGSKQKV------ NKAVAITTLPAFKSAMEELEKQKRRGFANHPKMEKMLRLIIDYFGQ
ke oae s

------- ERGVGAQRCIIFVRQRNTAMLLADLLQQPEIKSHIPSIAAEVLVGGGTTGSS-
---------- TPTFQGIIFVEQRQVATCLAGVLPY--IEELKGLVKCGDFFGNVNDVEE-
QDP----------- VGIVFVKERVMVSIVTHIIST--HPLTKDRYRTASMIGTASVPGKA
ELA----ENGNEMFVGLVFVQRRDVVLALKELLSS--HPVTAAEFRVGSLLGTSESSHRH
-------- HYGKSFKGIIFVRRRIVALALTALIKA--LGEHLGFLQPVAMFHDSS-----
KLPELGGDEQTDQSKAMVFVTNREA---VEEIVQA--MDAHRPLLRASRFIGQGTDVRG-

akk % . .. .
---YVNAKINFQQQNRIIRKFKLGEINCLFATSVAEEGLDIPDCNIVIRFDLYDTLIQCI
---SLRGTLKCSRGPDVVKLFRAGSINLLIATSVAEEGLDFPACDIVIRFDPLQHMVAYV
---RNHMDMTKKEDMTSLEGFRLGRFNLLVATSVLEEGIDVPICNLVICFDEPSNIKSFI
SMMDITRRLAKETQDDTLMDFKIGEKNLIVSTAVAEEGIDVQACGCVIRWDLPPNMASWA
-------------- KQALTEFNCETCNLVIATRSLED-LEIPKVKVLIYYDLFDSHISKA
----- QKGLAQKEQLEVIKKFKAGEFNVLVATSIGEEGLDIGEVDLIICYDAQKTPIRML

- % * ke oee ko

* ..

QSRG----------- RARRPDSRYIQMIEKGNYEHHS-------- R-ILRAKGAE-DVLR
QSRG----------- RARNKISKFIIMLPEGDVISRA--KYEAFLQAEVHLKDIY-NVSR

QRRG----------- RAREVSSTLYLMVQNASSESAT--DW-HNLE-RLMKERYE-DEMR
QSRG----------- RARKKRSTFTLMFENGSGNEQNVMKW-QKLE-QEMVAKYY-DISR
YAHNCLCDENGFILYLTONKYARHRRMLSRISQTSSALRQWASTLP-YPTGSAVPPEIQQ

KFCEALPEDRKLTGNHMNLDYLLRKEKGKRQYTVPDTGAKLSYMQSLVCLANFTATLPHP
PPDDAMDEDSDSEADEEVEL----DTQDRERYVVPHTSAFINYDNSIALLNHLCALIPR-

QNAELELLDDPRIGSYPV-----=-=-=--- LEVESTGARMTIRDARSHLNHFCAKV---
IEPIEPSVDDIEEDDWE-------------- FRIGATGACLTLQSAIPHLNHFCAVVCRG
DPIDSYLSDSDEEDDTIPEY----------- IKDATTGGLITPRNATSVLYSFLSRHGSA

GDQLTFYDDVERLLPDHVRPQCVEKCMEIQEYVREPTGRSKSVGNGT-------------
* *

------------------ DLY---TAPHVPVYTGDFQ------ATLDLPASLPLHPNDLS
--SSRSRYLQKEPYFVIRQVN---PDPASPGRRTLLQ------~ATVHLPASLAPDLRRHE

V-EHKALYELDPPEY---PLG---WHSFSSQSQAVMQYQGPWASIVTLPRFLPAELRVFS

VPSYKSLFEFD-------EVG---n--- GGYLRGYT-----CRVVLP-GLPID-----

- TGVKRKRND-------DIGRNIPAGASTGFVSVSDLLNKGKSKKRKPNASRPALRDFD
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MP10442
MP01869
MP02453

NC_DCL-1
MP14055
NC_DCL-2
MP10442
MP01869
MP02453

NC_DCL-1
MP14055
NC_DCL-2
MP10442
MP01869
MP02453

NC_DCL-1
MP14055
NC_DCL-2
MP10442
MP01869
MP02453

NC_DCL-1
MP14055
NC_DCL-2
MP10442
MP01869
MP02453

NC_DCL-1
MP14055
NC_DCL-2
MP10442
MP01869
MP02453

NC_DCL-1
MP14055
NC_DCL-2
MP10442
MP01869
MP02453

NC_DCL-1
MP14055
NC_DCL-2
MP10442
MP01869
MP02453

NC_DCL-1
MP14055
NC_DCL-2
MP10442
MP01869
MP02453

TE------mmmmee- PVYMSKVSAHRHAAFQAYRCLYEHELLNEHLLPIVDDD-EEVRE

------------ CPWSSVSTSKAFARRRASHECCLELFRAGLLDYRFFPPSQKR---LRN

DAIGEDDDTDRELESGVITASTSRLKKSSSTAASLSKGKTRLRKSKTMPAEGSK--KSKP
* .

ARLAVSSKKKT----=-=-=-=---- EYAMRLKPELWSVRGVVTQLFATAFVLENPDTLG
GKAAEDVDKRPLLDY----EGIPVYMMDVWVR---DPWG-LGNRDRLWMHPVYMNGGLVAG

LKKAVEQRMST---------------- VAVSKQMDPWTVDDEAFSGWYWS--------- E
FKKSFVIPPDA---------- LPPLGDVYPGNR----TYARKVPEFWMHAAMINPARLFP
KKAKEKEDLQALTSSQFKERGLDDADDVEIERGFD----LPDSSPPSSGGLARAGSSERA

RSS RPLLLL SRSALPEVASFPLFFGTKRFSKVRCV

LVT GTLLPV VKFETFEMGRGNLLVFDKEEEGIQR-
LVP---eeeeene GVENPLEFEFILPVPVPYMAPLKLWWNATSALTLITSPEMQEFR-
LIf---mmmmmmee GDLPPLHFFSR-------- VKPVDWSSATGPVLHMSVAEQMVIQL
LIIRAAISHSSIPRHAPMLML ------------- TSQPLPDLPSFKVYFSGIPVE--IQF

\V/cHS——— GGVFDITSDSDID------IPLDKTRKSKSPR----------

PIPGSVQADDTLVEQLTRFT-LKAFMDVFSKEYEATAVNLPYFLSPMDGGHGFDF-----
------------- KMLEEYTRLGIWHMVTTIALAAAP---SLYLVPVTDALEPDYEVIE-
KQEGTSAGPD-------- HS-YALLAMAFAHRF----------- PIQGRQYPI------
RSIGTIEDDDRRIIDARGYT-FLLFCAIYGSRMEANNLDFSYLLLPAGDLREPAWEHRAS
ENAAPITVDDRRLQGLHMYT-MRIWRNIRNRAFVCPRDEMLYFFAPLRGDEVVKKENP--
KCSQENQADDQSNSEAEVVL-ASSRHSPSSSKLQNQDNSVAWLI---DDDDDVSFQIVDS

RLA------- KSPAHLIDRKALAYVSENEKVPYTFLEPDDF-----FQDKFVVDP-YDGA

RLL------SHPKGVRDWTGITEA-------s-menmenne D--YGRTLVANC-NQRG
RLVSTRRK--LDVDGIAALEFDPRL-------YESSPQPPL------- VRLVD----G
RMSTTQHS--KNPQDIFNANASVFG-------EEFGYPTDI------- VFVRDG-ASFS

TLL------- PDISGAISWDSIALAAQHYAVPMKFGSVEDVALD--IEDAVIQDRWAQFT
SPVANRQKFRTDMDDSVEF-------- VENSPSLGGRTDDGFYDDGSMDIILPSP-VKGK

RKFFTHHRRHDMKPTDPVPDGIVA-PNHRAWRGLGTTHDILNYSNSLWSKSRG------ F
RTLLLHKIRHDLSPMSPPLPGSEG-AEYASYYEY--------- YLNRWTRKRSGDRSNWT

RNMPYFVTK--ILPSKPPVELISK-PSTDHAD
RPYKFVRWRFESEPLSVEEE----- EKIRSWKRYAKEDS---------------------
RRYDVVRLRPDLNPLSPPFETEPGNPKYKTLVDFCKAH-------=--------- RKDFN
GKARADVSR-DADPPPPSQRSMPP-PQLPSAR
Lk

MIFQADQPVVEAALISTRRDFL--------- DDTLRDEDVEPQQCFLILEPM-RISPIPA
PFLPTDGHMIEVSAAPRISSGLYPLTS----TSGPSTKPTTVSETWLIPQGCCSWLPISE

--LPENVPYVVCKPIGKAVGQFIPLDAIQ-DQDSWTPKNGKLYRKVLPSTQI-RMDNFPA
--LEIAFPLVVVEPFSRRTNFLVPF------ PTSAKPAPPAIEPILLIAELS-TITMLSP
GLNDYNQVLVQVSRFPVFVDRLNP------- STPAGTEHGDSVVRYFIPELC-AKCTIPA
---------- FVSASSLLSSNSPPEPSFAVRPAGKAKKPVVIEDS-----------PMAE

DVVAMLLCFPSIIHRVESNLVALDACK----LLGLDLRPD-LA------- LEAFTKDSDN
TMFLTWRALPVLCKRITDIYRAREAKF----ALGLPPINDTLL------- LQALTIPAAS

VFAQVGAVIPAFTRAVEMSLVAADLMYNRLGCLQLDNLP--LI|------- TTALISSGSR
TETRYALLLPSVLRAIAVAITVKSLRTSLFCATPLSEIPNDIL------- TVAITAPVSQ
STMRTALLFPCILQRIDEFLLIKELNV----RLFNSVIPDTLL------- HVALTTRSAG
SPVVRRRRIRRRLDDEPGSPRPKTKKP----RKPLVPPKDNLWCDFEATHSGDEVSQGSS

SDEHDAEKENFQTGMGDNYERLEFLGDS-------- FLKMATTIA--------- IYTLI
N GWNNQRLETLGDA-------- VLELCTTVH-----em- LENKY

[CHN—— PTNYERLEFIGDT-------- ILKFCACLT---------- ASALF
[ PKNYQRLETLGDT------- VLKFIVCIQ-------- LFDEY
[ EYDYERLEMLGDA-------- FLKYLASLH-------- VFVSE



NC_DCL-1
MP14055
NC_DCL-2
MP10442
MP01869
MP02453

*

NC_DCL-1
MP14055
NC_DCL-2
MP10442
MP01869
MP02453

NC_DCL-1
MP14055
NC_DCL-2
MP10442
MP01869
MP02453

NC_DCL-1
MP14055
NC_DCL-2
MP10442
MP01869
MP02453

NC_DCL-1
MP14055
NC_DCL-2
MP10442
MP01869
MP02453

NC_DCL-1
MP14055
NC_DCL-2
MP10442
MP01869
MP02453

NC_DCL-1
MP14055
NC_DCL-2
MP10442
MP01869
MP02453

NC_DCL-1
MP14055
NC_DCL-2
MP10442
MP01869
MP02453

NC_DCL-1
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Cekk e e

PDK----GEFEYHVERMLLICNKNLFNNALEIGLEEYIRSMSFNR-RQWYPEGL------
PYK----HEGQLDHLRRANISNRFLCSRALEVGLERFITSESHKKARAWR----------

PNH----HERLLSQWKDKLVNNVRLCRASRDFGLDEYIINSAAS--KKWRPKFVEDYMDE
PLF----PEGYLTMRKDHSVSNTRLAKENMEREVFKWVIRDRILG-KKWKPNYMTSKLPE
PHR----DEGYMHVARQKLVSNKTLLECALSVGLPSYIQSRPFSL-RNWQPPNFHV---E
PLRKVPFGRGTMSNKRRPGVSS

ILKKG
YLE VEPEN
MKSPI SAET
ALAPILDQESAEAANSGTANTES ATTEK

ADVPSISPELAPARTVSSADTERAGSVATSVIPSPDGDTPITGYTDAVPSEIQDPNPTKK
--SPPRDEEADEYE

KSKDARQRH------- VLADKSIADVCEALIGAAYLTGQEKGSFDMAIKAVTAMVKDKKH
RQGKRMVKR------- AYPRRSLQDCMEALVGGAFET----GGIPMALHAGVALGLGFGG

RQ-----m-mmeee MSSKMVADVVESLIGAAYMC----GGMSKALECVALLLPTPKS
RSKKSKQE--------- MSTKVLADVIESLIGAAYFH----GGFDLACEATKFFDLGLK-
KRKSKKKKVVGEQLVTYLGDKAVADVVEAIIGAAFVS----GGSDPALRAAKSLNLPIMS
----------------- FGSFVVDDDAE

RMISYGDYYAVYQKPTWQTESANSA----QRDMAKKFSERMGYKFKHPRLLRAAFQHPTY
LV-PWSM-------- RYERAQRVPV-----SPMFASLEESLGYKFRNGELLREAVTHPSF
SQFKWQE-IELSRTQLFEFAPKDAI----LSKQLEPLEKAMDYTFNKKSLLIEAMTHPSC
--QWQP-LPTRIKSVLGRADRSELNGLQLPEQVNYVETIGHTFKRKLLLVEALTHASH
EIEEWSDFRRLAETISWHTPAGT------ RKVPVEKVEQIIGHRFKRPHLLAQALTHLSK

PSLYERLPSYQRLEFLGDALFDMVAVDYLFRKF--PAADPQWLTEHKMAMVSNQFLCCLS
SS-YSATSSYQRLEFLGDAILDLVVIHYLYKKF--PSATSHQLALPRTKAVCSPALSSLA

AGLGTNESCYERLEFLGDAILDVIVVKRLMAETGPNELAHNDMHEHLSSVVTADIMAFLA
QQ-DLGTVSYERMEFLGDAVLDMIVNDYLYRAPG-KEYSPGHIYLRKVAVVNGHILAFIC
A--HPESTSYSKLEFIGDAILDFMVVRHVFDRN--QQLAPGALTLLKGAMVSNSALAAVS

ISYEM
.*.
FHL GFNKCIATMSPSILKD
IRH LQIHKILINNVELSTA
MEWVI-MQTDINEIDPTNLDALGLLPSSQSRITPASLVSNKEDWPFWRFMRHNSPQVGAT
LKASLTIEAEMPRPDETG--------------- AISVVDEQHTVHLFKCLLHSSTHILEE
VSS GLHQYLLLESAQLEGN

-—---IAEYVT---EIEEALETAKQEAINAGKTADEYSRDYWVHITHASRLPKCLSDVVEA

- lAQYVP---HLEAA--------- SAATIV----RDGW----R-YDPPKAISDVFEA
QTATIERYLTLRDEIRDAIWKHNTLP------nenevo- WALLAR-MGPQKFYSDIVES
QDNTWARFRLHRQEIEEDLSEGQIFP-----n-emox-- WAALTQ-LQAPKFFADMIES

-—---1QSYIT---TIQQKESEERANAIKEHRLV----GQYW----HDIEAPKVLADIVEA

YIGAIFVDSEYDYSVVOQNFF-NMHVLPFFEDMHLYDTFANKHPVTFVANMMAHKFRCN--
IMGAVFIDSGYNYEVTAGVV-ERVMQEVLE---VLSPTVCLDPVSILTKWVAGNKCRLKV
LIGAVWVDSG-SWKACEDVLTQMGLLPLLDHL-LETKAHVMHPNVELQILAPPNKRATRT
IIGAVYLDTEGDLEVVRSVLRNLGLMQILERI-VREGIDVLHPVSRLSMWA--SKKGKKI
IIGAVYISDDFCPIGAEKLF-ERVLKPFYDEH-ISLQTLAHHPTKLLLELFQ-SKGCHQF

EWRSFAKELDTDVTEG-----RGGRGGNGAVAGEISEINP--PKVV-SALLVHGKTVVHA



146

MP14055
NC_DCL-2
MP10442
MP01869
MP02453

NC_DCL-1
MP14055
NC_DCL-2
MP10442
MP01869
MP02453

NC_DCL-1
MP14055
NC_DCL-2
MP10442
MP01869
MP02453

EFRPQTKEAGD--REG IEARLHGVLLAGP
EFVIISNKRGI-ISSGTEFLDEPSAVDDGLVSVEPYDDTPEHDEVFSCKLFVGGKQVADV
EYHSDREY GNVY-CSILVDEEEVARV

EIVREEEQ CHVLVHDVILASA

IV----SNSMSVAKNMTAERALDALQEL--GGEKALVKI-CTCAVAKVTAVTSAMERLGD
T----GAATKEEARVRAAEKGCLVIKA--------- ERKVWNEAKAA------ AKEDKGH

EMAIGMDISVNTDPGEKG---------- KAGTV-----
NTENG---DANADNGQSGEKEEVPDCRDADGDTV--MN
VEGR------




RPA-1
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CLUSTAL format alignment by MAFFT (v7.427)

NC_RPA-1
MP11091
MP08906
MP10591
MP01410
MP02314

NC_RPA-1
MP11091
MP08906
MP10591
MP01410
MP02314

NC_RPA-1
MP11091
MP08906
MP10591
MP01410
MP02314

NC_RPA-1
MP11091
MP08906
MP10591
MP01410
MP02314

NC_RPA-1
MP11091
MP08906
MP10591
MP01410
MP02314

NC_RPA-1
MP11091
MP08906
MP10591
MP01410
MP02314

NC_RPA-1
MP11091
MP08906
MP10591
MP01410
MP02314

NC_RPA-1
MP11091
MP08906
MP10591
MP01410
MP02314

MAGQITQGALDAM-FNDPDRAQQQFPVPILQCLQIKTLDSKNGGAGATERFRIVLSDLKN
MSYLLEEGIAERLQYAEPDDVQLLTAPHILQVLSVKAIVN-----GGRDLHRVILSDGVY

M
i

M

M
i

YVQCMMATQTNHLVHDGLLQRGCIVRLKQYQAQCLKGKNILIVLDLEVIQSLGCPEKMGD
YIQALLAIPLTYMVSENILTKNTIVTQKLSCNFVQGKRLLILLGLSVQGQ--CKEKIGD

PQPLGPRSAEPQQNPNLGSTGFYGVKSEPTQDTKPQFPRQMPSRNASGGQGSSTIYPIEG
PTTI-MKNGKRRTKPASATTTPAVVRAEGSTTGQQQH-----YRVAQGRSNSRPVDPIQT
SNEASPRVN
SDEASPRVN
SQDYYGTGGGFTASPFSG

LSPFSHKWTIKARVT---SKSDIKTWHKASGEGKLFSVNFLDESGEIRATGFNDQVDQFY
LNPYQNNWTIKARVT---RKSDMKARSNQYGVGKSFYVTLMDESGEIRGTAFNAVADDLY
SSMLSRFIGKKVRL
SSMLSPFIGKKVRL
SAAGSPGGRLKTDLSHSLRPVNITQLHKATQAHA--DSEWQLENAEL---GQITLVAQVV

DLL-QEGQVYYISTPCRVQLAKKQWSNLPNDYELTFERDTVIEKAEDQTSVPQVRF----
GRL-DEGKAYYIS-KAEVILASDKVSDVSSDYELWLERNTEIEECLDTSNLPMVK-----
-------------- PCKVL----mememmemeene---TINKAANRATVQASDG----

-------------- PCKVL---mememmemeene---TINKAANRATVQASDG----
DITKQTTNTNYKLEDCSGVIEARHWSDQNSEDDRKFGHVQPMTYARILGNLKQYGGKRYI

NFVNIQELQDVER------- DATVDIIGVLKEVQEVTQIVSKTTQKPYDKRELTLVDNTG

GDVEIQAFVEDPG------- VAYIEVIGM---VVDETTVKSVGVIKFGDNLDMSTVEAT-
GDVEIQAFVEDPG------- VAYIEVIGM---VVDETTIKSVGVIKFGDNLDMSTVEET-
NATHIRTCEDPQESFFHQLETATVHLMHLNRPPGSAGQPQSNAA----------- TSTRG

YSVRCTIWGKTATNFDAQPESIVAFKGTKVSDFGGRSLSLLSSGTMAIDPDIPEAHHLKG

PGVSAYTASTSTGNSDAYPE

WYDSSGRNNTFATHNNMQTLGGATGRKDDAKTISQVKEENLGTNEAPDYFALKATVVFIK

IKIIHD-------PRF-----VSVF--
IKIIHD-------PRF-----VSVF--
----------- YANLPPL--------ERKIIIAILEH-------PDH---DEGGVFIG
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NC_RPA-1
MP11091
MP08906
MP10591
MP01410
MP02314

NC_RPA-1
MP11091
MP08906
MP10591
MP01410
MP02314

NC_RPA-1
MP11091
MP08906
MP10591
MP01410
MP02314

Argonauta

QDNFAYPGCRSEGCNRKVTDMGDGTWRCEKCQINHDRPQYRYIMSVNVNDHTGQLWLSCF

................ KIASSVSGT

DDTARVIMGKSADELMEIRETDETRLPAEFEQANCRKLNFRCRAKMDTFGEQQRIRYQVM

FP
FP
........ GSGEEMVAKISEA

SVAPLDYKMEGNKLNELIN-SYNQMSM

----LDLLMDGGHIYSTIDEAHFRVSR

CLUSTAL format alignment by MAFFT (v7.427)

NC_QDE-2
MP08788
MP08974
MP10832
MP03238
MP03267
MP07032
MP08202
MP13872
MP13876
MP03288
MP12999
MP07178
MP07431
MP13957

NC_QDE-2
MP08788
MP08974
MP10832
MP03238
MP03267
MP07032
MP08202
MP13872
MP13876
MP03288
MP12999
MP07178
MP07431
MP13957

NC_QDE-2
MP08788

MSD--NRGGRGGR--GGGGRGGGGGGGGRGGGQ------=-=-=m=mmmmm--- QGGGG
MSN------ RGEGRGRGGYRG-GDRGGFRGGDR-------=-=-=-=-=----- GGFRGG
MSY------ RGDGRGRGGPRGGGDRGHFRGG
MSSSSSPGGRGRGRGRGN-EGGGNRGRGRGSGE----------=-=-==-=---- AASGG
MHR
M

MAK--GKKRQGKQKASEEASSTSSRAGQSTSTRVPVSPPQAAAASASSSTPTESPSAAGP
MPP---RPTRGDP--PRGGRGTPPRGRGDRGTP
MPP---RIERGGSRGSDGGRG-GGRGRGGGGG
MPP---RIERGGSRGSTGGRG

MSA
MINPESMKTRAKADLVQNVRA

MPG (=T CGZIVAV/ o S
MGK SQKAQKN---cmmemmemea
MRT sQ

--GRGGGYQGSGGGGGRGGGYQGGGGGDRGGRGGGYQGGGGGGFQGGGGRGGRGGGFQG
---DRGRGS-SPSRGR GGGGG-GFQ-
---DRGRGA-GPPRGR GGGGRGGGGGGG-----
ANTGRGRGATGDGRGRVSQGSIRG------------- LNTGAGGFPGRGDGRGRGIGHE-
----- GRGRGGPSRGG

ASPPTRRSAWGATDSR
--PPRGRGDRGTPPPR
----- GRGAAGGGRGG
----- GRGAVGGGRGG




MP08974
MP10832
MP03238
MP03267
MP07032
MP08202
MP13872
MP13876
MP03288
MP12999
MP07178
MP07431
MP13957

NC_QDE-2
MP08788
MP08974
MP10832
MP03238
MP03267
MP07032
MP08202
MP13872
MP13876
MP03288
MP12999
MP07178
MP07431
MP13957

NC_QDE-2
MP08788
MP08974
MP10832
MP03238
MP03267
MP07032
MP08202
MP13872
MP13876
MP03288
MP12999
MP07178
MP07431
MP13957

NC_QDE-2
MP08788
MP08974
MP10832
MP03238
MP03267
MP07032
MP08202
MP13872
MP13876
MP03288
MP12999
MP07178
MP07431
MP13957

--GRGRSM------PAIFKEG----------- APA-----TIDPRLRESDL--------
PRGRGRGD------SNVRSRGG---------- SGPR-----GRDSRLRESDL--------
PRAPG--------- SAFRPPP SEIQPG
-~-PVALVGNVSVSGTRSQPQ------- SPAAPAPTITPVTAASITTSNT-----QQP
--~-GRGDRGTPPPRGGFPQAG-------- RGGPPAGQGTPQTG------menme- PVA
ST IcRu— SGFSAGG GGGG------GGGSISTSSS----LPNV

S ¢l — GGFSAGG------- GRGSGG------GGGSISTSSS----LPNV

DNLVTSMSKLSLSEKEKANNLPVRPGHGTMGEKVKLWANYFK]-------- NIKSP----
DALVASLKSMRLK----GDEIPLRPDFGTLGQKITLRTNFFPV-------- RVPKG----
NALIGTFQGLQLG--SNAPERPLRPGFGTQGTPITLRANFFPY-------- RLPED----
NALVSSFQRLQVT--SNNPERPLRPEFGTRGKDILVHANFFPY-------- KLPKD----
GSNATMVTTNLFPI------- TKLPNK----

ASHVVPLGGFK-=---nm-men RTKPGTGGRLIKVKANFTPVDIEVDGRSRQPRSRVDI
SAHVTATVGVR-------e- RPGYGKAGMGIKVSTNACDV-------- SVPQR----
SNHIT-TIGVK-----mo- RPNFGSSGRVVPIFVNSYRT-------- TIPQT---
SNHIT-TIGVK-------e-=- RPNFGSSGRVVPIFVNSYRT------- TIPQT----

---------------------- QHPRFGTSGTPVNATVNAFRL--------KWSSR----
----------------------- RNYRQLCQKCLRALANKHRI-------KAIPPSLFI-

GVTIVPFKDFEE-------------- RGIS----KAPISEQEVDAL-----GIPTV----
GTKIIPFKDFQE-------------- RGIQIHLFGANDDEQEIDGF-----GIPTV----
----- AIYRYT IKVAATEEKLGKEAE
----- PLYEYD ISITPVAGT------
---LVVYEYR VEINPQTA-------
---MIIYEYR VEISPRCKD------
----- QYWQYE LIITPEVRNF-----
----- VIEGLE
RRGDGLYHQYD DITPSLKP------
----- LIYHYD-----GE FA GRVH
----- IIRHYD IISSSGAGPSEQ
----- IIRHYD-----SQCFFTCFSCALADVYH-----------LYLVVISSSGSGPSEQ
---SIVYHYA PITPEWSVQAGKEV
---NDIVREGKFPIGGGG--------- YADIWKGSLGGRPVCLKVLRIHLENER------
----ALVKVHD TDKCK TSAPPRVKGKHVT-V
----ELPKKHE----------------- TDRPK-SEG------------- KVKSVPLPRV
VASKKVEVVVGKLLKQIE------ AN---------- VKSVAIASDFKVHLVTTTKLKVPE
-ANRRVKRRILQLAEQTNDW----TAA--------- GLKGIVAHDHSAKLVAAKQLKQP-
----- LKRRMFTLLEESP------ACQ---------PFINHIAHDGSEKLVSSRPLPQP-
----EDKTRIFALLEESS------ ACR--------- PFLKHIAHDGSEKLVSSKPLPQP-
----ARRQEIMARLKTNV------ APN--------- LFQSLPIYDGMKQVYVCSKLELS-

----AAAWVLIDRLQLGE------ GPEPIFDGRAIQSQKNRVAYDGKKILFAPRPLLLGE
VLLNRIMVSILNLLYSRH------ YAR------ QKLSSEGAGVYDGKKNLFMPHELDFGE

VLPARVNMEIIKAMQTTH------ AD---------- VFTPPAVYDGRKNMFAARELPLST
VLPARVNMEIIKAMQTTH------ AD---------- VFTPPAVYDGRKNMFAARELPLST
KISAEKSLEIIRRMQTTT------ YPH--------- KFPVPGASDGKANLFSTMRYSF--

----RREKVVKAFCKEALVWTHLDHPN--------- VLPLLGVN--TKEFFPAFCLISP-

QAVGDQQASIA---RKKE-W
TSVKEKEKAVTIPLKRRE-W
NALQEKEKGPSMPLKRRE-W

------ NRIFEVTWTEPSSNQNLPSKPQTWVVKVEESVE-TCDFGKVLNELTTLDPKLDG
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MP08788
MP08974
MP10832
MP03238
MP03267
MP07032
MP08202
MP13872
MP13876
MP03288
MP12999
MPQ7178
MP07431
MP13957

NC_QDE-2
MP08788
MP08974
MP10832
MP03238
MP03267
MP07032
MP08202
MP13872
MP13876
MP03288
MP12999
MP07178
MP07431
MP13957

NC_QDE-2
MP08788
MP08974
MP10832
MP03238
MP03267
MP07032
MP08202
MP13872
MP13876
MP03288
MP12999
MP07178
MP07431
MP13957

NC_QDE-2
MP08788
MP08974
MP10832
MP03238
MP03267
MP07032
MP08202
MP13872
MP13876
MP03288
MP12999
MP07178
MP07431
MP13957

------- LTIRVPYSDEGE---EPS-GKEYTLTIKFIQQ--IDTS-ALEQYVRGQPQ---

------- LTVSIVFREEGESQPRPN-AKTYTVSITLTAT--IDTN-QLPGYLSGQD----

------- LNVSIAFREEEDERPLNN-GKVYNISIVLTAE--IDTN-NLPSYLSGQN----
---GSGVGIYLVSMNNSPP--QVGQ-RGTYEVRLTKTSAEPVNFS-DLPRLLKMRGS---
EVSKCGE--VTSS-------mmnmm-
N----DSKSFTMPLHTAQA--GQPA-PRLYTVKLTKTAE--VNPE-TLKRLIQGQQS---
---GQTTAKFDVPFRDDPS--STRP-PKIYSIKIAKVAK--INPE-VVQQFVEGRQS---
DADGVSTQEFSVSLGNATP--GQKA-PKVYKVRLTKVAQ--INPE-VLERFIKGDQS---
DADGVSTQEASSFFAQFSRKIAQKA-PKVYKVRLTKVAQ--INPE-VLERFIKGDQS---
----- VTEHFTVPYDAQVD--PRRR-PKNVRVKVTFVQE--VNIG-LLRNLVTGRHDNNT
---WMRHGDIVSYLEKHPEHDRLKS-AYEIASGLAYLHS--LRPM-VIHGDIKGVNV---
------------- WEEWEE-------VE-YTRKVR------IDSNWARSDRFKMAID---

------------- WEEWEE-------QDRLRGRIA------YDPNHTLPDRVHSATK---

------------- WEEWEE-------QDRLRRRIT------YDPNHPLPDRVHSATN---

DFPKYNV--ELDALNTIVTHHARADDNVAV-----VGRGRFFAIGDDLIEQVRPH-DSPL
-YKDYDIMPILSALNLILAAHPTRSTGGGV----MVGRNRFFF--P-TVMQAADL-GGGL
~-RNYNIAPLLSALNLVQQQHATRH---Gl----RVGRSKYFF--PLQSSQTFQL-SPGV
~-RDYNIAPLLAALNLVQQRYASQH---GV----RVGQSKWFF--PLKESQPHPL-GPGV
~-SVEVVSVATNLLQLIVKQASNQNHPHNA--------- RSYF----TDQGKMVVQGSGL
----------- AFLHIVIRLEASIA
--SDESVLSAMTALNIIIRMKSMSDCRKTIAEQKIFSQGRFFF----SERGKASL-GPGY

--QDEGVLTALMAMNVIIRQDPVSKYPFNI--------- RSFF----PGKERRPV-GHGL
--HDNFVLTAITALNVVIRMEPTLNHPFENV--------- RSFF----TDRERKEI-GLGL
--HDNFVLTAITALNIVLRMEPTLNHPFNV--------- RSFF----TDRERKEI-GLGL
LORDNGAITAMNMLNLFVQAQPRQG-------- GNLIKGRSFYMRPTRPDRSDAI-MSPF
-LVDDYRSCRLADFGLAAVAETQRL-----------===-mmmmom- DSTTSGSI-----

DFENKNRKW---PGPQTNIRAQ-WDQF
DFNSNRKW---PPMVTGVRAL-WDQF
DFNNNRKW---PPNITGVRGL-WDQF

VILRGYFASVRPATGRLL--------- LNTNITHGVFRP-GVKLAQLFQELGLDVMDKCN
EAFRGFYSSVRPTHNQLM--------- VNVNVCTTAFYK-PGNLADG----LTQFMAASF
MAVQGFYASVRPVYKELM--------- VNVNACTTAFLDLPGNMAEA----LFAFNRNTH
IAVQGYYASVRPVYKELM--------- VNVNACMSAFLDLPGSMVTA----LRQFNSNSR
ELLRGFFQSVRPGINEMY--------- INVDTSMTAAYR-PGNLVDL----CMDFMKTGN
------ FSSVRPTIGRMI---------INLDTTMTAVYQ-RGNLVQL----AIDFLDRGN
EVWRGYFQSIRPGMGQMY --------- LNVDTSAAVVYA-PGPLIQL----CLQFLEIRN
ELWRGYFQSIRPALGRVI--------- LNVDITTGMFFK-PGPFINL----ALEFFGKTS
EVWRGYFQSVRPGMGEML--------- INIDISTGLMYK-RGPLIQL----CMEFIKRQG
EVWRGYFQSVRPGMGEML--------- INIDISTGLMYK-RGPLIQL----CMEFIKKQG
RLWAGFFQSVRPSINEIl--------- VNVDTTAGVVLP-EDWLANI----SMSYLRLTD

---KGTVAWMAP---EMLDPE-----DIGVDKASGDIYGYACTIYELMS-GKPPFLGREG
QVYAGSISSTQGEKTKKKDEEEVDDDDDDLDNDE
QIFAGLLTSIPIWKKVSDDEDDLSDDEVGSDEDQPYFHD-----AAL----RPTYVNQIN
QIFAGLLTG

A--WNEVTKNQLN----DKMRRVHKVLAKGRVELNAPFLIDGKIVYKKCYRTLNGIANRG

[N - { - B —— NAFLKGVRVRTIHL-------GYKK
(RN =) /1 - S— PTLLRNIKVTTTYL------GYRKRSK---------
G---AMPSLP-----ccmenv QNLLRSLKVTTRYL------GYKKRLK=--------
A-—-RDLALPAGS----HGFKKLENFVKKIQVYVSSM KRVK
QNPRQALNLQPRT----PDYVKLEQFLKNVKIIVTTT GRTK

P---NSLTIEGIT---RAGWFRLQEFLKGVKVAITPA-----TPGRPIRTA---------
S---SPSLLSPRSGFPDRERLRLQRFISGIRVKVPAA-----DPRSQTRSRI|-------
----SPLALAPSRGFPDRERLKLSRFITGMRVLIHSG-----DPNLPPVAR---------
Q---SPLALAPSRESTDRERLKLSRFITGMRVLIHSG-----DPNLPPVAR---------
A---QALRMPSNH----QONFIILKEFLRGVKVAVEI------ QPGOQRRRPR---------
Ao IIKQKISGVM

RS
D-PDTQTTHDGRG RGRGRGRG-------
GQGRGRG--------
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NC_QDE-2 DERGKQKDGKEVRYPPLFGIPGVQVGGPTSCQFYLRARETKDGAAPPPTPGLPSNAYITV

(Y I=T0T:Y4T: J———— TIKGMSNLTARQHSFHCE-----EF GK-n-rnnenen KVTV
(W 1=T0T: 27 N — VHSIGTTSARNTFFKHD-----QY Gr-nnnnseen RISV
(V1=310):5cF ——— VQDIASTSARRTFFKHD-----DWG----------- KISV
[V]=Tolclc?: J— TIRGLEP-NADGFSFS-------KNGV. AMTV

[V 1=T0icY 1oy A———— lIRGLEP-NADGFIFTNR=----DGD----------- QVTV

(V12107407 —— VITGLTTRGAAAETFVPRG----QTN-------c--x SMTI

[V1=T0T: 01— VVQRLSRDGARDIRFTNR-----DNN----------- ETNV

(Y [=3kcT: 47— VVKKLSTAGANNTSFSLR-----EGG-----n-e---- SMTV

[V [=HcT: 7 { J———— VVKKLSTAGANNTSFSLR-----EGG-----nnen--- SMTV
(VI=Toich1:}: S———— AIKDLVA-NVGACRFEGR------HG--------- QTTV
MP12999 -rermeeemenes PEKPIQGWCPDTVWSMVERCWSKEPSERPR----------- ATHI
MP07178 LGDA

MP07431 2lcTcY.\{; —

MP13957 RGGANH------enoe-

NC_QDE-2 ANYYKQRY-GITAN--ASLPLVNVGTK--EKAIYVLAEFCTLVKGRSVKAKL-TANEADN
MP08788 EEYFKRKY-RITLRY-ADKPLVDVGG---QKSNLLPAEVCEILPNQPFRGKL-HEEHTAA
MP08974 ENYFKKVYPRINLRYPAELPVINTGTA--KKPVHVPAELCDIEPGQPYRGKL-SSKETQQ
MP10832 ENYFKRAY-RITLEHPDDVPVINTGK---NKPAYIPAELCEIEPGQPYRGLL-NSEETKQ
MP03238 GTYMKSVH-NIDLRY-RGIVGARLSGPN-EAPIIVPLEVCVVQQGQLYKKRL-PDEFTSA
MP03267 GQYMEKAY-NLRLKF-RSIIGVRLTGPRADRPEIVPLELCEVKPGQLYKKKL-PQGLTES
MP07032 AQYFLATA-NVALTY-PNIICIEVGHG--DGISKIPMEKCSIPPGCFMRKEI-PERIQRE
MP08202 ADYYRELNNNRPLQF-PDIICALTASG-----AAFPLEKCEVVSGQIARKQV-PPEVTKS
MP13872 ADYFKKRN-NRPLQY-PDLPCVEVGAG-----ALIPLELCHVPPGQIVRKQV-PPEKTKD
MP13876 ADYFKKRN-NWPLQY-PDLPCVEVGAG-----ALIPLELCHVPPGQIIRKQV-PPEKTKD
MP03288 AEHFSRAY-NVTIQ--PGDLGVRIGQH-----ELFPIRFCKVE-AQLYKSKLQSPKHVKA

MP12999 ERYLQRIM-EGTASLDDFEATIGSGSP STSDTDD
MP07178 AQSASTPTEEQNVWESSSTYA---SDEKEDK
MP07431 e RGVPRAPYGRSG-KELGRKPTAVANNEEIQDLLIDA-RLEKDDA
MP13957 RG GVEKDDV

NC_QDE-2 MIKFACRAPSLNAQSIVTKGRQT---LGLD-KSLTLGKFKVSIDKE--LITVVGRELKPP
MP08788 MIRVAARPPNVNGGEIMSAGLSN---LGFSEASSVMKAFGVQVGKQ--MAVVPGRILPPP
MP08974 MIKVACNPPNVNAEAIVGDGFAK---LGITPPSTVLNNFGIRVSSE--MAVVPARELRPP
MP10832 MIRFACNPPNFNAEAIVGDGFTK---LGITPPSEAFPGFRIEVGKE--MAVVPARELSPP
MP03238 AVGFATLRPQERLDWISARGLAP--VGDYA-RSEYIIESGMEIATQ--PKMIQGKLLDMP
MP03267 ARSFATMKPNERMSHIEGQKSPI---PEFI-LSEYVVQAQMKISQV--PIEIQGKILQPP
MP07032 FIKFASQRPDERLANI-QQCLALRGALDHR-DSEYLNAFDIEVDSNAMPITIDARVLKPP
MP08202 MVEFSQKRPEERLRAI-RDGLNL---LQHG-QSDYVRNFGMSVGQTSFPMDINARIIAPP
MP13872 VLDFATKRPEDRLTSI-RNGVHV---LQYG-QSEYVRQFGMNVDTASGPVKLNARVLNPP
MP13876 VLDFATKRPEDRLNSI-KNGVHV---LQYG-QSEYVRQFGMNVDAISGPVKLNARVLNPP
MP03288 MLDFMPRYPEDRLQTI-RQSWGA---LGHS-TSEFLRGAGISIDPT--PMMVEGRILDPP
MP12999 VLTTYSHESSDDGSPIMYNKGSMEREYDSQPRSHYMVDLPKRQEDQ--IASIDANTSHPP

MP07178 MITFLNDP--------- ARGVQVY------- LSSHMRKQGLHYADR-------- NLFIIP
MP07431 LINFLNSF--------- AKSIQVF------- LSSYMRRQGLHYSDA-------- NLHNAP
MP13957 LINFLNSF--------- AKRIQVF------- LSSYMRRQGLLYSDA-------- KLHNVP

* *
NC_QDE-2 ML-TYS---GNKTVEPQDGG-WLMKFVKVARPCRKIEKWTYLELKGSK----------- A

MP08788 GI-VYG----RGTPQVDDRASWNLRSVKFTIG-GTLRSWAVLLIKDNN---DRDEFQDNR
MP08974 QL-FYA----RKSVSASNGA-WNIMNVRFHRG-AEVRSWWMMVVRDSSFGSTGSVVTGPG
MP10832 RL-LYG----HKAVSANNGA-WNIVNSKFHRG-ARVESWWVMVVRDSAVGGTGSLVSDAQ

MP03238 SV-MFK-----EELKPQNGA-WNVLRQHLNDA-APFTAWAAITFAD----------- RIR
MP03267 SI-RFA---YPHELSPHAGS-WNVVGHQLFQP-RNLHTWAVVWFVE------------ LS
MP07032 SL-RYNDTGKQRVVTPKSGA-WNMLDAKFWKG-GTITHWVMVIYASTG--------- QFT
MP08202 RL-VYGQGSKQPSVEPRNGQ-WNMMDKKFVQP-QQINRWAIVTFDS----------- RFN
MP13872 TL-RYGPGSKQPTITPRNGA-WNMIDKKFSKP-MTIFNWVVVVYEQKK--------- RFD
MP13876 TL-RYGPGSKQRTIVSAEFV-VSLIDKKFSKP-MTIRNWVFVVYEQKK--------- RFD
MP03288 Al-RYGAREHVRINPTKRGV-WDTLNKQFKEP-QSIKTLLVINMTESS----------- T

MP12999 LEGEYT--TGRTAVPRLSPSRRNSIGPRF-RG-AEVRNWWMVIIRDAVAGTQGSLLVDYQ
MP07178 KL LQFFINYLIRNQ-------------

MPQ07431 RL ISAWLGYLTKHH---------——-

MP13957 RL VSAWLGYLEKHH-------------
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NC_QDE-2 NEGVPQAMTAFAEFLNRTGIPIN----PR--FSPGMSM--SVPGSEKEFFAKV-------

MP08788 DPELRKTIEGFVNMCKTSGMNVPEL--PKSTVTANLPPK-KLDGPTRAKAVAEIQSTI--
MP08974 DDNLTRLRDNFAGKLRSCGMMLPNAM-PRLCVTELLPPV--MHDPDRRAALEIIRRSFLG
MP10832 DRNLLSLLNNFSKKLINSGMKVPPTP-SRLVNTPALPRADKKTDPTRKAALEILRTTFRE
MP03238 RAALESYMKSLADCCANLGMKVR----PPIKISEGAGQ--NPERALKEIIDEAARLGV--
MP03267 EDAVKRHIKGLQQSCAKLGMFPQGRMVDPVAYRAGHGN--NPEKALQQALTEVSEKA---
MP07032 TKDVNDAVNTLMDECKKLGIAVENPK-PLIKYCNGQG---VVGDDLRKAGLEA-------
MP08202 MGIARQMVSDIIHAFGTTGMNVIEKD-PVIHSANPQGGPSNITDALKKAGSECARK----
MP13872 PVAAGEMVKGLMMGCVSTGMSVQNDN-PLVFWENGQG---RIADQLRSAGMRAMEAGV--
MP13876 PVAAGEMIKELMKACMSTGMSVDNAN-PLVFWENGQG---CIANQLYSAGVRANAAGV--

MP03288 TNVMQAFVNDLCSVMRERGMKIG----------=-=---- KCTDIKEENPLRGVDEILM-
MP12999 DPTLISLRDKFTINLRSSGMRLPDTL--HTSITPLLPAA-TPADPARKAALSTLRTAFYN
MP07178 VLPGKSESAALTKALNIIEI

MP07431 VFTEAEQLAALEGAKATVRK

MP13957 VFTEAEQLGALEAAERAARK

NC_QDE-2 ---KELMSSHQF-----VVVLLPRKDV-AIYNMVKRAADITFGVHTVCCVAEKFLST---
MP08788 ---KSIPQKPSF-----LFVILSNGDK-HVYSGLKHLCDVYLDVPTVCVHSAKIRKE---

MP08974 ELQKSGGQKPDF-----ILVLLSHVDN-FIYPGIKRIGDVELGLNTIHLQLDKATAEG--
MP10832 ELQAASENKPDF-----VLVLLSYTDN-FIYPGIKRICDVEEGLNTIHLQLEKAMSD---

MP03238 --------- PKHL--FIVIVVLPTNGA-DLRAQVKHWGDIENGVRTQCVRESKLS-----
MP03267 ---HAAGLGPQILQQLIFLVILPQSAE-DIRRRVKHWSDITKGIRTQCVRIDKLS-----
MP07032 --KGQKGTLPNL----- ILVVIPANTG-TIYKQVKFFGDVKVGIATQCVMSPKCK-----
MP08202 ---NGGTHGPDL----- LVVVLPDLGNTEIYRVVKYFGDVEIGVATQCLKASKCR-----
MP13872 ---KGKKVGPNL----- IVVVLPEDGN-EIYTAVKHFGDIKQGVATQCVKSGKAF-----
MP13876 ---KGKKVGPDL----- IVVVLPEDGN-EIYTAVKHFGDIQQGVATQCVKSGKAF-----
MP03288 --HHGKVYMPDL-----TLVLLRDNAP-GEYQAVKRFGDIKMGVATQCVRWNRKIWEGYS
MP12999 ---WFSTNKPDF-----VLVLISYLDD-FIYSAIKRIGDLELGLNTACLELHEALSKP--
MPQO7178 --m-mmeememee- ALVELPLTST-----LARKLPDNFNSALKEVFKV---------
MPQO7431 - AQEELPLTSK-----LAKALSDDLNSGLSTCFGVGK-------
MP13957  -----mememeeee- AQEELPLTGK-----LAKALPDDLNSGFSTCFGVGR-------

. - X

NC_QDE-2 -KGQLGYFANVGLKVNLKFGG-------- TNHNIKTP------ IPLLAKGKTMVVGYDVT

MP08788 -RGQVQYFANVALKVNMKCGG-------- VNHGLDTAS-----MSWLKEASTMLVGIDVT
MP08974 -NRQDQYLSNVALKINTKLGG-------- VNHQLDDNA-----MNWLKKRRTMMVGIDVT
MP10832 -KRQDQYLSNVALKVNTKLGG-------- VNHQLDNDA-----MNWLKKKSTMMVGIDVT
MP03238 -KANNQYWNNIALKLNARLGG-------- RNFIVRSPA-----MARFRSEPTIIMGADVG
MP03267 -KANDQYHNNVALKLNARLGG-------- RNFVAGSPA-----IDWFKQKATIIMGADVG
MP07032 -GANSQYWANVCAKINLKLGG-------- INFIPDSSSSTF-RAISDPRSPTVIMGADVM
MP08202 -GAKIQYWANVALKINPKLGG-------- INVKPDARSAA---ALTDPHNPTIIMGADVM
MP13872 -RAKPQYWANVALKINVKLGG-------- INLVPDPSSVA---VLTDPQNPTIVMGADVI
MP13876 -RAKPQYWANVVLKINVKLGG-------- INLIPDPSSVA---VPTDPQNPTIVMGPDVI
MP03288 ARNCNQYHNNLVMKINAKLGG-------- LNHVTSHPL-----MDHLVNNQAMVIG---N
MP12999 -IIQEPYLANVAFKINTQLGG-------- VNRRLDNDA-----MRWLNERKTMMIGIDSI
MP07178 -RKEVDLWSTLSTADED------------------- DASKAQLLDELVQDGKLEIFDQAV
MPQ7431 -QKGEHVWPDVEMKEMEASGDKEKDKERKRNHSLDLDVKDSKKIKFTTEDGEVELVDDII
MP13957 -QKGDHVWPDVETKDMEPNAGKENDKKRKRNNSLDIDARQSKNIKFTTELAK--------
NC_QDE-2 HPT NLAAGQSPASAPSIVGLVSTIDQHLGQW

MP08788 HP GPGSVK-GTPSIAAVVASVDRYFAQY

MP08974 HR GPGSKE-GAPSIAAVVANIDDNFVQY

MP10832 HR GSGSKE-GAPSIAAVVANDDDSFVQY

MP03238 HP GPGIQR---PSVASLVWSTDLDASKY

MP03267 HP GPGVQR---PSVTSLVWSFDQDATRY

MP07032 HP APGPAMKTMPSYSSVVASMDSHAARY

MP08202 HP APGTTA---PSHTALVANVDSDAIKY

MP13872 HP APGSDG--RPSFTALVSNVDSDTAKY

MP13876 HP APGSDG--RPSFTALVSNIDSDTAKY

MP03288 HP APGSTM---PSTAALVSSWDKYACRY

MP12999 CH TPRNKAESGLSVTAVVANVDEEFVQY

MPQ7178 INGTSES-GWASG-GWGD---------- SDSNGNAWGSGDGTNPWNTGNGSDTPDTPLEW

MP07431 MSDANDTGGWGTASGWGNVEADPDAPGWGDSGGSAGGTWAVDDPW-AGDLAAAAGSLDQW
MP13957 ------ TGGWGNDSSAGS--------=----- SSAGGGWAGNDPW-AGDLAAAAGNLDQW



NC_QDE-2
MP08788
MP08974
MP10832
MP03238
MP03267
MP07032
MP08202
MP13872
MP13876
MP03288
MP12999
MP07178
MP07431
MP13957

NC_QDE-2
MP08788
MP08974
MP10832
MP03238
MP03267
MP07032
MP08202
MP13872
MP13876
MP03288
MP12999
MPO7178
MP07431
MP13957

NC_QDE-2
MP08788
MP08974
MP10832
MP03238
MP03267
MP07032
MP08202
MP13872
MP13876
MP03288
MP12999
MP07178
MP07431
MP13957

NC_QDE-2
MP08788
MP08974
MP10832
MP03238
MP03267
MP07032
MP08202
MP13872
MP13876
MP03288
MP12999
MP07178
MP07431
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PAMVWNNPHGQ-ESMTEQFTDKFKTRLELWRSNPAN---------zcneco NRSLP
PASMELQETK--KEMVTNLAKMMYERLQLFASKNGN----------smmecme- QLP
PASLRIQQTHEIREMVLELKEMMVERLLAY QTKSG----x---xrm-enmemmee SLP
PASLRIQQTHKIKEMVMELEDMMVERLQAYRNKSG-------------xnnnece- KLP
CAVTNIQHPR--LERIANLEGMSEIAIKDFASRFGG-----------ecneenne- TPP
CATTRIQDPR--VEHIQDLGDMARTAIEDFMSANPKTGKDGK----PVIGSNGAPEPVLP
MALLRVQR-R--QEIISDLDQMAKKLLKYHIDYQTQV--EGKS----------- AAQAEP
VADIRVQTSR--QEIIADLGDMARNLLGKYMDYRKNQ--EKK----------- PNFRP
IANSQVQTSR--QEMIDDLQQMAESNIRHYMNYRTNV--EKH-------ec-x- RSAAP
IASSQVQTSR--QEMIEHLQQMAESNIRHYMHNRKNV--EHH---------=--- RSDKP
FASTRVQHPR--AEIIQELTVMLEQALERFKSAN--------mmenmmemmee RVLP
PASLRIQQDPETTGTISHLKDMIVERFQAYRAKNG----------mecmmemmee HLP
-—--QIPDPP TLFPFLG-----PTTLP

—--HIEQPS LWPLLG-----PTALP

---HIQQPS LWPLLG-----PTALP

ENILIFRDGVSEGQFQMVIKDELPLVRAACKLVYPAGKL----PRITLIVS---------
QRVLVYRDGVSEGQFQIVVDEELPAIRAAFAKYDRPGA--RYNPLLTIVIC---------
ERVFVFRDGVSEGQYDTVLSEELPQILEAFNRFNTRERKTPYRPLLSIVIC---------
ERVFVFRDGVSEGQYDIVLKEELLQILDAFKKFKTKGAKEPYRPRLSVVVC---------
SRIFFFRDGLSEGEYEKTAQEEIKMLENIWKVKHSDKF--PKPPKLTYVIV---------
QRIVFFRDGLSEGEYDGVAREEIKALKAVWEQR------- GVRIDLTYVVV---------
KRLIFYRDGVSEGEYQQVLEKEVLLLRQACVDL------- KIYPKITFIV---------
TRLLFFRDGVSEGQYTQVKDQELEVLRDVCTEM------- GINPQITFIIV---------
TRIIFYRDGVSEGQFAQVLEQELPRLRAACEEL------- KIKPKITIIVV---=-=---
TRIFYRDGVSEGQFAQVLEQELPRLRAACEEL------- KITPKITHVV---------
RSIYFFRDGVSEGEFEKVRQYELEAAKAYLQEKYTREKC-PRRPTITFIIV---------
ERVIVFRNGSKPN--DMVLYKELPIILEAFEYFGSSEC--PYRPLLSLILCPKPLGVQYQ

---MTHQIGIVEWSVKKVM KITPPVA
--LTHDTGIVEWSVRRVV---r-emermememmemens SITPSVG---------m--
--LTHDTGIVEWSVRRVA-----nermememmemenae SITPSVG--------nm--

* .

VKRHQTRFFPTDPKHIHF----KSKSPKEG----
GKRHHTRFYPTDAQNADD-----KGNPKAG----
GKRHHARFYPTSAESADF----KTKNTKPG----
GKRHHARFYPTDAQNADP----KTMNTRPG----
GKGHHLVFFPGSRNPADD----GKGNCRAG----
GKRHHIAFFPDRDSYAND----GKGNAKAG----
GKRHHARFFPNDRRDAD-----KSGNCPAG----
AKRHHFRFFPPADGRTPD----RSGNCPAG----
GKRHHVRFFPSTSQDQDP----KSGNCLAG----
GKRHHVRFFPSTAQDQDH----KSGNCLAG----
GKRHHFRFFPNTGDPTTD----KSRNCPSG----
DRPPSPPVSILKQPNAAPLSSKQIHWGRNGPVSFGPARPKVSEPCRFFQIGKCRYGDGCR

----- PGGPTRK------------FKASSEGDIYGDAEAIES------------
TTLK GKSHS PVEA

TTTLK VKSHS GVEA

TVVDR----GVTNVRYWDFFLQAHASL
TVVDR----GVTAVYNFDFFLQAHGGL
TVVDK----GVTGVFDFDFYLQAHAGL
TVVDK----GVTGVFDFDFYLQAHAGL
FVTDQ--NLAIASALAPDFYLMSHQAI
FVADT----ALASPLAQDFYLQSHAAI
TVVDT----EICHPTEDVFYLQSHAGI
TVVDT----GITHPIEFDFYLQSHGGL
TVVDT----TIAHPTEFDFYLQSHGGL
TVVDT----TIAHPTEFDFYLQSHSGL
FVVDK----NISHPIYQDFYLVSQAGL
FLHVLAENHVSSDREGTPASPHLNHVRRASRDDNYRNK----GISGLFQLNFHLQVNAGD
ELIRKLARVELVSWLGWEDDTMDPEGV
ELAANFYQVKLAPWLKWDDGMLEDEGV
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MP13957

NC_QDE-2
MP08788
MP08974
MP10832
MP03238
MP03267
MP07032
MP08202
MP13872
MP13876
MP03288
MP12999
MP07178
MP07431
MP13957

NC_QDE-2
MP08788
MP08974
MP10832
MP03238
MP03267
MP07032
MP08202
MP13872
MP13876
MP03288
MP12999
MP07178
MP07431
MP13957

NC_QDE-2
MP08788
MP08974
MP10832
MP03238
MP03267
MP07032
MP08202
MP13872
MP13876
MP03288
MP12999
MP07178
MP07431
MP13957

NC_QDE-2
MP08788
MP08974
MP10832
MP03238
MP03267
MP07032
MP08202
MP13872
MP13876
MP03288
MP12999
MP07178

ELAAKFCQVELAPWLNWDDGVREDGGV

QG--TARSAHYTVLVDE---IFRADYGNKAADTLEQLTHDMCYLFGRATKAVS---ICPP
QG--TTKPTHYYVVHD-------- D-MNLSADRLQKLTNDVSFMFSRATKAVS---LVSP
QG--SVKATHYIVIYD-------- E-NRFAADEIQQGVNSNSYLYAKATRAVS---LIPP
QG--TVKSTHYIVIYD-------- E-NRFAADEIQQGINDSSYLYGRATRAVS---LMPP
LG--TSRSSHYILLRD-------- D-NNEGIVGIQQLAFSLCHVYAKATRSVS---IPAP
IG--TSRSSHYILIVD-------- E-NGLGLQHLQELAFSLCHVYAKATRSVS---IPAP
LG--TSRSAHYTRIYD-------- E-NNFEVNFVQDLSFLLCHLHARSTRSVS---LPAP
LG--TSRSAHYHVLHD-------- D-FGYTADALQSLCYTLCHVFARATKSIS---IPAP
LG--TSRSAHYSVLYD-------- E-NNFSADALQSLSFALCHVYARSTRSVS---IPAP
LG--TSRSAHYSVLYD-------- E-NNFSADALQSLSFALCHVYARSTRSVS---IPAP
KG--TSTPGHYTVLED-------- ENLENNGDRLQQLAYSLCHCYARCTRTVK---IPAP
TI--MIQYANYTVIYD-------- E-TRFTVDELQQETDENSLLYAKATYASTN-GLMPP

VPRIMERSAGAVVVQDK--VVFEGD----------=-=------- AKARVAVDAISVYNP
LPRIVSNSKGKVVVEKAGEVVIEKD-------==-====n---- ARDTVSV----VDKP
LPRIIGNSKGKVVVEKAGEVMIEGD--------=-==-==----- ASHTVSV----VDKP
. . . -k
----- AYYADLVCDRARIHQ--KELFDALDEND-SVKTDD--------------FARWGN

----- AYYADLACERGRCYI--HQLLQ-GNTSVNTSSANA--------EQQVLNEATKSW

----- AYYADQACERGRYYL--QDFLT-GES-DTASSAGRGALAREAEKQRVFEAAKKAW
----- AYYADQACERGRYYL--HDFLT-GEEKDKTGSKGKTTPAKEAEKQRVFEAAKKAW
----- VY-----CKFVYFIVH
----- VYYADLACDRLKFHI--AHNDKRVNHSDSSIVGDE--------EEFNLDLWRAAY
----- VYYADLVCTRAQNHY--DPSAP-PNPDP--------------QSDDPIKPYRDAF

----- VAYADLVCGRARNHY--SQDLQ-SEVGS---TRDG--------GSTELEAMRADF
----- VYYADIVCARAKNHY--DPAGS-VNLSD-TFTTDS--------AEATLESYRQSF

----- VYYADIVCARAKNHY--DPAGS-VNLSD-TFTSDS--------AEATLESYRQSF

----- VYYADLVCGRARFHY--DEQ---VFRSDDASVRSG--------EEFPIEYFKSKF

----- SYYAHQACKRGKYYLSSKEFTD-GAKMDGSSRRDS--------NAGGFEAARSPL

SSGLAAY QPISD TITILVEPHVVEHLRTGM
QPG--AH NPLTD NITIFLQPSGVEHLREGM
QAG--AH NPLTD NITILLQPSGVEHLREGM

T —— GAVHP-NLRNSMYY |----nmeemmemmecmenmenas
[ —— RGVAGPQLKDTMYY L---mrememmemmeecmennes
[ T—— QGVHT-DMRNTMFY |--mnmemmemmenmemences
[ —— KGVHS-DLRSTMFY [----ncmemmemmemmenmea

YFL

--ISLHTKPLMNAT-LVNHFNFPPSILVV

LHPSVHWAVVVVVVFLVRHCSF---VVLM

TLTSYHIV-rmrmemememememeeeeee
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MP07431 TLTSYHAIY ---mmmmmmmmmeeeee
MP13957 RN ES) 7 P ——

RdARP
CLUSTAL format alignment by MAFFT (v7.427)

NC_RdRP_QDE-1 MNPITPRKRNSPVEEIINRLNNDYNLGLQCVADTTLTPHRRKELAESDEDFGRHD-KIYR
MP08656 ML
MP00604 MS

MP02213 MSQ STDY FNSSDDELIR
PB_RdRP-2  MS YRKQ----TPMPFQKHG-----
MP11137 ME IFIRNVDFFTSQHDITR
MP09882 ME VFMSDITYSTNTNDVIR
MP02297 MD LNIKYLPNDVNDWDLTR
MP10417 ME INIANLPFSLTRSELTQ
MP15899 MP PEYTL RQONLTIEDTSWS--------

*

NC_RdRP_QDE-1 ALNFLYWRKDDSL-----NQAEANFFIEAKAASSNWVP---KAHADPDTLPWSKEPPRAA
MP08656

MP00604

MP02213 RVP-SVLLGPKNDKGASPNKGRIPPR----------- PVTGPSNTDPDLLERTKRGPATA
PB_RdRP-2 ----SYNRSRGYM-----SYLVTNL---------------- DHQTLPS------------

MP11137 TLA-SHLHESPYT-----TGAPLNF---------------- HVRMF---KPRKKGDRHLH

MP09882 RLA-SIFHGPGYAGLF--SNLPLNF---------=------ NVRLFPDTNP--RRGRRNH

MP02297 IISKAILHNDDFLPKPDPDARRINF---------------- QAKVNPS-----LAGGVRN

MP10417 KLAEDILHKDDFLPLPSPEARRINF---------------- DVKLQPN-----RAGGAGS

MP15899

NC_RdARP_QDE-1 TAGQQWALQTVLLEVLNRFM---------- PPPNNTPGRTFGRTLSGPSGLSRPTSTNTK
MP08656 IESPPKTPK--------mmmememmeeee-

MP00604

MP02213 SSPRWLAAPLN--PNGDSSRIEF--------- PPSLPQQLN------ PSSLKHASPLLDK
PB_RdRP-2 - TIYSVFQKFGNVNRVELG-LNGNECADGTATVQFVGSPQNLDLNNKGIKID-GR

MP11137 QGCGALTLPTE--EVGRMFLVQYG------ GAGPRSYVSIRGRKLAFQLSNRALSLDILI
MP09882 SGKGLLTLHSV--ELGQKFLLEYGELNG--GPPPTQTVLFGSRRVKFFPSNKHARPDIVR

MP02297 DGTGVLTLPSA--GIGHRFLDWVK---------- VNPLKIRGNKIKFYRKWEPPRHFLVM
MP10417 NGQGVLTVPK---RVGARFLRWVQ--------- GEPLEIEGRLIRFYRSDRSPTKYFAS
MP15899 ----- FTIPQ

NC_RdRP_QDE-1 RKDEPANVTFADP------ PKRSLTRSATGPPIHGAAIPLKFPDPVNTGSKR--------
MP08656 ------ FKPSLRP
MP00604
MP02213 RKEKA----RAIPQGLESTRRALSKTNSAEDSMHVIKDPALLKEVV--------------
PB_RdRP-2 AVKIE---PNLDFSPRE--NRYGKPMNKIRFQSRSFSMGTMVKPDK------- LVEHWTT
MP11137 SIQNS---PYLDPAELEERERISKLLDSNPISLARLQFGWDCRDHV------- FSVEWDF
MP09882 KISKE---PYVDPAALEEKERREQFTASTTVEITSLSFGWECRDYV------- YSSEWEL
MP02297 TLLRT---PFADP-DIEEAHANKVFQLDDKLRVDIVQFGVFFKPPGA-SSVREYSVEWQH
MP10417 NLERT---PYLDP-KLEEKHSKIVRDLEYGLPVNSVEFGLFVRPSVK-GKGR-PSIEFSV
MP15899 HYLSP

NC_RdRP_QDE-1 ----PSLESENLNQCTKRAKGKLSDNVAAA------------ AAPPVPIASALDKVPTRR
MP08656

MP00604

MP02213 - AKQGRGLSTPQKARVMTTSGTSTSR------------ SRSRIPFKVSKEHKDRVY
PB_RdRP-2 Q----NNCALIINFDMRQYHIFFDHGNQK------------- YRAEFKFKELLDIVELER
MP11137 PCL--HGSALRFDAENRRICLQLARVQRTNPLADILGFDFAETFPTLPQEVLVHFSTISY
MP09882 QCV--PAAELSLNLDRRELRIRFEHT--------=-=----- SYPSGRLAIAVQLSSILQ

MP02297 DYAKTSTAWLKFEYGHKLIRIMLGNP---------------- MTEEIGYSIAINFASIQK

MP10417 ECSVRKQASLFFDYDRKVIKIAMSDS---------------- SAGSSKEHVLIRFADVLR

MP15899
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NC_RdRP_QDE-1 HA----NTRDPTATGHRRADQVDSFDTSQGTSYGSSVFSACRHNQSTT----QSS-FEA
MP08656
MP00604
MP02213 DI----SDSDPDVTMQLVSD--SSSDESQDSLFDKNDPPGSAATSRTTSLASVNNT-TKL
PB_RARP-2  EE------ NTWYF---eneee TFQLRYPARFWRQNPNAIRETKTTLVADSQWERVVKI

MP11137 ITCYRDSSGNTIIHL---------- TLSTPPQFIQ--------- GQPTFLDKPVPS-LRY
MPQ09882 AHTYLYHTKDPVIFL---------- SLDHAPSFEAEP------- GTPGSLRQRLPF-LPI
MP02297 IG----VGYDPAAYV-------- CFDTLTPPIFECEE------ FHRTLTGDERQDN-RKY
MP10417 VY----VNCSP-DYL-------- IFDTAIPASFEHED------ IYRATIGDDRVDN-RKY
MP15899

NC_RdRP_QDE-1 P-PSQPREKRPVDATVFEAGH----LIESPSKGRTTKSHIDNQPLSSSSQGETS-FSTYY
MP08656 LDASVDTR------

MP00604
MP02213 P-RKRSSTERPKSPSTVRAPK----IPRTPSQNSP------ SVCRELTTSSEKA------
PB_RdRP-2 PMETSGSTTAFKGVTLNESKKTPVTLILPPGMIQLG-SWL-VYRLKMKVTPDQK-DSFYN

MP11137 PFLRLSDADR------=-=--=-=----- RPHSEIA-PYL-SLELRLVCHTLTQ-LAMFE
MPQ09882 PGHERVA-PFT-SESLRLTCRSERD-LRVFK

MP02297 K-HRVGSLN-------------mmmo- AGHARVA-PYCQKLRLVLYDRGEHDVIDHFR
MP10417 K-QKIATLN----=-====mmmmmm e ASHESIA-MYCYSVGITLHRDGPHDVVEQFC
MP15899 PNPNPL-------mmmmmmmeee FG

NC_RdRP_QDE-1 E--------------- SFPSSGGEGAIPEPSRSNGLAR--SEESARSQVQVHAPVVAARL
MP08656 DTKR-~-=mmmmmemmmaman e RRLDSQASVVLE--TENGIKPIIIASDP------

MP00604

MP02213 EAGRLLPSP------- NAPANRGPASERADSDHSVLERIWSNVSLPTCVIVHDT------
PB_RdRP-2 QLQMAANYNVLRRDFLDTPS GLHLKIIASNT-----L

MP11137 ELAAEAGLNIPIQN-EFYP---------mememmmmmeeee VAKRGLFS-----AASL

MPQ09882 DLGRTAQMH-SIRD-YEHP-----------mnmeemmmemme LERRNLFS-----REIM

MP02297 KLCKIAELA-DSLI-IQLPRTS----------=------- NIVAGGHGLFD-----GRLL

MP10417 KLSRLAGLP-NERI-VEEK-------=----=-=--m---- IEVLGYRLFSDKPRLGIPL

MP15899 KCIR FTQP

NC_RdRP_QDE-1 RNIWPKFPKWLHEAPLAVAWEVTRLF--MHCKVDLED-----------------------

MP08656 -TLQPLFQKYR--TPPAVQYEIARLLSAKNKDSDVQRFVEPLLQIYKFTNS-----SNKP
MP00604
MP02213 -QVQRLFDNPKTCVGWGTQFALARGV--LNGDWTWENIVDKIPQLCGPDGE---------

PB_RdRP-2  PRRNTHLERATM-FPYDVLYMLESVI--LNHYFDE---INLDQDFYDMIKE------LPH
MP11137 SAFFEWIKR----LDFHVAFQIERLL--LEGCIDPTEILELQEDIDGLVEAARRRGTHKG
MP09882 EILSLNFQR----ASWPVAFQLEKLM--RELILDPQEMIRIMHHILRMTRD------HGP
MP02297 YNLRNNFKR----FDWSIAFQLEALL--YNCLLHTGEITELLPRIHKLYEG------HTD
MP10417 RKLRHGFQS----FDWPTVFQLESLL--FHGILHTSEIDEISNRVLKLYKE------QPK
(V[N  —— KLVFQIQKFPY

NC_RdRP_QDE-1 --------- ESLGLKYDPSWSTARDVT-------- DIWKTLYR------=----- LDAFR
MP08656 NLDGVAKLHAHVNVNHDGRISEKEYLAT------- APWSEL----DLEERVLS--RNQLG
MP00604
MP02213 ----KMHLVPHIMLGHSQQVDNSTGLE----------------- LDREQASII--ENKGR

PB_RdRP-2 SI--TCGILEIVSNSKKRVWDPDTEFR-------- KIWDTLRMKVCHKRKI----PDHCT
MP11137 DY--IAMVFRDFGQQAYELCLSKSGVQT-LKQCFQKVKRTH-DRLSNTALVTSRDDDGIF
MPQ09882 RH--TSKFLKHFGQSLDRMW--RDGLDGTVEECFLLAEKSFADQVKAPSLIPS--EGSLF
MP02297 DHFYVSSILREYARALRDRSSKENPFQ-----CFERVLSKF-----NPIELKL--SRGNF
MP10417 DS--VAALLRTFNSHIPYLTPGETAVG-----CFEELTSAA-----PSSLLNL--PLGQF
MP15899

NC_RdRP_QDE-1 GKPFPEKPPNDVFVTAMTGNFESKGSAVVLSAVLDYNPDNSPTAPLYLVKLKPLMFEQGC
MP08656 GVGHTALAPQEIEIFGNKLLPNERATGLYYGGKIDFIGRVEKERGLYRIRLERASKGPSN
MP00604
MP02213 GLG---~-mmmmeeme LKGHWMGEENWYGGKVQFV--VSFDWKNQKFQLENVEMKRST
PB_RdRP-2 MMRKLVVTPTSIY IQPPSLETTN
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MP11137 LCMHVQITPTGMI FDGPIPERSN

MP09882 DSLHVTITPTTMY LDGPFPERSN
MP02297 GCYHVTFAPTSMI LEGPYPTQSN
MP10417 NCYHVTFTPTRMI TEGPYPTQSH
MP15899 N

NC_RdRP_QDE-1 RLTRRFGPDR---FFEILIPSPTSTSPSVPPVVSKQPGAVEEVIQWLTMGQHSLVGRQWR

MP08656 KAKRRFGSRN---FLKIKIPLGLFK-------------- NQDDIDKCFQRPFVLWESVFR
MP00604 F LLRPFVFCGNIYR
MP02213 RFARMLGSRR---LLQVRVGKYSSS-------------- DAIDVKRLLSRKFVLNGRVFV

PB_RdRP-2 RVIRHFRAYTDR-FIRVQFCDDGMNRISASHTGLSN-NEVYDRIYKVLTNGIQIGTRRYD
MP11137 RVIRQYKSEHHHNFLRVSFNDEGRLQLQFNREIDGD-DFIKRRVQPFFREGLRVAGRVFY
MP09882 RIIRSYDRKYHECFLRVSFLDEGSMQYRFDRDMDGP-GFIRNRVGKLLLEGLTIAGRKFT
MP02297 RVIRRYEGFEHH-FIRVDFRDEDRLQYRWDREVDGT-SFLEERVGGILKNGFDLGGRQFE
MP10417 RIIRRYKGFEDH-FIRVDFCEEDRTKYGDDREVDSI-PFLKGRVGNILKRGFPLGGRHFQ
MP15899 RILHEDDPLK---FVLCSFGD-----LRFPETPLR---TTGEYIHRVLKGGVWLNGVQYR

NC_RdRP_QDE-1 AFFAKDAGYRKPLREFQLRAEDPKPIIKERVHFFAETGITFRPDVFKTRSVVPAEEPVEQ

MP08656 AFL-mmmmmmmmmeeeeeeeeeee GKEDTVLLVRTNETYCGGRFGT--------- DMS
MP00604 AFY e EKDKTVFLFRTNELSVGNSISST-------- RAV

MP02213 PLP-----mmemmme e eeeeee PKDDAFYLVEINEDYERSGISA--------- LGD

PB_RdRP-2 ~ FLAFSNS-------------momm- QLRDHGCWFFAPTKD-----MTA----------- S

MP11137 FLGYSQS------------------ ALKEHAVYFMASFEQDGK-QITT----------- A

MP09882 FLAYSQS------------------ ALKEHAVWFVKPFQDPRLGRVDA----------- A

MP02297 FLAYSGS------------------ ALREHSVWFISPFNHPIEGFVNG----------- N

MP10417 FLAYSGS------------------ GLRSHSVWFMSEFHHPLEGLVNA----------- A

MP15899 FYGHSNS-----------m---oo- QLRSRSCFLREANGDEEL------=---===--- D

NC_RdRP_QDE-1 RTEFKVSQMLDW------------- LLQLDNNTWQPHLKLFSRIQLGLSKTYAIMTLEPH
MP08656 STSMSLYEFISW-----nnnnn--- FNPPKNNDKQVLCKWSSRMALLWSSSVPGPQLLHK
MP00604 PGRLSLADFLEF------------- HNPLGLNSKQTVAKWASRFALGLSTSAPGLKLKVE
MP02213 NLRKSLGWVLNW ----nnmnnnee HNPIELNANQPIAKYFARIALGLSPSIPVFEFDVK

PB RdRP-2  MIRDWMGRFSH-------nnmemmmmmmeea- VKIVAKNATRMGQCFSSTRPICQLNKE
MP11137 SVIESLGSFADL--------------- PFDSKLIYCPARYAARISQGFTATDPT-TTEVE
MP09882 Ji\[[o]ci[c] 7.1 CE—— DPDLIRCPARYAARISQAFTATDAT-EVEVE

MP02297 TIRDSIGDFKNLNESDYTEEDKAFDFYKKDLKLLKQPSKFAARIAQAFTATDPSVKIRRD
MP10417 KIRDSIGDFRDLRIEEYPEQERR--FYQADQDLLRHPSKYGARLGLAFTATRPSVRIRRD

MP15899 QRLYGLGDFER---------=-=--=-=----- IMNVAKRAKRIGLLFSEAQVDYQLDPR

. - ke .
NC_RdRP_QDE-1 QIRHHKTDLLSPS------ GTGEVMNDGVGRMSRSVAKRIRDVLGLGD--------- VPS
MP08656 NI-HFIDDEMS-------- CEGSDMTDGCGFGNLSLFKAIREKFGLEE--------- LPC
MP00604 NI-HEIEDIIS-------- VGGEDMTDGSGFINQAALRLLONKFKWDE--------- WPT
MP02213 NI-EFINDEVVPSDNPGKPPSEKILTDGCGLINAAAMRLVADSISLVP--------- VPA
PB_RdRP-2 DV-ERIPDVER--------- NGYTFSDGVGMISPALAREVAATMELKH--------- VPS

MP11137 NIVLDLPDIESTDKN----GKKQIHTDGVGTMSPEFARSIHAERQSRRRGRRRPLSEYAR
MP09882 EI-LPSNDITTVD------- EEYSFTDGVGTMSRELAQEIWKELKATKRRSRRNRT-KVA

MP02297 QW-EMVEDLGE--------- EPYLATDGVGTISESLADEIWDALCKDRTEWYRSRYVRPS
MP10417 QW-DIVPDIEG-------- DKSRLFTDGIGTISEELGDEIWEMLHEDS-AGFDSSSVKPS

MP15899 YI-IDIPDIKI--------- GDELFSDGCGLVSKRLAVMVSKQKKIIFRGVRY----TPC

* *% %

NC_RdRP_QDE-1 AVQGRFGSAKGMWVIDVDD-TGDEDW-IETYPSQRKWECDFV---DKHQRTLEVRSVASE
MP08656 AIQCRVAGSKGMLLYHEDKEDNGSPQ-VWLRKSQRKVRYPISLLEDPSHRTIDVLRVSRI
MP00604 AIQCRVAGAKGMLLQHPDN-GNHEPE-VWIRPSQTKIRYSNN-GEDECRLIIDVLRSCHS
MP02213 AIQARLGGAKGLWILDPHD-EDPLPK-IKIRNSQNKIQYKEL---DRSHRILDLLAISRP
PB_RdRP-2 AFQFRLAGAKGVLTVASGL---TGRK-VKLRPSQIKF-------- DSDHLVLEVIRYSTS
MP11137 VLQIRFLGSKGVISVDHTL---SGKT-VCLRPSMVKFL------- GTPSKRIEIAKVFDK
MP09882 AYQIRLMGSKGMLSIDYKL---KGRV-LTLRPSMIKFQ------- APESNNVEIARAFDR
MP02297 AFQIRFLGFKGMVAVDRELDKHEGKIRMRLRPSMRKFSN-----RSVVEADIEIARAFER
MP10417 AYMIRFLGFKGVVAIDKHLGKGQGNIRMRLRPSMRKFG------ KVTDEAEIEIAQSFER
MP15899 VYQIRYLGYKGVLMLHPAMDKAKSHL-AEFRKSMKKFT------- TTHNHTFSVVDYSKP

.3 .

* * * *
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NC_RdRP_QDE-1 LKSAGLNLQLLPVLEDRARDKVKMRQAIGDRLINDLQRQFSE-------s--zm-o
MP08656 RSPARLSIEVITNLHHNGVPASVFTNFL-KSNLEGAVLPMLAWDLDKDPDAMIKLWHTIE
MP00604 RSSCVLGTETIINMAENGVPAKQFFKLL-DEGFDRLITSLTTWEGE---DAMYNLWATVA
MP02213 FATPSLSKQSVMNLHANGVPSRIFKELM-RVGVAELTDSLTAW--GRDCRDMLALKDTVM
PB_RdRP-2  -IPAYLNKQIITILSALGVEDNVFLTLM-DDMLKTLNSMLSN---------emnece

MP11137 PGMFYLNRPLIMLLEGLGVPYPSFLKFQ-DMAVADAERSIES---------x---=--

MP09882 PMNFYLNRPLIMLLEGLGVPYETFEKYQ-DKAVYEVQQATKN--------xcmnenmee

MP02297 PNKSYLNRPLVTILEDRQVKKQAFLDLL-DLAVADVY TIEDS---------x---=--

MP10417 PNRAYLNKPLIMILEDKGVKEKVFMNLL-NDAVADVYRSDDT----------smeecn

MP15899 YAFGRLNNDIIVLLSSLGVSNDTFLEKQ-REYHGWIREALLD---------smeecn

NC_RdRP_QDE-1 ------------ QKHALNRPVEFRQWVYE-------------- SYSSRATRVSHGRVPFL

MP08656 QTENVLLARRARQSVTDIRFRGFNDKEKDEDLDDEDDLDENNGGQQHSTAWWPD---PN-
MP00604 RLGGVRAARVARAQAGLARVLGYSESDAQDD-EDEDGLDEEE-SEESSVAWWGD---EI-
MP02213 HVSGVSAARAARIAGTLSRALGYSGRSKDSV-QSNIDLGQAE-AEGTPPERMINGRCPD-
PB_RdRP-2  ----m--meemeeee PSEAIKVLNSNIDE

MP11137 -mmeememmeeees FSRACSFLEGHGL
MP09882 ---m--meemeee- LADAIRMLETFGL
MP02297 ---mmemeeeeee LEASSGFMRDHSL
MP10417 ----meememeeee- LERSYSFMKAHSL
MP15899 ---me-eeeeoee- PIKAFMFLSADEPE P--
NC_RdRP_QDE-1 AGLPDSQEETLNFLMNSGF----------- DPKK-QKYLQDIAWDLQKRKCDTLKSKLNI
MP08656 SHCPSSLAETVMELAAAGF----------- TPQG-CLFMRNKIFQLMKSQIRRKCSKQNF
MP00604 SGQPSSLEETVMRLLDAGF----------- DPYT-CSVLREKLSAIVTTHIQNYGAKYRI
MP02213 SGLSESWGEIAGEMLQSGF----------- HPLD-CAYLAEKIKHVLRKAIEDLISNCKI
PB_RdRP-2 ---FGTTQTMIRMIQAGF----------- MDKK-DPYTVNLLNMFRVSMLKNLKKKTKI
MP11137 -GASFRIPSVLTNLPKLGV----------- FALSEDTFYQKFMEYGRNHVLRLLKHRARI
MPQ09882 -GTSFRLTSVMLNLSRLGI----------- NNMDWDPFYYQMLQFAVHHVLRMLKNRARI
MP02297 -GTSENIPWILKQLHQRGSYIGTHSPSKSSVNID-NPFLQQLREVGRMDVLREIKHGARI
MP10417 -GLNYRLAWILEQLERLGCCIGSQPDHR--VNID-YTFLKDLRKAAQSSVLREIKNDARI
MP15899 -GLAE------- RVLLDGL---DDPHIQ--SAIR----RKQMKEVASFKGERTNKDRTRM

B .
NC_RdRP_QDE-1 RVGRSAYI--YMIADFWGV-------------- LEENEVHVGFSSK-FRDEEESFTLLSD
MP08656 DVPMSAGA--FAVPDPYGV-------------- LEEGQIHFKSSRREFLRPNGLMVDTLE
MP00604 EVPMSCMT--FIQPDPLGV-------------- LEEGQIFYKSAHRNLPTVDGHFTDTII
MP02213 PLQEGQAFQGYVIPDPFGV-------------- LEPGEIYYRSSTGWIDPATRRMHFNAYV
PB_RdRP-2 NVPEGAFL--LGVMDETGS-------------- LQEGEVFCQVTEP---SAQSSRKRIIT
MP11137 PVPGAWNL--VGIADIHRY -----=-------- LRPGCIFVCIKPI-----DQSRPIYLE
MP09882 PVPGCWTL--VGVADVHGH-------------- LEEDEIFACVKPV-----DKP-AIYLE

MP02297 PIPDSYLL--VGVADEGPAYEKR---GYEDVYTLPEGHIFACIQRP-----DDPEPIYLE
MP10417 PIPDSYLL--VGVADEGPAYRDREDLASESIYELREGEIYACIQET-----GDSEIRYLE
MP15899 IIPKSRLL--FGVCDPFGV-------------- LKEGEVYVRITTG-----RGGVSTLIY

. * * .

NC_RdRP_QDE-1 CDVLVARSPAHFPSDIQRVRAVFKP------ ELHSLKDVIIFST------- KGDVPLAKK
MP08656 GPVLITRNPCKVPTDVQKVTAVSHP------ KLNNIVNVVVFST------- KGKRRLIDF
MP00604 GPVLVTRHPCKLPTDVQRWDAVDCP------ QLRDQTGIIFFSI------- KGRRRAADY
MP02213 GDGLVWRYPLRLPSDIQKVKVVDRP------ ELSIFQDVIVVSSKPILDPNMGLISIMSI
PB_RdRP-2 GDIVVYRNPCFHPGDVRVVNAVDCP------ KLRHLSDVVVFESS------- QGYRDIPSM
MP11137 GPVLVSRSPTIHPGDVQIVTAIGAPPPGSPFEQDDLANALVFST------- TDDRPLPSC
MPQ09882 GPILISRSPIIHPGDVQVVHAIGKPPEGSCFAHEPLPNTVVFSI------- KGARPLPSF
MP02297 GRCTISRSPVAHPGDVQTVHAIGKPPTDKLCLFAHMKNVVVLPS------- RGKRSLASK
MP10417 GTCAICRSPLTHPGDVQRVQAIGKPPAGKRCFFAHMKNVVVFPC------- KGKRPLPSC
MP15899 GDVLVVRNPCLHPGDCLKLRAASCK------ ELAHLTDCIVFAS--VAR--PGRHAAPSM

rkk k% .

NC_RdRP_QDE-1 LSGGDYDGDMAWYVC---WDPEI-VDGFVNA-EMPL----EPDLSRYLKKDKTTFKQLMAS
MP08656 LAGGDYDGDRTPVF---WDPQI-VDPFTNA-DEQFSKEPPDVEAAFTLENTLSVKDFNTQ
MP00604 LGGGDYDGDKALLI---HDPSL-VNPFVNA-DICFADPRNDIEEKCFVKGTKKLLELVVE
MP02213 LAGGDHDGDTVSLI---LFAPI-VASFRSQ-PYTM---NPEPIEKYFKKEVEQASQFVTR
PB_RdRP-2 CSGGDLDGDDYTIY---WDKRL-LPPTRNYTPMDY----EPEKPLQVDE-VHIS------

MP11137 LGGGDLDGDEYNVIPLNTLPEFWIDRNRIQIPGEY----PPAKRRELKRPCTMD------
MP09882 LGGGDLDGDVYNLIPLSVLTEF-TPANTYQ-PAEY----KKAEKKMLNRPSTMA------
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MP02297 LGGGDLDGDLYDVI---TYPEL-QPPLDNK-PMSY----EAGETLTLKEDRTVEP-----
MP10417 LSGGDLDGDMYIVI---QFPEL-LPPKHDS-PASY----EAPKAQLLSRKCNIE------
MP15899 SSGGDLDGDKYFVC---WDPDL-VPSIVAE-SYDY----PPNKERPSKS-VSRA------

k*kk kkk

NC_RdRP_QDE-1 HGTGSAAKEQTTYDMIQKSFHFALQPNFLGMCTNYKERLCYIN-NSVSNKPAIILSSLVG
MP08656 AAECQKAKLEIAVDLQHYLLGGLRDPHLIGTYSFIHEKCIYVY--GYEHPITVANAYKFC
MP00604 HAPTKENPLACIRALQGFLLGGLRNISRVGQYSNMHDYCTVTK--GLTHEDTIRMAHMFC
MP02213 LQAMESTDAQVLFLSACFL--GLKD-TRLGKISIFADTARDAC--GYSSHNHIVLTYIFN

PB_RdRP-2 =~ -------m--me- HILKFYINYMNN-DNLGQIANGHLATADMAFDGALNGSCKRLAQLHS
MP11137 - DVADFVMEYITH-DVLGMVSINWRILADQT--NIFNPDCMKMAALHS
MP09882 ------me-- DVAEFVMEYINS-DLLGHATNWLIIADQSQQGVLDPDCLKLAELHS
MP02297 - RDICDFIVNYINS-DVLGLLSDRLLVIADQSKDGIYDRDCEKLAKLCS
MP10417 ----mememe- DVCDFVVTYIHS-NVLGLLSTRLLTIADQSTYGIYDRDCLKLADLCS

MP15899 ----mememee- DLANHFAAYNNS--GLARVAALHAKWVRGSPKGALSTECQELNALHS

NC_RdRP_QDE-1 NLVDQSKQGIVFNEAS--WAQLRRELLGGA------- LSLPDPMYKSDSWLGRG------

MP08656  AVMDAPKSGRKLMDRY--mcsmrmmrmeemenna LSRDRSLFPYEKVL---------
MP00604 RTLDGAKTGLMVKEDY---neememmemmemcans FAADKKSYN-RGVM---------
MP02213  TMMDGGKTGLTLRPSA----<--smeememmemmeas FEKLSSTHTANEAT--------

PB_RdRP-2 SAVDFPKSGIPAILPD----DLKVRCFPDFM------ QKKDKESYPSKKVLGKIFRAIDN
MP11137 LAVDYPKSGNPVPIQD--IPKRSNEKLPDWYAPETMYTLDTSKYYPSQKAIGKLFRAIAL
MP09882 LAVDYPKTGMPVPHKS--IPKLKFKAKPDYQAPETANISSNTNYYPSQRAIGRLFRRINL
MP02297 QAVDYPKNGIPVDLDKDRLPNTLIRCKPDWHAAEVV-DPRGTDYYMSTRALGEMFRKVRL
MP10417 QAVDYSKHGVAIDLESNPLPRKLMRCRPDWQASTDP-SPRETDYYESTRALGRMYQKCLK
MP15899 QAVDGASVKIPERLTS--PPEPPGDFILDLLAKA---ATAFAEEFIQTSMIASGGGGVDR

NC_RdRP_QDE-1 E-PTHIIDYLKFSIARPAI

MP08656 -------- PWKKTIDRLSGTSKDTS-TGTIELRR--------- AGDQRSFIMDVLVQEAE
MP00604 -------- KWKKPAIKSSMKSQYVSDDGGMKVER--------- PEHLGPFIMDSLVKYS-
MP02213 LAN PTRACTVLE--------

PB_RdRP-2 SDYKEY KTKLISTTKYDVRLRVK

MP11137 DAPQNV-VRSGRKQRRRAR--REAVEEELDELADDFVDLAVEMHDPLSTAVEARVTEFID
MP09882 PPLQTN-VPLGRDQRRRIRDGQDGSGGSVNNLARSLANIRIP-DNPLVEALEEHVGQY--
MP02297 AEPTDI-ASTLSNPSNSST------=-===nmnmmmmmmmman WTAISGILSDIIVSCFG

MP10417 DLPH---YRPPENNNAHSQ PDALSSILKDKIRPYLD

MP15899 EDHERILLRLLQNQNQHNTISEY QLFTL AWRFCHKFSLPLVSYMG

NC_RARP_QDE-1 DKELEAFHNA--------- MKAAKDTEDGAHF-------WDPDLASYYTFFKEISDKSRS
MP08656  --GLQDFWMA--------- RAESIFDKSSDPICKTFILGADKDLLAPWEFYQARA-----
MP00604 ----mm- 3 E— RAATFERQFKERMLKHKKHIIDEHLVGPWRKAEKHAQQRKE
MP02213  --ELQDFGMKRQRECMQHYQKVAKDPQGPER--------- DPALLLPLQELEGRLQQLTK
PB_RARP-2  —-GMERYVL------ EARTLKAN---------=- YDRDLLSLMNQYGIQT-----

(V13K 7 AR — IDDSLDEE----------- AKDHIRDLFQNYRSSLESICS

MP09882

(V1=T07 1 A — V]]=To]o]e]V o um—————— SDQIAQIFHRYRDELRYICA

MP10417 -e-eememmemcemennes TetYol o) =] N S—— SDTILGIFRKYRGELRYICN

MP15899 HFDLGAFTAQQKYAILST-MGLGLDKERHPQFWNSL---FRSDLLNERDLYQRCLDRPFS

NC_RdRP_QDE-1 SALLFTTLKNRIG

MP08656

MP00604 K

MP02213 KS Peeeee

PB_RdRP-2

MP11137 ANTLAS

MP09882

MP02297 THTLSNT Poeeee

MP10417 THILSET Peeee

MP15899 IQRLYSSRVNGLATFFEYLRMAMQEY TRKVLVLKTDDRFAVGIFMRGEIPWDEDPIVKDN
NC_RdRP_QDE-1 EVEKEYGRLVKNKEM-----------

MP08656 VGRPHTLNDLQIKNHVES---------------
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MP00604 GCPLDMQVLDEIRNHVKK----------mm---
MP02213 ATAEFKREELNQIRQHVQS---------------
PB_RdRP-2 EAEITSGYNKWLKK-----------
MP11137 GPTAMLTEEEAIGTIVA------mmmeme-
MP09882

MPQ2297 G--VTLLEAEVVMGTILA-------mmmmmmv
MP10417 GHPSALQESEVVMGTILT-------=m-----

MP15899 VVVCSFLPQTTSTLSTYRPCTADYRLHCSDVNLQLYDKLRGNTFIFLTIPPRASGAEVVA

NC_RdRP_QDE-1 RDSKDPYPVRVNQV-YEKWCAITPEAMDKSGANYD

MP08656 --VLDEFREKYDRT = FeT (] \V/ C——

MP00604 ~-MYEKHREQVKKM-=-----ennnee RPKGNGGHFTDLPIEV----------e----
MP02213 ~-LHGLYKQAVQQAIHNK-----PESPRKKAKQDRQHRKD-----------xn-ec
PB_RARP-2  SNRKSTHEIQQQAM------------- TAATNLK

MP11137 ~-NTSQPRKRLDH|-------------- RKLREQT

MP09882

MP02297 ~-KCSQKRWRKDRI----=------- FRMRNHA

MP10417 ~-RYTDKNWRKDRT------m---- WRMKHHT

MP15899 SIALQKFSARVQRQ-+------------ LGRLNRQPVTGIEIHVVSNRDRVSHQLFDLW
NC_RARP_QDE-1 ----- SKVIRLLELSF

MP08656 - RQDTLRRLSKAF ISFPKP

MP00604 - RQNQLRDLSKEF ASYPNP

MP02213 - KKQKQDIAHEF SQP

PB_RARP-2 - NAWRKEFEKEF LSGSTT

MP11137 - DTLVRAVRESL AGDDDI

MP09882

MP02297 - GTLVNEVKKKF ATGKDK

MP10417 - GMLVRDVKVSLKA LNAEGVDP

MP15899 FEHVPTEQRVRRFEREVAPYSLNEIKDVKWDEHPPWMQTMFYPKQDQDVVTRL-LQGKTP

NC_RdRP_QDE-1 ----- LADREMNTWALLRAST AFKLYY
MP08656 DDLESVMDE--ETIARLRAS YAYH
MP00604 DDL--MLDE--DTISRLRAS YAYL
MP02213 LDNILLFSR--KTVMELKAS YAYF
PB_RdRP-2 R----IDNETEAVMEMKAAA W YYVTY
MP11137 SP-----m--- GESLHRAFYA W QIAKH
MPQ09882

MP02297 SEE------ EMKEALKISWLA W EYALN
MP10417 - RETLELVWCA W DFSSR

MP15899 DEM-------- DKCMELALAYHAEDELFRIYLVILAQEPIRRDQVIKWMDLHPPLAFMLL

NC_RdRP_QDE-1 HKSP KFV
MP08656 F------ LKSNTGK QFS
MP00604 HDCEANKYTDKGWT RFP
MP02213 LN P RFA
PB_RdRP-2 HPTEQHRLTTVEGN FLSFP
MP11137 FCHIRNRSTSFGAR SFW
MP09882

MP02297 RAVDPDEGKRFGAN SFA
MP10417 RASE------ FGAN SFG

MP15899 KKYPPDEAGSLPAESQPFRRNILHNIIRSSNQLGIACLVAFEKMTGTITQLSVEDYFSLL

NC_RdARP_QDE-1 WQMAGR--QLAYIKAQMT S-----cmmrmmeema RPGEGAPALMTAFMYAGLM----
MP08656 WLMAFD--ELCLIKAK----xzmmemmemmcena KSKSGFRAIIMDFADVLKYV----

MP00604 WDVAMS--ELCLIKGK-=--nmeemmemmmemmeenae AIGGSKTVAAGYYDRFFL----

MP02213 FEVAFQ--TLTCLKSD------nmemmmemmeeene SMPGGTVA-----mermmenee

PB_RdRP-2 WVAE---KYLCKLAKRNGSREETEELAKALDDEVIQEAERMKSRGLVIEMLD--------
MP11137 WVSLGA--VFESIKEI
MPQ09882
MP02297 LVALDC--VLHAVEDL-------- ERSGALTKEVDAKNELNGKGAAVNGYPD---MS---
MP10417 IVALGC--LLHSLEKL S---
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MP15899 WLSALSIRSLQLVQET-------n--x- LLVLNDCRASQTPSPALQYGHRHALGIAMDR
NC_RdRP_QDE-1 PDKKFTK=---=-QYV--rrmeomv ARLE---

MP08656 =10 A/ = N—— EDGVYARTVPFN

MP00604

(V=10Y.223 1 J—— STRED---------- DQSKTT

PB_RARP-2  --SESDY-----DDDEEEKERKYR---VKSKMK=------------ ESGHPSRDE---
MP11137 o) =/ | E—— ERRREAR-----

MP09882

MP02297 --DEMDIKGARRAANEGAKPKGKS---RKSKAN------------ NTFTIGRIH---
MP10417 --QLADV.

MP15899 AEEAADEC----PCDEDGKPRKQRTPPSQTRLKRVEDESFQVVATLRVDSRTPIRLHSHV

NC_RdRP_QDE-1
MP08656 FLQ TTTLT
MP00604
MP02213
PB_RdRP-2
MP11137
MP09882
MP02297
MP10417
MP15899 RLQAASKPDNRWVPSIVLDGIVVQSMKGELKVELLHPPPPEMEVMDWNMYHAGSTATSRA

NC_RdRP_QDE-1
MP08656 MVEE------------ GIYQ--IKNIETST
MP00604
MP02213
PB_RARP-2  -LEE------emeemeemee- EKEEEEEE
MP11137
MP09882
MP02297 B =y p——— RGNEKAKS
MP10417
MP15899 MLDALARLLKDKSECCGFYSIITGHEEEEEPAAPGEMFHPLLGQEEHLSNLNGSQEMAVR

NC_RdRP_QDE-1 GDGSEYPDPEVYE------

MP08656 IVHTIKEGENVIVAGAPIRYADPGIAGLWFVSA
MP00604
MP02213
PB_RdRP-2 EEESDDDLTELHLTNA
MP11137
MP09882
MP02297
MP10417
MP15899 SCSVPLSLIWGPPGTGKTTVIVQILCALVKTKNEDSRILMTASTHNAVDNVLERFIAINK

NC_RdRP_QDE-1
MP08656 PQDSPKSD--LRVFKNI KLNSVVSV--G
MP00604
MP02213
PB_RdRP-2  TPKPKLEE
MP11137
MP09882
MP02297
MP10417
MP15899 TQKVLREEQILRVATDLSKVNKDLQSFTIDARVGGDMNENNKLFKKAQERLNAAVIVFTT

NC_RdRP_QDE-1 ------- VLGDD-DFD GIG
MP08656 VEDSGVQTMGKPVPFVIEPADSE----------- VPG-GRAFII-KH---------
MP00604

MP02213
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PB_RdRP-2
MP11137
MP09882
MP02297
MP10417
MP15899

NC_RdRP_QDE-1

-ASSSLSIIYKD-PFD---TDSS

I
@

CAGAGLGILRKA-EFDIALIDEASQINEPCALIPLVKGVQRAILVGDHVQLRPTVKKIGK

MP08656 PDN ERVWTIPSQPFIRGDVH----------
MP00604

MP02213

PB_RdRP-2

MP11137

MP09882

MP02297

MP10417

MP15899 VLGFDVSLLERLYIGPDQVGLSKAMLDIQYRFPQELAAFPSREFYEGRLHSGIQDSNAVL
NC_RdRP_QDE-1 =5 €]\ 0 78—

MP08656 --LRP RSGEDRQ-----=----mmnnmmmmmn-

MP00604 1571 1 20 [ ————

MP02213 Y7V ¢ G —

PB_RdRP-2 1174} [0 FE e ————

MP11137 [ N —

MP09882

MP02297 NGKSRR-----mmmmmmmmmeeee

MP10417

MP15899 GVLRQTTFPWPVDDNQVIVPTIFIQCSAEEDMGGRSKSNTGQVDLIVDRIIPLLTTPNEA

NC_RdRP_QDE-1

MP08656
MP00604
MP02213
PB_RdRP-2
MP11137
MP09882
MP02297
MP10417
MP15899

NC_RdRP_QDE-1

MP08656
MP00604
MP02213
PB_RdRP-2
MP11137
MP09882
MP02297
MP10417
MP15899

KWLF--IKQEQEAK---

v SKLHAQAQV--
RFDADAS---

TNPADLKITVLSPYNKQITELRSRLPSMATASTIDAFQGRESDIIIFSSVRCNAEADIGF

---------- QCRSVF--------RTMSDTA--DRKGGTVLDLCIDVHSVS---

L

-DDA------ LSRALL

(9]

VDDARRLNVMWTRARLAMIIVGDRRTLEVNTMWKRAVGACKEVMLDETALASGG



