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RESUMO

O fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae € amplamente
empregado comercialmente como agente biocontrolador de artrépodes em pragas
na agricultura e pecuaria, abrangendo vasta gama de hospedeiros. Para que o
processo infectivo tenha sucesso, € necessario que o fungo atravesse a cuticula,
a primeira e principal defesa do artropode. A transposicdo dessa primeira barreira
ocorre pela secrecdo de proteases, lipases e quitinases para degradar seus
principais componentes estruturais. Dentre as proteases expressas por M.
anisopliae, a familia Prl de serino-proteases esta associada a viruléncia. Essa
familia possui 11 isoformas - Pr1A a PrlK - em M. anisopliae, sendo subdivididas
em duas classes. A Classe Il compreende 10 isoformas subdivididas em trés
subfamilias. Essas isoformas agem de forma sinergistica entre si e com outros
fatores, conferindo maior viruléncia e permitindo a infeccdo de diferentes
hospedeiros. E suposto que a viruléncia coevolui por sele¢éo reciproca com o
hospedeiro, havendo selecdo positiva para a evolucdo de novas proteases ou
isoformas que ndo sejam inativadas por inibidores do hospedeiro. O presente
trabalho busca testar essa hip6tese na Classe Il da familia Prl, com especial foco
em M. anisopliae, utilizando diferentes métodos de inferéncia filogenética em
conjuntos de aminoacidos e nucleotideos das isoformas individuais, bem como
agrupadas por subfamilias, abrangendo homoélogos do género Metarhizium e
fungos relacionados. As arvores obtidas e seus respectivos alinhamentos
nucleotidicos foram analisados quanto a substituicdes sinbnimas e ndo sinbnimas
para inferéncia de sele¢do positiva. Tanto para os conjuntos de dados individuiais
guanto para aqueles agrupados por subfamilia, as filogenias retratam grupos com
alto suporte estatistico condizentes com a taxonomia dos organismos que
sintetizam essas proteinas, embora contendo pequenas discrepancias. Foram
identificados sitios sob sele¢&o positiva em seis das nove isoformas avaliadas, em
sua maioria localizados no dominio proteolitico. Esses resultados indicam que
existe pressdo seletiva diferenciada para gerar novas variacdes de Prl, com
efeito potencial na especificidade por hospedeiros, aumento de viruléncia, ou

adaptacao a outros estilos de vida hospedeiro-independente.
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ABSTRACT

The entomopathogenic fungus Metarhizium anisoplie is widely applied as a
pest-arthropod biocontrol agent in crops and animal production, encompassing a
wide array of hosts. For a successful infection, it is vital that the fungus breaches
the host’s cuticle, the first and main defense of artrhopods. Transposing this first
barrier requires secreted proteases, lipases and chitinases that degrade the cuti-
cle’s main structural components. Among the expressed proteases of M. anisopli-
ae, the Prl family of serine proteases is related to its virulence. In M. anisopliae,
this family contains 11 isoforms — Pr1A through Pr1K — divided into two classes.
Class Il comprises 10 isoforms further divided into three subfamilies. It is believed
that these isoforms act synergistically and with other virulence fators, allowing the
infection of different hosts. Presumably, virulence coevolves through reciprocal
selection with the host, where positive selection occurs for the evolution of new
proteases or isoforms that are not inactivated by the host’s inhibitors. The current
work tests this hypothesis in Class Il of the Prl family, with a special focus in M.
anisopliae, employing different methods for phylogenetic inference in aminoacid
and nucleotide datasets alike for each isoform individually as well as grouped by
subfamily, encompassing homologs for the Metarhizium genus and related fungi.
The inferred trees and their respective alignments were analyzed regarding syn-
onymous and non-synonymous substitutions to detect positive selection. For each
individual dataset, as well as for their subfamily groups, phylogenies depict groups
that match the taxonomy of their respective organisms with high statistical support,
albeit with minor discrepancies. Positively selected sites were identified in six out
of nine Prl isoforms, most of them located within the proteolytic domain. These
results imply that there exists a differential selective pressure for the evolution of
novel Prl variations, potentially affecting host specificity, increasing virulence or

adapting the fungus to different host-independent lifestyles.
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Introducao

1. INTRODUCAO

1.1. SELECAO NATURAL: UMA PERSPECTIVA HISTORICA

istoricamente, o conceito de evolugdo como a conhecemos néao

existiu até o inicio da década de 1930 (RIDLEY, 2006, p. 38-39)

Entretanto, as primeiras tentativas teoricas de descricdo de como as
espécies se modificavam datam do século XIX, especificamente de 1809. Esse
ano foi marcante pela teorizacdo do transformismo por parte do naturalista
francés Jean-Baptiste Lamarck (1744-1828), que preconizava que linhagens de
espécies existiriam por tempo indefinido, enquanto alterando sua forma (sem
processos de extingdo ou ramificacdo). Essa alteragcdo ocorreria por um
mecanismo desconhecido — uma “forga interna” — que gerava modificacbes na
prole e, consequentemente, novas espécies. Um segundo mecanismo proposto
por Lamarck preconizava a heranca de caracteres adquiridos, que sugeria que
caracteristicas adquiridas ao longo da vida do individuo poderiam ser passadas a
prole, promovendo, ao longo de muitas geracdes, a transformacéo da espécie.
Nesse contexto, por exemplo, 0os pescocos das girafas teriam aumentado de
comprimento pelo esforco das mesmas em alcancar folhas mais altas em arvores
(RIDLEY, 2006, p. 31).

Contemporaneamente a Lamarck, o anatomista Georges Cuvier (1769-
1832) desenvolvia ideias divergentes sobre a especiacdo. Por meio do estudo da
anatomia animal, a sua escola estabeleceu a existéncia de quatro ramos
principais nesse Reino — Vertebrata, Articulata, Mollusca, e Radiata. Um conjunto
de grupos modificado é reconhecido pela biologia moderna, mas nao contradiz
drasticamente 0s quatro ramos originalmente propostos. Pode-se dividir o
subreino Eumetazoa, visando corresponder a classificacdo de Cuvier, da seguinte
forma: (Radiata, Bilateria (Deuterostomia [que inclui Vertebrata], Protostomia
[inclui Articulata e Mollusca]). Na metade do século XIX, as ideias de Cuvier eram
aceitas pela maioria da comunidade cientifica, e propunham que espécies

possuiam origens individuais, permanecendo inalteradas até o momento de sua
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extincdo (RIDLEY, 2006, p. 32). Em meio a esses debates, a trajetéria do
naturalista Charles Darwin (1809-82) culminava para o que viria a ser reconhecida
como uma das grandes ideias na historia cientifica (junto ao Heliocentrismo de
Copérnico, as teorias da Relatividade de Einstein, a teoria Quantica, dentre
outras; SIEGFRIED, 2013). Na sua conhecida viagem pelo mundo a bordo do
navio Beagle entre 1832 e 1837, especificamente nas llhas Galapagos, Darwin
observou que cada ilha do arquipélago possuia sua propria e distinta espécie de
tentilhdo. Aliando a observacdes geograficas de outras espécies de aves sul-
americanas, Darwin conjecturou a existéncia de um tentilhdo ancestral comum a
todos os que habitavam a regido. O mecanismo responsavel pelo fenébmeno da
adaptacao viria a ser cuidadosamente elaborado nos 20 anos seguintes ao seu
retorno a Inglaterra (HERRON & FREEMAN, 2014 p.74; RIDLEY, 2006 p.33-34).

Segundo Darwin, a luta pela vida acarreta na sobrevivéncia de formas
melhor adaptadas ao meio, deixando maior numero de descendentes e
aumentando sua frequéncia na geragcdo seguinte. O processo de aumento ou
reducdo da frequéncia de formas melhor ou pior adaptadas, respectivamente,
pode levar ao surgimento de uma nova espécie. Simultaneamente, o naturalista
britanico Alfred Russel Wallace havia chegado independentemente a conclusées
similares com relagdo ao mecanismo motor da especiagcdo. A troca de
informagdes entre ambos motivou a publicacdo de suas teorias, que foram
apreciadas e publicadas simultaneamente pela Linnean Society of London em
1858. A teoria da selecéo natural, como foi e é conhecida até hoje, foi publicada
sob o titulo On the Tendency of Species to form Varieties; and on the Perpetuation
of Varieties and Species by Natural Means of Selection (Sobre a Tendéncia das
Espécies em formar Variedades; e sobre a Perpetuacdo de Variedades e
Espécies por Meios Naturais de Sele¢do, em livre traducdo; DARWIN &
WALLACE, 1858), enquanto o classico Sobre a Origem das Espécies seria
publicado no ano seguinte (HERRON & FREEMAN, 2014 p.74; RIDLEY, 2006
p.33-34).

Embora bem-fundamentado, 0 mecanismo proposto carecia de

informacdes sobre um ponto crucial: hereditariedade. Das multiplas teorias da
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época, a formulada por Darwin era uma heranca por mistura das caracteristicas
parentais (Figura 1A). Nesse caso, por exemplo, uma planta com flores vermelhas
que cruzasse com uma planta de flores brancas deveria necessariamente gerar
prole com pétalas cor-de-rosa. Esse foi um dos alvos de criticas que dificultaram a
aceitacao inicial da teoria de selegc&o natural, visto que ela dificilmente funcionaria
sob esse paradigma. Somente na década de 1930, apls a redescoberta das leis
de hereditariedade de Gregor Mendel (1865), que Ronald Fisher (em A Teoria
Genética da Selecdo Natural, 1930), Sewall Wright (Evolucdo em Populacdes
Mendelianas, 1931), e John Haldane (As Causas da Evolucdo, 1932)
independentemente demonstraram que a teoria de sele¢édo natural poderia operar
segundo a genética mendeliana (Figura 1B): o que viria a ser conhecido como
teoria sintética da evolucéo, sintese moderna, ou neodarwinismo (RIDLEY, 2006
p.37-39).

E importante ressaltar que a selecio natural em si ocorre em individuos,

enquanto as mudancas s6 sdo consideradas na populacdo. Dito isso, pode-se

A) Hereditariedade por mistura B) Hereditariedade mendeliana

Individuos

Gametas

Prole Aa
Gametas A A’
Netos AA’

Figura 1: Mecanismos de hereditariedade.

A) Heranca por mistura, preconizada pelo darwinismo classico. Os genes parentais para a cor vermelha A e
branca a misturam-se na prole, gerando um novo gene A’ responsavel pela coloracéo résea. B) Heranca
mendeliana, preconizada pela sintese moderna. Os genes parentais sdo herdados sem qualquer tipo de
alteracdo. Adaptado de RIDLEY, 2006.
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defini-la por uma série de postulados sobre a natureza das populacdes: (i) os
individuos dentro de uma determinada populagdo diferem uns dos outros; (i)
essas diferencas — ou parte delas — séo transmitidas hereditariamente; (iii) alguns
individuos desempenham-se melhor que outros em termos de sobrevivéncia e
reproducao e (iv) os individuos sucedem em func¢do das variacdes herdadas, e as
passardao a sua prole. Exemplifiquemos esse processo através de camundongos
em uma praia, ilustrada na Figura 2, onde individuos sdo predados ou ndo em
razdo da cor de sua pelagem. Os animais ndo mudam a cor de seus pelos, e seus
descendentes possuem caracteristicas similares (mas nao idénticas) as de seus
pais. A populagdo muda como resultado de simples aritmética: camundongos que
se reproduzem mantém 0S seus tragcos presentes, enquanto os tragos dos que

nao procriam sdo eliminados. Diz-se, nesse caso, que uma pelagem que permite

B) (i) Os individuos variam entre si. (ii) A variagdo € herdada.

Camuflagem em areia clara ) )
( 4
(iii) Nem todos os nascidos sobrevivem (iv) Algumas variagdes sobrevivem e
para reproduzir. —__reproduzem em taxas maiores.

A) NUMERO DE ATAQUES =
0 4 8 12 16 v aY (

| a ~
= Geragéo N2 & 2 N\ \,
parental N )
I { { _J X
1 R R RN R o
( { [ (
rw W . = = ‘ . = —
.ﬂ'. g ‘1 »\ ‘E ,,/\‘: 3 ) »_ )¢ ' )| ﬁ' “|‘ @
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A vedia
Os sobreviventes reproduzem
Prole “,
"— -"\‘
! A composigéo populacional se altera de :
: uma geracao para a proxima. H
f H o e
= 1 Consequéncia: o camundongo médio & !
i melhor camuflado na areia clara. )
v \ /
( { {
Anedia

Figura 2: Modelo de evolugao por selegao natural.

A) Camundongos que se destacam sofrem mais ataques. B) Postulados da teoria de Darwin exemplificados
em uma populagdo de camundongos. Se os individuos variam na coloragdo da pelagem, os menos
camuflados sé@o predados, e o0s sobreviventes passam sua cor de pelos a prole, entdo a populagédo
apresentara uma maior propor¢do de camundongos melhor camuflados a cada geracdo. Adaptado de
HERRON & FREEMAN, 2014, p. 73.
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melhor camuflagem é uma adaptacdo, ou um traco adaptativo, na populacdo de
camundongos (HERRON & FREEMAN, 2014 p.78).

Por muito tempo o estudo da evolugdo foi baseado em caracteres
morfologicos, cujas mudancas sdo explicadas, de forma qualitativa, pela teoria de
selecdo natural de Darwin e Wallace. O estudo de genética de populacdes
iniciado por Fisher, Haldane e Wright fomentou estudos acerca de mutagao,
migracao, deriva genética, e selecao através da sintese moderna (OHTA, 1992).
Nos anos que a sucederam, entretanto, houve extenso debate no que tange as

causas de variacao e diversidade em espécies.

1.2. EVOLUGCAO MOLECULAR

m meados da década de 1960, a aplicacdo de eletroforese em proteinas

evidenciou extensiva variacdo em diversas proteinas de Drosophila spp.,

Homo sapiens e outros organismos (LEWONTIN, 1991). Baseado na
observacéo de que hemoglobinas evoluiam & taxa de 1,4x10”" aminoacidos/ano
(ZUCKERKANDL & PAULING, 1965), Motoo Kimura, eminente pesquisador em
processos estocasticos de genética de populacbes (OHTA, 1992), estimou que
em genomas de mamiferos haveria substituicdo de um par de nucleotideos a
cada 1,8 ano na populagdo (KIMURA, 1968), muito maior do que os limites
superiores atingiveis por selecdo propostos por Haldane (um alelo a cada 300
geracoes; 1957). Propbs-se, entdo, que muitos dos alelos substituidos deveriam
ser neutros, em vez de adaptativos. O pesquisador japonés foi 0 primeiro a
combinar a teoria de genética de populagcbes com dados de evolugdo molecular,
apontando a deriva genética como forga principal na mudanca de frequéncias
alélicas (OHTA & GILLESPIE, 1996). Independentemente, King e Jukes (1969)
propuseram — sob o polémico titulo “Evolugdo Nao-Darwiniana” — que a maioria
das substituicbes aminoacidicas sdo neutras, em extensa comparacao bioquimica
envolvendo insulina A e B, citocromo ¢, a e B hemoglobinas, dentre outras
proteinas de mamiferos. Esse estudo, além de reforcar a teoria neutra, foi o
primeiro a apontar a relacdo inversa entre a importancia de uma proteina ou
aminoacido e sua taxa evolutiva (OHTA & GILLESPIE, 1996).
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Durante a década de 1970 e o inicio da década de 1980 houve um grande
aumento nos dados disponiveis acerca de evolucdo de polimorfismos, que
levaram a conclusdo de que cada proteina possui uma taxa de substituicdo
aminoacidica propria (DICKERSON, 1971). Essa observacédo viria a se tornar um
dos Principios da Evolu¢do Molecular (KIMURA & OHTA, 1974), que dita que
moléculas ou partes de moléculas funcionalmente menos importantes evoluem
mais rapido que as mais importantes. Diz-se que essas regides sdo seletivamente
restritas, pois alteragbes aminoacidicas acarretam severo impacto a sua
funcionalidade (OHTA & GILLESPIE, 1996). Na época, as mutacles fixadas na
populacdo eram tomadas como neutras, enquanto mutacées em regides restritas
seriam rejeitadas pela selecdo natural (em razéo de efeitos deletérios), tornando
mutacfes vantajosas extremamente raras e de pouca contribuicdo na totalidade
das substituicbes (OHTA & GILLESPIE, 1996). Em 1973, Tomoko Ohta propds a
chamada teoria quase (ou aproximadamente) neutra da evolucdo molecular,

sumarizada por ela em 1996 (em livre traduc¢ao):

Ambas deriva genética aleatéra e sele¢cdo natural influenciam o
comportamento de mutacgbes fracamente selecionadas, com a deriva
predominando em populagbes pequenas e a selecdo, em grandes
populagées. A maioria das novas mutagfes séo deletérias, a maioria das
mutacdes com efeitos muito pequenos possuem maior probabilidade de
serem levemente deletérias. Tais mutacdes sdo selecionadas
negativamente em popula¢cdes grandes, mas comportam-se como
neutras em populacdes pequenas. Elas sdo chamadas de mutacdes
guase neutras e implicam correlacdo negativa entre taxa evolutiva e
tamanho populacional. Organismos grandes com tempos de geracdo
longos tendem a ter popula¢gbes pequenas e vice-versa. As taxas de
mutagdo, entretanto, provavelmente dependem do nimero de geragfes
celulares. O efeito do tempo de geracdo cancela parcialmente o efeito do
tamanho da popula¢éo para mutacdes quase neutras.

Essa teoria adiciona uma classe de mutacbes, chamadas de quase
neutras, a teoria neutra de Kimura, com seus comportamentos sendo
influenciados tanto por deriva aleatéria quanto por selecdo natural. Na teoria
neutra original, qualquer nova mutacdo deveria ser selecionada ou neutra,
enguanto a teoria quase neutra busca compreender a interagcédo entre essas duas
forcas (OHTA, 1996).

Em conjunto, Ohta e Kimura desenvolveram os chamados Principios da
Evolugdo Molecular (KIMURA & OHTA, 1974): (i) para cada proteina, a taxa de

evolucdo, em termos de substituicbes aminoacidicas por ano por sitio, é
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aproximadamente constante para varias linhagens, contanto que a funcédo e
estrutura tercidria da molécula permanecam essencialmente inalterada (o
chamado reldgio molecular); (ii) moléculas ou partes de moléculas funcionalmente
menos importantes evoluem, em termos de mutacfes, mais rapido que as mais
importantes; (iii) as mutagcdes que interferem menos com a estrutura e fungao
existentes de uma molécula (substituicdes conservativas) ocorrem mais
frequentemente que as mais disruptivas; (iv) eventos de duplicacdo génica devem
sempre preceder o surgimento de um gene possuindo uma nova funcéo e (v) a
eliminagdo seletiva de mutantes definitivamente deletérios e a fixacdo de
mutantes seletivamente neutros ou levemente deletérios acontece com frequéncia
maior que selecdo Darwiniana positiva de mutantes definitivamente vantajosos.
As teorias de Darwin/Wallace, Kimura e Ohta compde conjuntamente o que pode
ser denominado como teoria evolutiva moderna (HUANG, 2016), mas a
incorporacdo da genética de populagbes ao pensamento evolutivo, enquanto
contribuindo enormemente para o entendimento da evolucdo molecular, ainda é
insuficiente para explicar toda a fenomenologia, conforme apontado por Ohta e
Gillespie (1996).

Um dos problemas centrais da teoria evolutiva moderna, conforme
apontado por Shi Huang (2016), engloba a origem da diversidade genética. A sua
hip6tese de maéaxima diversidade genética (MDG), proposta em 2008, visa
incorporar as virtudes da teoria moderna aos conhecimentos construidos em
complexidade genética e fenotipica (HUANG, 2016). Um organismo complexo €,
nesse contexto, definido pela combinacdo do nuamero de tipos celulares e
moléculas epigenéticas. Quanto maior o numero de tipos celulares, maior o
namero de meios de empregar o mesmo conjunto de DNAs e mais complexo o
organismo (VINOGRADOV & ANATSKAYA, 2007), incorporando a teoria
evolutiva programas epigenéticos que podem ser transmitidos verticalmente
(REMY, 2010). Dito isso, a MDG é definida por um par de axiomas: (i) quanto
mais complexo um fenotipo, maior a restricdo de moléculas componentes. Isso
estabelece uma relacdo inversa entre diversidade genética (medida pela distancia
genética ou dissimilaridade entre DNA ou proteinas de diferentes organismos) e

complexidade; (i) qualquer sistema pode permitir uma quantidade limitada de
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diversidade genética e tal diversidade pode ser benéfica, deletéria ou neutra
dependendo das circunstancias. A diversidade genética ndo pode crescer
indefinidamente com o tempo, tendo seu limite maximo restrito pela sua
complexidade epigenética ou por sua funcdo. Enquanto a MDG aparenta englobar
a maior parte da fenomenologia, enquanto incorporando as virtudes das teorias
anteriores (HUANG, 2016), ela aponta para uma necessidade de constante

reavaliacdo das teorias classicas sob diferentes paradigmas.

A area da evolugdo molecular busca elucidar os processos que promovem
variacdes intra e interespecificas em nivel molecular (NIELSEN, 2005, Prefacio).
Diferentemente da evolugcédo “classica”, mais focada em padrBes fenotipicos e
registros fosseis, sao utilizados padrées de mutacdes em genes (sequéncias de
nucleotideos; nt) ou proteinas (sequéncias de aminoacidos; aa) para determinar
as relacbes entre os organismos, ou até mesmo dos préprios genes/proteinas em
diferentes espécies. Uma vantagem particular do uso de dados moleculares é a
sua ubiquidade na natureza: todos os ramos conhecidos da vida possuem
genomas compostos por DNA (ou RNA, no caso de muitos virus), sendo alguns
de seus genes traduzidos. Enquanto essa organizacdo permite comparar
virtualmente toda a vida sob um Unico paradigma, também traz consigo a
necessidade da utilizacdo de métodos que possibilitem interpretar a informacao
genética de modo a obter informacéo biologicamente relevante.

As diferentes composicdes de genes sao a base para a selecao adaptativa
(MATIOLI & FERNANDES, 2012). Estas se originam através de processos
mutagénicos, que podem ser divididos em quatro tipos basicos Figura 3: (i)
substituicdo de um nucleotideo por outro; (ii) delecéo; (iii) insercéo; e (iv) inverséo.
Os processos (i) e (iii) podem ocasionar as chamadas mutacdes de fase de
leitura, que normalmente implicam ndao-funcionalidade do produto génico
relacionado. Estes, juntamente com o processo (iv) podem ocorrer com um ou

mais nucleotideos de uma so vez (THOMAS, 2001).
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As substituicdes de nucleotideos (ou mutagdes pontuais) podem ser
subdivididas em transicdes e transversfes. A transicdo é a mutacdo de uma
purina (A ou G) para outra purina, ou, analogamente, para pirimidinas (T ou C).
Transversdes implicam mudanca de uma base purinica para uma pirimidica (e
vice-versa), que tendem a ocorrer em taxas menores que transicoes (THOMAS,
2001). Se a mutacao ocorrer em um gene codificante, pode ou néo ter efeitos na
sequéncia aminoacidica correspondente. Devido a degeneracdo do caodigo
genético — mudltiplos cédons codificando um mesmo aminoacido — algumas
mutacOes nao trazem efeitos ao produto de traducéo correspondente (chamadas
mutacdes silenciosas ou sinbnimas). Por exemplo, todos os cédons iniciados em
GU codificam valina pelo cédigo genético padrdo (degeneracdo na terceira
posicdo), tornando irrelevante o nucleotideo incorporado a seguir. Em
contraponto, mutacdes que alterem a sequéncia da proteina — e.g. qualquer
alteracdo no codon AUG, o unico codificando metionina — sdo chamadas de néo-
sinbnimas, ou de sentido alterado (do inglés, missense mutation).
Adicionalmente, podem ocorrer mutagcfes sem sentido (do inglés, nonsense

mutations), que implicam aparecimento prematuro de um cédon de parada (ex.:

Substituicao Insercao

Thr Tyr Leu Leu Thr Tyr Leu Leu
ACC TAT TTG CTG ACC TA'I TTG CTG
ACC TCT TTG CTG ACC TAC TTT GCT G--
Thr Ser Leu Leu Thr Tyr Phe Ala
Delecao Inversao

Thr Tyr Leu Leu Thr Tyr Leu Leu
ACC TAT TlTG CTG ACC TAT TTG CTG
ACC TAT TGC TG- ACC TTT ATG CTG
Thr Tyr Cys Thr Phe Met Leu

Figura 3: Tipos basicos de substituicao em nivel de nucleotideos.
As sequéncias nuclectidicas estdo apresentadas em codons visando ilustrar como o0s aminoacidos

codificados sdo afetados pela mudanga de nucleotideo. As bases afetadas pelas alteragfes mutacionais
estdo em negrito. Adaptado de NEI & KUMAR, 2000.
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UGG -> UGA, alterando um triptofano), truncando a proteina, e alterando ou
eliminando a sua atividade (MATIOLI & FERNANDES, 2012 p.47).

Insercbes ou delegcbes implicam adicdo ou remocdo de secodes
nucleotidicas em uma sequéncia de DNA. AlteracGes de poucos nucleotideos sao
normalmente decorrentes de erros na replicacdo de DNA, enquanto insercdes
mais longas se originam através de crossing-over desigual ou em razdo de
elementos transponiveis (THOMAS, 2001). Esses mecanismos podem originar
mudancas no quadro de leitura do gene, caso a modificagdo ndo seja em
multiplos de trés nucleotideos, levando a alteracées em todo o produto proteico
apos o sitio de insercdo ou delecdo. Ressalta-se que esses tipos de mutacéo
possuem maiores probabilidades de resultar em proteinas com atividade reduzida
(MATIOLI & FERNANDES, 2012 p.47-48).

Sitios sindnimos — onde qualquer substituicdo é sinbnima — possuem taxas
de substituicdo maiores que sitios ndo sindbnimos. Isso se da pelo fato de que as
alteracdes aminoacidicas possuem maiores chances de serem deletérias e, por
consequéncia, grande parte € eliminada da populacdo. Por outro lado, mutacdes
sinbnimas tem maior probabilidade de serem neutras e, por conseguinte, fixadas
na populacdo. Diferencas entre a ocorréncia desses dois tipos de substituicdo
podem ser indicativos das restricdes funcionais enfrentadas pela molécula em
questao, esperando-se maiores taxas evolutivas em sequéncias cuja alteracdo
tenha poucos efeitos no desempenho de suas fungdes. Alteracbes nessas
restricbes podem ser medidas utilizando a razdo entre substituicbes nao
sindnimas (dy) e sinbnimas (ds): dy/ds = w. Relagdes de neutralidade implicam
que dy = dg, e a razao possui valores proximos a 1. Por outro lado, se existe
algum tipo de restricao funcional sobre as substituicbes ndo sinbnimas, dy < ds €,
como consequéncia, « <1, sugerindo a existéncia de selecdo negativa
(supressdo de mudancas). J& sob efeitos de sele¢do positiva (promocdo de
alteracdes proteicas), dy > ds €, como consequéncia, w > 1. Deve ser ressaltado
gue o contexto em que a proteina estd inserida tem influéncia no efeito da

restricdo funcional: um mesmo aminoacido pode ser seletivamente relevante em
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um contexto, e neutro em outro (KRYAZHIMSKIY & PLOTKIN, 2008; MATIOLI &
FERNANDES, 2012 p.63).

Em razdo da coevolugcdo entre organismos patogénicos e seus
hospedeiros, espera-se que genes envolvidos na sua interagcdo evoluam sob
selecdo positiva. Proteinas que interajam nessa interface serdo alvo dos sistemas
imunoldgicos e de defesa do hospedeiro, sendo que novas variantes dessas
proteinas podem conferir maior aptiddo ao patdgeno, evitando o reconhecimento
pelo hospedeiro (AGUILETA et al., 2009). Diversos estudos ja identificaram essa
pressao seletiva diferenciada em patégenos: em Plasmodium falciparum
identificou-se o antigeno de superficie MSA-1 (HUGHES, 1992); a proteina
transmembrana PorB, outro antigeno de superficie, de Meningococcus sp.
(URWIN et al., 2002); genes relacionados ao capsideo do parvovirus canino
(CPV) (SHACKELTON et al., 2005); em Pseudomonas syringeae foram
identificadas a pilina hrpA e uma proteina de ancoramento (GUTTMAN et al.,
2006); o gene nef do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (ZANOTTO et al.,
1999); as proteinas fitotbxicas NEP1 e NEP2 de Botrytis spp. (STAATS et al.,
2007); diversos genes TRI, pertencentes ao cluster de biosintese de tricotecenos
(fitotoxinas de viruléncia), em Fusarium spp. (WARD et al., 2002); dentre outros
exemplos (AGUILETA et al.,, 2009). Em especial, foram identificados 25 genes
relacionados a interacdo patégeno-hospedeiro sob sele¢cdo positiva nos
entomopatdégenos do género Metarhizium (HU et al., 2014).

1.3. METARHIZIUM ANISOPLIAE: O MODELO DE ESTUDO.

ungos entomopatogénicos vem sendo utilizados para fins de biocontrole
por mais de um século. Organismos como Metarhizium anisopliae e
Beauveria bassiana figuram entre as espécies mais utilizadas
mundialmente, principalmente em razdo da eficiéncia de seus mecanismos de
infeccdo (SANCHEZ-PEREZ et al., 2014; SCHRANK & VAINSTEIN, 2010). Em
especial, M. anisopliae foi a primeira espécie a ser produzida em massa e
empregada para esse fim. Aliado ao fato de ser uma das espécies melhor

caracterizadas no que tange a sua viruléncia e especificidade de hospedeiros em
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nivel molecular, esse fungo possui papel importante no estudo da
entomopatogenicidade (ROBERTS & ST. LEGER, 2004).

Dados do Mycobank (http://mycobank.org), apresentam 49 representantes

reconhecidos do género Metarhizium, sendo que 7 espécies possuem seus
genomas sequenciados (Tabela 1). Esses dados gendmicos ampliaram o
conhecimento acerca do processo de especiacao desse género fungico. Estudos
filogendmicos recentes (HU et al., 2014) apresentam espécies consideradas
hospedeiro-especificas ou especialistas — Metarhizium album e Metarhizium
acridum, infectando insetos da ordem Hemiptera e Orthoptera, respectivamente —
como primitivas em relacdo as demais espécies sequenciadas. Os fungos com
namero intermediario de hospedeiros — Metarhizium majus e Metarhizium
guizhouense (ambos encontrados em lepiddpteros e coledpteros) — se mostraram
como espécies transicionais no processo de diversificacdo de hospedeiros até
espécies hospedeiro-generalistas — Metarhizium anisopliae, Metarhizium
brunneum e Metarhizium robertsii, que abrangem as Ordens Diptera, Lepidoptera,
Coleoptera, Hymenoptera, Orthoptera, Hemiptera e Ixodida. Essa especiacao
direcional no sentido especialista para generalista pode ter ocorrido paralelamente
a diversificacdo de seus hospedeiros (Figura 4), no processo conhecido como
coevolucao ou coespeciacao. Globalmente, a ampliagdo do leque de hospedeiros
do género Metarhizium envolveu aumento no tamanho de genoma, nimero de

genes e expansao de familias proteicas.
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Tabela 1. Espécies do género Metarhizium, de acordo com dados do Mycobank. Dados genémicos provenientes do NCBI.

Consulta em Fevereiro/2016.

- Linhagem N
Espécie Autores sequenciada (BioProject) Referéncia do genoma Mycobank
. (Driver & Milner) J.F. Bischoff, Rehner
M. acridum & Humber, 2009 CQMa 102 (PRINA245139) GAO et al., 2011 512407
M. album Petch, 1931 ARSEF 1941 (PRJINA72731) HU et al., 2014 209183
ARSEF 549 (PRINA184754) HU et al., 2014
BRIP 53293/Ma69 PATTEMORE et al., 2014
(PRJINA188933)
M. anisopliae (Metschnikoff) Sorokin, 1883 BRIP 53284/Ma23 PATTEMORE et al., 2013 101834
(PRJINA188935) (nd@o publicado)
E6 (PRINAZ45858) STAATS et al., 2014
(Kobayasi & Shimizu) Kepler S.A.
M. atrovirens Rehner & Humber, 2014 N/A N/A 806077
(Kobayasi & Shimizu) Kepler S.A.
M. brasiliense Rehner & Humber, 2014 N/A N/A 808035
(Zuo Y. Liu, Z.Q. Liang, Whalley, Y.J.
M. brittlebankisoides Yao & A.Y. Liu) Kepler S.A. Rehner & N/A N/A 806078
Humber, 2014
M. brunneum Petch, 1935 ARSEF 3297 (PRINA184756) HU et al., 2014 259046
(W.M. Zhang & T.H. Li) Kepler S.A.
M. campsosterni Rehner & Humber, 2014 N/A N/A 806079
(Duché & R. Heim) Kepler S.A. Rehner
M. carneum & Humber, 2014 N/A N/A 806080
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Espécie Autores sequenc%il;](;]:%girgProject) Referéncia do genoma Mycobank
M. chrysorrheae Giard, 1888 N/A N/A 209246
M. cicadarum (H6hn.) Petch, 1931 N/A N/A 251416
M. cicadinum (H6hnel) Petch, 1931 N/A N/A 311329
M. cylindrosporae Q.T. Chen & H.L. Guo, 1986 N/A N/A 130205
M. flavoviride W. Gams & Rozsypal, 1973 N/A N/A 317596
M. frigidum J. Bischoff & S.A. Rehner, 2007 N/A N/A 501374
M. gigas Sorokin, 1883 N/A N/A 101832
M. globosum J.F. Bischoff, Rehner & Humber, 2009 N/A N/A 512408
M. glutinosum S.A. Pope, 1944 N/A N/A 288334
(Sigler) Kepler S.A. Rehner & Humber,
M. granulomatis 2014 N/A N/A 806081
M. guizhouense Q.T. Chen & H.L. Guo, 1986 ARSEF 977 (PRINA184755) HU et al., 2014 130206
M. guniviangense (Lt er & Humber, 2014 NiA NiA 806082
M. iadini H.L. Guo: 27, 1991 N/A N/A 530420
(Kobayasi & Shimizu) Kepler S.A.
M. indigoticum Rehner & Humber, 2014 N/A N/A 806083
(Hywel-Jones) Kepler S.A. Rehner &
M. khaoyaiensis Humber, 2014 N/A N/A 806084
M. koreanum Kepler, S.A. Rehner & Humber, 2014 N/A N/A 808036
M. kusanagiense (Kobayasi & Shimizu) Kepler, Rehner & N/A N/A 806085
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- Linhagem N
Espécie Autores sequenciada (BioProject) Referéncia do genoma Mycobank
Humber, 2014
(Driver & Milner) J.F. Bischoff, Rehner
M. lepidiotae & Humber, 2009 N/A N/A 512409
M. leptophyei Giard, 1888 N/A N/A 177537
M. libelullae Sorokin, 1883 N/A N/A 101833
(J.R. Johnston) J.F. Bischoff, Rehner &
M. majus Humber, 2009 ARSEF 297 (PRINA184757) HU et al., 2014 512410
(Massee) Kepler S.A. Rehner & Hum-
M. marquandii ber, 2014 N/A N/A 806091
(Spegazzini) Kepler S.A. Rehner &
M. martiale Humber, 2014 N/A N/A 806087
_ (Rombach, Humber & D.W. Roberts)
M. minus Kepler S.A. Rehner & Humber, 2014 N/A N/A 806092
M. novozealandicum ~ Kepler S.A. Rehner & Humber, 2014 N/A N/A 806093
(Kobayasi) Kepler S.A. Rehner &
M. owariense Humber, 2014 N/A N/A 806094
M. owariense f. (Uchiyama & Udagawa) Kepler S.A.
Virid(\—;‘vscéns Rehner & Humber, 2014 N/A N/A 806095
(Driver & Milner) Kepler S.A. Rehner &
M. pemphigi Humber, 2014 N/A N/A 807860
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- Linhagem N
Espécie Autores sequenciada (BioProject) Referéncia do genoma Mycobank
. pinghaense Q.T. Chen & H.L. Guo, 1986 N/A N/A 130207
M. polistis Cohn ex Sorokin, 1883 N/A N/A 101974
(Kobayasi & Shimizu) Kepler S.A.
. pseudoatrovirens Rehner & Humber, 2014 N/A N/A 806096
(Farlow) Kepler S.A. Rehner & Hum-
. rileyi ber, 2014 N/A N/A 807862
ARSEF 23 (PRINA245140: GAQ et ?'-’ 2011
_ PRINA38717) HU etal., 2014
_robertsii J.F. Bischoff, Rehner & Humber, 2009 CIULIANG GARISTO 512411
ARSEF 2575 (PRINA230500) DONZELLI et al., 2014
(n&o publicado)
M. taii Z.Q. Liang & A.Y. Liu, 1991 N/A N/A 355236
M. truncatum (Briard) Petch, 1931 N/A N/A 255203
. Borowska, Golonkowa & Kotulowa,
. velutinum 1970 N/A N/A 317597
(Segretain, Fromentin, Destombes,
. viride Brygoo & Dodin ex Samson) Kepler N/A N/A
S.A. Rehner & Humber, 2014 / / 806098
. viridicolumnare (Matsushima) Matsushima, 1993 N/A N/A 357858
. (Tzean, L.S. Hsieh, J.L. Chen & W.J.
. viridulum Wu) B. Huang & Z.Z. Li, 2004 N/A N/A 487851
(G.H. Sung, J.M. Sung & Spatafora)
. yongmunense Kepler S.A. Rehner & Humber, 2014 N/A N/A 806097
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Figura 4: Coevolucgao de Metarhizium spp. e seus hospedeiros artropodes.
Reconstrucdes filogendbmicas de HU et al., 2014 para Metarhizium spp. e diversas ordens de artrépodes encontram-se a esquerda e a direita, respectivamente.

Presume-se que a diversificacdo do género Metarhizium ocorreu no mesmo periodo que a diversificagcdo da Classe Insecta. As linhas coloridas pontilhadas ligadas a
barras de mesma cor representam o alcance de hospedeiros: vermelho e verde para especialistas, preto para generalistas e azul para espécies transicionais. Tempos
de divergéncia estimados em Milh8es de Anos Atras (MYA, do inglés Million Years Ago) encontram-se nos respectivos nos da filogenia. Adaptado de HU et al., 2014.
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1.3.1. ASPECTOS GERAIS

ascomiceto M. anisopliae  (Hypocreales:Clavicipitaceae) foi

originalmente descrito por Elias Metschnikoff, um zoodlogo nascido na

Ucrania e um renomado patologista de invertebrados (ZIMMERMANN
et al.,, 1995). Durante um surto do besouro do trigo Anisoplia austriaca em
meados da década de 1870, novos métodos se mostraram necessarios para o
controle destes besouros. Em seus estudos, Metschnikoff observou um patégeno
fungico capaz de infectar essa espécie de inseto — fenbmeno por ele denominado
de muscardina verde (em livre traducdo do inglés, green muscardine) — descrita
como Entomophtora anisopliae Metschnikoff (1879) — em funcdo da coloracao
esverdeada de seus conidios. Pouco tempo depois, o préprio Metschnikoff
sugeriu uma alteracdo da nomenclatura para Isaria destructor Metschnikoff
(1880), que foi subsequentemente reavaliada por Sorokin, em 1883, levando ao
surgimento de um novo género, Metarhizium, sendo a espécie em questdo
denominada M. anisopliae desde entdo. Também sdo de sua autoria 0s primeiros
experimentos de infeccdo bem-sucedidos em larvas de A. austriaca, e a producédo

em massa de M. anisopliae para controle biolégico (ZIMMERMANN et al., 1995).

De distribuicdo global, M. anisopliae pode ser isolado do solo — habitando a
rizosfera de plantas (ST LEGER, 2008) — ou, saprotroficamente, em cadaveres de
artropodes (SCHRANK & VAINSTEIN, 2010). Adicionalmente, possui uma vasta
gama de hospedeiros, compreendendo ao menos sete ordens e mais de 200
especies distintas, na maioria pertencentes a ordem Coleoptera (ZIMMERMANN,
2007). Alguns de seus hospedeiros possuem importancia econdémica, como
Rhipicephalus microplus (carrapato bovino) e Dysdercus peruvianus, 0 percevejo
manchador do algoddao (SCHRANK & VAINSTEIN, 2010); engquanto outros
possuem importancia sanitaria no Brasil, por exemplo Aedes aegypti, Anopheles
stephensi e Culex quinquefasciatus — vetores priméarios da dengue, da malaria, e
da filariose (FORATTINI, 1995; GREENFIELD et al., 2015). Enquanto a espécie
possui uma vasta gama de hospedeiros, diferentes linhagens e genoétipos
possuem especificidades variadas por diferentes insetos (ROBERTS & ST.
LEGER, 2004; ZIMMERMANN, 2007).
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1.3.2. MECANISMO DE INFECCAO POR M. ANISOPLIAE

ara que o processo infectivo tenha sucesso, € necessario que o conidio

de M. anisopliae resista a uma série de defesas do hospedeiro, que

podem ser induzidas ou pré-formadas (BUTT et al., 2016). Dentre estas,
a cuticula é ndo sé a primeira, mas a principal linha de defesa frente a invasdes
(BUTT et al., 2016), sendo formada por nanofibras de quitina contidas em uma
matriz de proteinas, polifendis e lipideos (SANCHEZ-PEREZ et al.,, 2014)
Reacdes de esclerotizagdo reduzem a capacidade de hidrdlise proteica por parte
do fungo através do endurecimento da cuticula, enquanto a melanizacao
(identificavel por regides de pigmentacao mais escura) promove 0 aprisionamento
do patégeno durante a penetracdo no hospedeiro (GILLESPIE et al., 1997;
ZIMMERMANN, 2007). Adicionalmente, insetos secretam compostos fungistaticos
(alcaldides, terpendides e acidos graxos, por exemplo), peptideos antimicrobianos
e inibidores de proteases na camada epicuticular, funcionando como defesas
contra a infeccdo de alguns dos principais fatores de viruléncia fungicos (Tabela
2) (BUTT et al., 2016).

O processo de infec¢do por M. anisopliae (Figura 5) pode ser dividido em
trés grandes estagios: (I) Eventos pré-penetracdo (adesdo e germinacdo de
conidios na epicuticula); (Il) penetracdo da cuticula (formacéo de apressorios e
secrecdo enzimatica); e (lll) eventos poés-penetracdo (diferenciacdo em
blastosporos, colonizacdo, rediferenciacdo em hifas, extrusdo a superficie e
conidiacdo) (BUTT et al., 2016; SANCHEZ-PEREZ et al., 2014; SCHRANK &
VAINSTEIN, 2010). A adesédo dos conidios a superficie do hospedeiro € a
primeira etapa do processo. Sua superficie é coberta por uma camada de
hidrofobinas (hyd1-3) (SEVIM et al., 2012; WOSTEN, 2001) e adesinas (MAD1)
(WANG & ST LEGER, 2007), aumentando a hidrofobicidade do conidio e
facilitando a aderéncia passiva a epicuticula (HOLDER & KEYHANI, 2005).
Adicionalmente, a secrecdo de lipases nesse estagio inicial também favorece a
aderéncia através da liberacdo de acidos graxos livres (BEYS DA SILVA et al.,
2010), aumentando a hidrofobicidade, além de disponibilizar nutrientes iniciais

gue fomentam o inicio da germinacéo do esporo (formacao do tubo germinativo).
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Tabela 2: Genes associados a viruléncia de M. anisopliae, conforme compilados por BUTT et al., 2016.

Grupo funcional Genes Descrigao

Proteina tipo hidrofobina

Subtilisina, tripsina e cisteino-
Prl, Pr2, Pr4
protease

Degradacdo da cutiicula

Citocromo P450, 4cido graxo
MrCYP52
hidroxilase

MAP guinase

x . Mcl1 Proteina tipo colageno
Adaptacdo a hemolinfa e

imunomodulagéo : :
Biosintese nao-ribossomal de
dixS1-dixS4 ]
destruxinas

Formacé&o de apressorio
Biosintese de parede celular
Evasao da imunidade do
hospedeiro

MaPKA1 Diferenciac@o de apressorios
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Fatores de transcrigcao MaPKA1 Degradacéo de cuticula
multifatoriais (cont.) (cont.) Aquisicdo de nutrientes
nrrl Resposta a nitrogénio
Crrl Regulador de carbono
Hidrdlise de lipideos
Mestl
o ) armazenados
Aquisicdo de nutrientes - _
Perilipina, metabolismo de
MPL1 o
lipideos
ATM1 Enzima hidrolisadora de trealose
mrGAT Biossintese de triacilglicerol

Para promover a penetracdo da cuticula, € necessario que ocorra a
diferenciacdo do tubo germinativo em apressorio. Essa estrutura especializada
exerce conjuntamente pressdo mecanica e secrecdo de lipases, quitinases e
proteases para degradacdo dos componentes principais da cuticula. Apos a
penetracdo bem-sucedida, atingindo a hemocele do hospedeiro, M. anisopliae
diferencia-se em blastosporos (ou corpos hifais) leveduriformes que sintetizam a
proteina MCL1 (Metarhizium collagen-like protein 1) na superficie celular,
funcionando como camada protetora contra fagocitose e encapsulacdo pelo
hospedeiro (WANG & ST LEGER, 2006). Esse processo permite a dispersao
passiva do fungo através da hemolinfa, alcancando as diferentes partes do corpo
do hospedeiro e permitindo o crescimento vegetativo e a invasdo de outros
tecidos, enquanto degradando e absorvendo nutrientes (ZIMMERMANN, 2007).
Adicionalmente, M. anisopliae secreta uma série de metabdlitos secundarios com
efeito toxico durante a colonizacdo. Destruxinas, de maior prevaléncia nessa
classe de metabdlitos, séo ciclodepsipeptideos com atividade inseticida, antiviral e
fitotoxica, e reconhecidos fatores de viruléncia fungicos (SCHRANK &
VAINSTEIN, 2010). Sua sintese causa convulsdes, perda de coordenacéo,
paralisia, reducao na alimentacéo, dentre outros efeitos no hospedeiro, impedindo
mecanismos de defesa comportamentais como a locomocéo a locais de maior
temperatura pelo inseto, visando controlar o desenvolvimento de microorganismos
infectantes (SANCHEZ-PEREZ et al., 2014; SCHRANK & VAINSTEIN, 2010;
SOWJANYA SREE et al., 2008). O fungo se multiplica na forma de blastosporos,

34



Introducao

bY

transformando-se, apds, em hifas que emergirdo a superficie - processo este
facilitado por proteases. ApOGs exaurir 0os nutrientes, ocorre a formacdo de
conidiéforos na superficie do cadaver do hospedeiro, produzindo grandes
guantidades de conidios que se dispersam passivamente através do vento ou
outras condicbes atmosféricas, permitindo a infeccdo de novos hospedeiros,
dando inicio a um novo ciclo (BOOMSMA et al., 2014).

e, O
=

A) B) C)

Figura 5: Visdo esquematica do processo infectivo de M. anisopliae.
A) Infeccdo; Al) MEV da adesdo de um conidio a epicuticula; A2) MEV da germinagdo de um conidio;

A3) MEV da diferenciacdo do tubo germinativo em apressoério; A4) MEV da penetracdo da cuticula;
B) Crescimento; B1) Microscopia 6tica da diferenciagcdo das hifas em blastosporos; B2) MEV da colonizacédo
do hospedeiro; C) Reprodugdo; C1) MEV da extrusdo de hifas a superficie do cadaver do hospedeiro;
C2) producao de conidiéforos e de conidios na superficie do cadaver de Rhipicephalus microplus. CO —
conidio; GT — tubo germinativo; AP — apressério; H- hifa; PP — corpo de penetragdo (do inglés, penetration
peg); MEV — microscopia eletrbnica de varredura. Adaptado de BOOMSMA et al.,, 2014 e SCHRANK &
VAINSTEIN, 2010.
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1.3.3. FAMILIA PR1 DE SERINO-PROTEASES DE M. ANISOPLIAE

disponibilidade de fatores de viruléncia que interagem com o
hospedeiro, tanto permitindo a utilizacdo do mesmo como fonte de
nutrientes, quanto degradando as suas moléculas de defesa, €&
essencial a evolugdo de um estilo de vida parasitario. Genes de proteases
fungicas, em particular, sdo bons modelos no estudo da evolucdo adaptativa de

familias multigénicas e seu impacto na especiagao (VILCINSKAS, 2010).

Dentre o conjunto enzimatico secretado por M. anisopliae, as proteases
desempenham funcbes essenciais na viruléncia de M. anisopliae (ROSAS-
GARCIA et al., 2014). Pelo menos trés tipos distintos sdo produzidos no processo
infectivo: serino-proteases do tipo subtilisina (Prl; EC 3.4.21.62) e tripsina (Pr2;
EC 3.4.21.4) e uma metaloprotease (ST LEGER et al., 1994). As tripsinas e
subtilisinas pertencem a distintas superfamilias de serino-proteases, cuja
evolucdo convergiu independentemente a mecanismos cataliticos similares. As
funcdes dessas enzimas vao além da simples penetracdo da cuticula, também
permitindo a utilizacdo das proteinas do hospedeiro na nutricdo e agindo em
resposta as defesas do inseto através da hidrélise de peptideos antimicrobianos e
inibidores de proteases, por exemplo (VILCINSKAS, 2010).

A familia Prl de proteases esta intimamente relacionada a viruléncia de M.
anisopliae. Andlises de ESTs indicaram a presenca de 11 isoformas de Prl,
classificadas de Pr1A a PrlK, a maior quantidade ja observada em fungos - sendo
mais prevalentes os transcritos de Prl1A, seguidos de PrlJ, quase 8 vezes menos
abundantes (FREIMOSER et al.,, 2003). Estudos filogenéticos realizados
posteriormente com trés linhagens de M. anisopliae (2575, 324 e 820) (BAGGA et
al., 2004) sugerem a divisdo dessa familia em 2 classes (Figura 6A). A classe |
(tipo bacteriana) compreende PrlC, enquanto a classe Il (tipo proteinase K) é

subdividida em 3 subfamilias que abrangem as demais isoenzimas .
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7

A subfamilia extracelular 1 (sfl) compreende Prl A, B, G, | e K, e é
caracterizada por genes contendo de dois a trés introns e quatro residuos de
cisteina conservados nas proteinas codificadas (BAGGA et al., 2004). Em
especial, Prl1A é reconhecida como um importante fator de viruléncia de M.
anisopliae, sendo que linhagens superexpressando essa isoforma reduziram o
tempo de morte do hospedeiro em até 25%, ocorrendo também reducéo no seu
consumo de alimentos em 40% enquanto vivos, um parametro critico na avaliacdo
de pesticidas comerciais (ST LEGER et al.,, 1996). Adicionalmente, mutantes
espontaneos com delecdo dos genes prlA e prlB apresentaram viruléncia
reduzida, sem efeito na patogenicidade, para Tenebrio molitor, mas ndo para
Galleria mellonella (WANG et al., 2002), sugerindo que as diferentes isoformas de
Prl podem ter efeito na especificidade a determinados hospedeiros. Esse
trabalho também mostrou, pela primeira vez, que uma linhagem mutante sem
alguns do genes prl mais importantes ainda é capaz de infectar seus respectivos
hospedeiros, embora com viruléncia reduzida. Portanto, o processo € complexo e

multifatorial.

A) Pr1

Classe | Classe |l
(Tipo Bacteriana) | | (Tipo Proteinase K)
Cx Sf1*: A, B, G, I, K

Sf2%: D, E, F, |
Sf3™ H

B)

PS Peptidase S8
15-22aa 60-80aa ~280aa

Figura 6: Organizacdo geral da familia Pr1 de proteases em M. anisopliae.
A) Divisdo em classes proposta por BAGGA et al., 2004; x — extracelular; n - endocelular; B) Arquitetura tipica

das proteases Prl. Tipicamente, o polipeptideo possui peptideo sinal (PS; ausente em PrlH), dominio
inibitorio (Inibidor 19; PF05922; ausente em Prl1E e PrlF) e dominio proteolitico do tipo subtilase (Peptidase
S8; PF00082).
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A subfamilia extracelular 2 (sf2) compreende Prl D, E, F e J. Genes desse
grupo podem possuir até dois introns, ndo havendo conservacao de cisteinas nas
proteinas. Particularmente, prlE e prlF (ambos sem introns) estdo organizados in
tandem, ligados por pontes de 800pb, em média, sugerindo uma origem por
duplicacdo de um gene ancestral similar ao gene prlF. E proposto que um
ancestral de Metarhizium spp. herdou prlD e um gene similar a prld, que
posteriormente duplicou, produzindo um ancestral similar a pr1F (duplicado dentro
do género Metarhizium; BAGGA et al., 2004). Adicionalmente, ha indicios de que
a duplicacéo sfl1-sf2 ocorreu no filo Ascomycota h& aproximadamente 400 milhdes
de anos, previamente a divergéncia entre ascomicetos filamentosos e leveduras
(HU & ST. LEGER, 2004).

Por fim, a subtilisina Pr1H insere-se em uma subfamilia independente (sf3),
em razdo da auséncia de peptideo-sinal identificavel, sugerindo que se trata de
uma enzima endocelular (BAGGA et al., 2004). Estudos sugerem que a evolucao
dos genes relacionados a subtilisinas ocorreu de proteinas endocelulares a
extracelulares, o que pode ter facilitado o uso dessas proteases como fatores de
viruléncia por fungos patogénicos (LI et al., 2010).

A isoenzima PrlC, unico representante da classe | em M. anisopliae, ndo
foi incluida nas andlises de Bagga e colaboradores (2004) por ser altamente
divergente das demais e introduzir um viés nos alinhamentos, ndo sendo possivel
relaciond-la com os demais membros da familia sob a mesma oOtica. Essa
isoforma em particular apresenta maior similaridade com sequéncias de Bacillus
spp., hdo apresentando introns ou sitios conservados de cisteina (BAGGA et al.,
2004). Adicionalmente, analises in silico apontam poteciais funcdes regulatérias e
interacdo com outras subtilisinas (PrlA, B, | e J), dentre outras proteinas em
etapas iniciais de infeccdo (BEYS-DA-SILVA et al., 2014).

As proteinas Prl séo sintetizadas na forma de pré-pré-peptideos (Figura
6B; SIEZEN & LEUNISSEN, 2008). Os primeiros 15 a 22 aa dos polipeptideos
(regidao “pré”; BAGGA et al., 2004; LI et al., 2010) correspondem a um peptideo-
sinal (a excecédo da isoenzima H). Adicionalmente, exceto para PrlE e F, a regido

“pré” possui 60~80 aa entre o peptideo-sinal e a protease madura (BAGGA et al.,
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2004). Esse segmento tem funcdo no enovelamento proteico, agindo como
chaperona intramolecular (LI et al., 1995) e como inibidor temporario do dominio
proteolitico (KOJIMA et al., 1997) até que o mesmo assuma a sua forma nativa,
contendo aproximadamente 280 aa (ST. LEGER, 1995).

Embora a funcéo individual de cada protease ainda ndo seja totalmente
conhecida, espera-se que as atividades de enzimas parcial ou totalmente néo-
inibidas complementem funcionalmente umas as outras no processo de infeccéo
(VILCINSKAS, 2010), aumentando adaptabilidade e alcance de hospedeiros, ou
até favorecendo a sobrevivéncia em diferentes habitats externos. Dentre outras
caracteristicas, as diferencas em estabilidade, adsorcdo e afinidade por
substratos sugere que as subtilisinas interagem sinergisticamente com outras
enzimas degradadoras de cuticula, hidrolisando mais eficientemente os
componentes cuticulares (BAGGA et al., 2004; BUTT et al., 2016; LI et al., 2010).

A expressao diferencial de proteinases por M. anisopliae em diferentes
substratos pode ser interpretada como uma adaptacédo fisiolégica aos inibidores
de proteases do hospedeiro (VILCINSKAS, 2010). Andlises protebmicas de M.
anisopliae durante a infeccdo de Dysdercus peruvianus (BEYS-DA-SILVA et al.,
2014), demonstraram a superexpressdo de PrlA, PrlB, PrlC e Prll, além de
subexpressao de PrlJ nos estagios iniciais de infeccado (48h). Adicionalmente,
PriB continua superexpressa ap0s 96h do inicio da infeccdo. Na infeccdo de
Spodoptera exigua (JAVAR et al., 2015), Pr1A demonstra um aumento gradual na
sua expressao nos estagios iniciais de infecgcdo e atinge um pico de aumento
1.000 vezes maior na etapa de conidiagdo, em relagdo ao inicio do processo,
sugerindo que essa isoforma também tem funcdes no processo de extrusao das
hifas nos estagios finais, possivelmente disponibilizando nutrientes. Da mesma
forma, em Galleria mellonella (SMALL & BIDOCHKA, 2005), verifica-se uma
superexpressdo de PrlA no inicio da infeccdo (formacdo de apressorios) e na
conidiacdo. Experimentos de RNA-Seq a partir de RNA extraido de culturas de M.
anisopliae em cuticulas de Rhipicephalus microplus (STAATS et al.,, 2014)
evidenciam superexpressao das isoformas C, I, J e K nos estagios iniciais do

processo (48h), voltando a niveis basais passadas 144h. Andlises de ESTs
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envolvendo infeccdo por M. anisopliae em cuticulas de Manduca sexta
(FREIMOSER et al., 2005) demonstram alteracdo generalizada da expressao da
maioria das isoformas de subtilisinas em relacdo a expressdo em meio minimo
(Figura 7).

Conjuntamente, esses dados mostram que a expressao de serino-
proteases da familia Prl esta relacionada a diferentes composi¢des de cuticula no
processo infectivo, possivelmente em um processo de “amostragem” do meio,
tendo efeito na especificidade de M. anisopliae (BEYS-DA-SILVA et al., 2014;
FREIMOSER et al., 2005; SANTI et al., 2010). Entretanto, se o hospedeiro nao
possuir inibidores para uma protease em particular associada a um determinado
patégeno, de tal forma que ndo haja inativacdo completa, esta se tornara o fator
de viruléncia mais importante, embora sua concentragdo absoluta ou atividade
possam ser notavelmente menores que as das demais proteinases, visto que a
secrecdo de enzimas de cujos inibidores o hospedeiro dispbe em grandes

quantidades leva a desperdicio de recursos (VILCINSKAS, 2010).

E provavel que a viruléncia coevolva como resultado de selegdo reciproca
com seu hospedeiro. Sob esse paradigma, pode-se postular que ha selecdo

positiva no sentido da evolu¢do de novas proteases (ou isoformas das mesmas)

Meio Minimo 8 Cuticula de Manduca sexta

Taxa de expressao (log,)
Taxa de expressao (log,)

0 1 2 4 8 12 18 24
Tempo (h) Tempo (h)

H, Pri1A; O, PriB; O, Pri1l; ® Pr1E; +, Pr1J;: A, PriD:; A, Pr1C: x, PriK

Figura 7: Expresséo diferencial dos genes de proteases Prl.
As curvas mostram taxas de expressdo médias para diferentes subtilisinas em meio minimo e em cuticulas

de M. sexta. Adaptado de FREIMOSER, HU & ST. LEGER, 2005.
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que ndo sao inativadas pelos inibidores do hospedeiro (VILCINSKAS, 2010).
Avaliacbes da pressdo seletiva na familia Prl de proteases apontam que,
calculando dy/ds médio de todos os codons, a divergéncia dessa familia seguiu o
gue se esperaria para uma evolucdo neutra, com niveis variaveis de selecao
purificadora, embora ponderar o entre todos os cédons mascare as diferentes
regides das Prl sob pressfes seletivas diferenciadas (BAGGA et al., 2004; HU &
ST. LEGER, 2004). Estudos filogenémicos envolvendo 7 espécies de Metarhizium
(M. acridum, M. album, M. majus, M. guizhouense, M. brunneum, M. robertsii e M.
anisopliae) apontam somente PrlK sob selecdo positiva em todas as linhagens
(HU et al., 2014 Tabela S17). Adicionalmente, ha evidéncias de sele¢do positiva
atuando em serino-proteases de fungos aprisionadores de nematddeos (LI et al.,
2010). O mesmo estudo sugere que estes fungos e fungos entomopatogénicos
compartilham propriedades similares no parasitismo, inclusive demonstrando a
capacidade de diversos entomopatdégenos, incluindo M. anisopliae, de infectarem
ovos de nematdédeos. Da mesma forma, mostrou-se que fungos patogénicos a
nematodeos séo capazes de infectar insetos. Levando isso em consideragdo, um
extensivo estudo comparativo entre as diversas isoformas de serino-proteases da
familia Prl, incorporando espécies fora do complexo Metarhizium, pode
evidenciar novos padrdoes de diversificacdo, contribuindo no entendimento do

papel individual dessas enzimas no processo infectivo.
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2. OBJETIVOS

m virtude da importancia das proteases no processo infectivo de
Metarhizium spp., o estudo evolutivo dessas enzimas, visando identificar
padrées de modificacdo entre espécies, pode contribuir no entendimento
dos mecanismos de infeccdo e das relacbes com seus hospedeiros artropodes
em nivel molecular. Apesar da familia Prl de serino-proteases ter sido
extensivamente estudada, ainda ndo se possui conhecimento pleno das funcfes

individuais de cada uma das onze enzimas expressas por M. anisopliae.

Sendo assim, o presente trabalho visa detectar padrdes subjacentes de
selecdo positiva nos genes de membros da Classe Il de proteases Prl pela
avaliacdo filogenética extensiva abrangendo o maior numero possivel de taxa,

com especial foco no complexo Metarhizium. Especificamente, busca-se:

1. Reconstruir a historia evolutiva individual de proteinas da subfamilia 1

(isoformas A, B, G, | e K) e da subfamilia 2 (D, E, F e J);

2. Avaliar as relacdes filogenéticas entre os componentes de cada subfamilia;

3. Verificar a ocorréncia de selecdo positiva em cada proteina e sua

localizacdo na cadeia polipeptidica.
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3. MATERIAIS E METODOS

ara testar a hipdtese de selecdo positiva na classe Il de proteases da

familia Prl, adotou-se uma abordagem que pode ser dividida em trés

grandes etapas. Primeiramente, construiu-se um banco de dados
contendo sequéncias homologas — de aminoéacidos (aa) e nucleotideos (nt) — a
cada isoforma de Prl (secdo 3.1). Cada conjunto de sequéncias foi alinhado,
submetido a uma anélise de modelo evolutivo e a reconstrucdo filogenética por
métodos de Maxima Verossimilhanca (Maximum Likelihood; ML) e Inferéncia
Bayesiana (Bayesian Inference; Bl), descritos na secdo 3.2. Com 0s conjuntos de
filogenias construidos, calculou-se uma topologia consenso incorporando a
informacéo de todas as topologias disponiveis, além de selecionar-se a “melhor”
arvore de cada conjunto. Ambas as filogenias foram, individualmente, submetidas
a analises de selecdo positiva utilizando diversos modelos estatisticos, avaliadas
por testes de Razdo de Verossimilhanca (Likelihood Ratio Tests; LRT),
detalhados na secao 3.3. Um fluxograma geral de trabalho, bem como alguns dos

parametros mais importantes de cada analise, estdo representados na Figura 8.

3.1. CONSTRUCAO DO BANCO DE DADOS

nicialmente, obteve-se o perfii HMM (Modelo Oculto de Markov, do inglés
Hidden Markov Model) Peptidase S8 (familia das subtilases; PF00082) do
banco de dados Pfam (http://pfam.org; Finn et al., 2014). Perfis HMM sao
modelos probabilisticos contendo uma matriz de pontuacdo posicao-especifica
baseada na informacdo contida em um alinhamento mdultiplo de sequéncias
pertencentes a uma determinada familia proteica, possibilitando uma inferéncia
estatistica de homologia (FINN et al., 2014). Esse modelo foi utilizado para
encontrar sequéncias aminoacidicas homoélogas através da ferramenta

hmmsearch, implementada no servidor online HMMER (http://hmmer.org; EDDY,

1998; FINN et al., 2011). A partir dos resultados, foi construido um banco de
dados local contendo 35.560 sequéncias de aminoacidos.

Utilizando como referéncia cada Prl contida no genoma de M. anisopliae
E6 (GenBank JNNZ00O0OO0000; STAATS et al., 2014), buscou-se por sequéncias
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homologas no banco de dados através do programa blastp do pacote BLAST+
v2.2.28 (CAMACHO et al., 2009). Foram empregados 0s seguintes parametros:
E < 1%, identidade = 60%, e cobertura = 60%. Os dados foram agrupados por

subfamilia e por isozima para analises subsequentes.

Prl A-K

r=-® hmmsearch: Peptidase_S8 (PF00082) * E< le® fTamanho + 40% &
i--' 35,560 sequéncias + ID = 60% ?aa e
’ 4 Cobertura > 60% 4 Redundancia
_________________________________ 1
Para c'a.da ............... g » PRANK (a2)
s?:;?g:‘l::ae B “e TranslatorX(aa = nt)

,~* ProtTest (aa)

T \OJModeITest (nt)
Andlise
ilogenétic:

Selecao
POSItIVAIEEF - - - - - - - - - - -~ - - -~ — e e e e - -

1

1

|

I

1

4 2AInL 1
]

& Teste 2 I
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$ MO (one ratio)
i Mla (nearly neutral)
$ M2a (positive selection)
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$ M7 (beca)

& M8 (beta&o)

Figura 8: Fluxograma geral de trabalho.
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As sequéncias resultantes foram filtradas de diversas maneiras.
Primeiramente, removeram-se todas as sequéncias de tamanhos 40% maiores ou
menores que o da sequéncia de referéncia (ou que a média dos tamanhos, no
caso de multiplicidade) foram removidas utilizando script proprio em linguagem
Python. Em seguida, obtiveram-se as sequéncias nucleotidicas correspondentes
a cada entrada através do banco de dados NCBI (http://ncbi.nim.nih.gov), e foram

calculadas as matrizes de identidade para cada conjunto através do software
Clustal Omega v1.2.1 (SIEVERS et al, 2014). Conjuntos de entradas
apresentando 100% de identidade em nivel de nucleotideos foram reduzidos a
uma sequéncia representante. Adicionalmente, realizou-se uma comparacao
cruzada entre os conjuntos de cada Prl através do mesmo procedimento. Dessa

forma, eliminam-se as redundéancias nos dados.

3.2. ALINHAMENTO E ANALISE FILOGENETICA

linhamentos de sequéncias aminoacidicas foram realizados para 0s

conjuntos das proteases Pr1 A, B, D, E, F, G, I, J e K, bem como para

as subfamilias 1 (compreendendo Pr1 A, B, G, leK)e 2 (D, E, F e J).
Para tanto, foi utilizado o algoritmo implementado na ferramenta PRANK v140110
(LOYTYNOJA & GOLDMAN, 2005; LOYTYNOJA, 2014), verificando e editando
manualmente com o auxilio da ferramenta AliView v1.17 (LARSSON, 2014),
quando necessario, visando minimizar erros decorrentes do método. O PRANK
pertence a classe de alinhadores phylogeny-aware e utiliza informacédo evolutiva
(através da construcdo de uma arvore-guia pelo método de Neighbour Joining),
no calculo do alinhamento, evitando penalizacdes excessivas de indels, tratando-
0s como classes distintas na insergédo de lacunas (LOYTYNOJA & GOLDMAN,
2008). Comparativamente a outros alinhadores como MAFFT e ClustalW, o
PRANK apresenta a melhor performance para analises de selecdo positiva
avaliando sitios (JORDAN & GOLDMAN, 2012). Os conjuntos nucleotidicos
correspondentes foram alinhados com base nos alinhamentos aminoacidicos
curados através do TranslatorX v1.1 (ABASCAL et al., 2010).

De modo a identificar o modelo evolutivo que melhor representa cada

conjunto de dados, foram utilizadas as ferramentas ProtTest 3.4 (DARRIBA et al.,

45


http://ncbi.nlm.nih.gov/

Materiais e Métodos

2011; GUINDON & GASCUEL, 2003) e JModelTest v2 (DARRIBA et al., 2012;
GUINDON & GASCUEL, 2003) nos grupos de aminoacidos e nucleotideos,
respectivamente. Essas ferramentas calculam a verossimilhanca de cada modelo
e combinacao de parametros (+I: presenca de sitios invariantes; +G: adequacao a
uma distribuicdo de categorias Gama; +F: considerando as frequéncias
observadas de aminoacidos/nucleotideos) com base nos alinhamentos. Estes sao
avaliados comparativamente atraveés de diferentes critérios de informacao (que
avaliam a sua proximidade da realidade) como, por exemplo, AIC ou AICc (Akaike
Information Criterion e sua versdo com correcdo amostral) e BIC (Bayesian
Information Criterion) (ABASCAL et al., 2005). As informacfes obtidas destas
maneira foram utilizadas como parametros para as técnicas de reconstrucao

filogenética subsequentes.

Para melhor estimar a historia evolutiva da familia Prl, diferentes métodos
de andlise filogenética foram utilizados, igualmente para sequéncias nucleotidicas
e aminoacidicas. Para a construcdo de arvores filogenéticas por ML, utilizou-se o
programa PhyML v3 (GUINDON & GASCUEL, 2003). O método de méaxima
verossimilhanca parte de um modelo probabilistico de evolu¢do de caracteres, e
tenta construir a arvore que maximiza a probabilidade de que os resultados
tenham sido originados de acordo com o modelo escolhido (ou a arvore de maior
verossimilhanga) (MATIOLI & FERNANDES, 2012, p. 133). Avaliagbes por ML
frequentemente estdo associadas ao método estatistico de bootstrap para
avaliacdo da confiabilidade dos ramos construidos. Nesse proceso, as colunas do
alinhamento original sdo reamostradas com repeticdo de forma aleatéria, gerando
uma pseudo-replicata da matriz original sobre a qual se reaplica o algoritmo de
reconstru¢cdo de &rvore. Todas as topologias geradas dessa maneira sao
avaliadas comparativamente, verificando-se a presengca ou auséncia de
grupamentos, onde grupos presentes em uma baixa fracdo das amostras de
bootstrap sdo fracamente suportados (HOLDER & LEWIS, 2003). Os parametros
de andlise incluem a otimizagdo dos parametros do modelo de substituicdo, a
construcdo de uma &rvore inicial pelo algoritmo BioNJ, otimizacdo de topologias
através de NNI (nearest-neighbor interexchange) com otimizacdo de comprimento
de ramos e avaliagcdo por bootstrap ndo-paramétrico de 1.000 replicatas. O
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Apéndice 1 traz os parametros em maiores detalhes, conforme a execugao do
PhyML.

A estatistica Bayesiana estad matematicamente relacionada ao método de ML
através do teorema de Bayes. Aplicado a filogenética molecular, a Bl busca
encontrar a arvore de maior probabilidade posterior dentre todas as arvores
possiveis. A probabilidade posterior € proporcional a verossimilhanca multiplicada
pela probabilidade anterior (conhecimentos prévios a analise como a relagdo
entre algumas espécies, por exemplo), de uma hipétese, que inclui a topologia da
arvore, os comprimentos de seus ramos e o proprio modelo evolutivo. A avaliacao
da probabilidade posterior indica a probabilidade de que um determinado clado
seja verdadeiro, dado que a hipétese seja verdadeira (HOLDER & LEWIS, 2003;
MATIOLI & FERNANDES, 2012). Andlises por Bl foram realizadas com auxilio da
ferramenta MrBayes v3.2.5 (ALTEKAR et al., 2004; AYRES et al., 2012;
RONQUIST et al., 2012), por cadeias de Markov acopladas ao método Monte
Carlo (Markov Chain Monte Carlo, MCMC), amostrando 4 cadeias paralelas por
no maximo 10’ geracdes, avaliadas a cada 100 passos. Como critério de
convergéncia foi utilizado um average standard deviation of split frequencies
inferior a 0,01, calculado a cada 1.000 geracfes. As 25% piores amostras foram
descartadas (burn-in) e os parametros e topologias remanescentes sumarizados.

Maiores detalhes podem ser verificados no Apéndice 2.

Cada arvore obtida teve ramos com valores de suporte iguais ou inferiores a
80% (bootstrap de 800; probabilidade posterior de 0,8) colapsados com o auxilio
do software TreeCollapseCL 4 (HODCROFT, 2015). Cada conjunto de 4 arvores
colapsadas (conjuntos de nt e aa, empregando Bl e ML) foi comparado
construindo-se uma “arvore de arvores” - meta-arvore (MT; Figura 9) - com auxilio
do sofware MetaTree (NYE, 2008). Essa metodologia é uma maneira de
representar as relacdes entre um dado conjunto de filogenias, construindo uma
arvore onde cada folha corresponde a uma topologia, analogamente a uma OTU.
Os vértices internos dessa meta-arvore correspondem a topologias consenso
entre as filogenias, construidas através de um consenso de maioria com base nas

ramificagbes internas. E importante ressaltar que nesse método n&do s&o
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Figura 9: Exemplo de meta-arvore.

As topologias apresentadas correspondem aos conjuntos obtidos para PrlG. Abaixo esta apresentado o
grafo gerado pelo MetaTree. O né a esquerda corresponde a PriG-aa-Bl. O né a direita corresponde a Pr1G-
nt-Bl. O né central representa PrlG-aa-ML e PriG-nt-ML, que apresentaram a mesma topologia. Caso nao
houvesse topologia “intermediaria” as demais, a mesma seria gerada pelo software. Os comprimentos dos
ramos da meta-arvore estéo relacionados ao niumero de diferencas topolégicas entre as arvores associadas a
ele.

considerados valores de suporte ou comprimentos de ramos, visando construir
uma meta-arvore que minimize as diferencas entre as topologias de arvores
associadas aos veértices do grafo, tornando seu principio bastante similar ao de
maéaxima parcimdnia (NYE, 2008). A topologia central (menor distancia a todos os
nos-folha) foi empregada como topologia de entrada para analises subsequentes,
juntamente com uma das arvores originais apresentando o maior numero de

ramificagdes (menor numero de politomias).

3.3. SELECAO POSITIVA

ara determinar a pressao seletiva sobre os genes codificantes de cada
Prl, utilizou-se o software codeml do pacote PAML 4.8 (YANG, 2007).
Este método estima os parametros de cada modelo de cddon (Tabela 3)
por ML e essas estimativas sdo usadas como probabilidades anteriores no

teorema de Bayes para inferir a qual classe de ® cada sitio tem a maior

48



Materiais e Métodos

Tabela 3: Parametros dos modelos de cédon empregados para analises de selegdo positiva.

Modelo #P Parametros Detalhes
MO (one- "
ratio) 1 ) Uma taxa o para todos os sitios

Presume duas classes de sitios o, (sitios

M1la (nearly Po (P1=1-po) .
neutral) 2 00<l, o=1 conseArva_dos) e o (sitios ngutros) de
frequéncias p, e p;, respectivamente
MEE (gl Po, P1 (P2 =1—po—P1) Adicao de uma classe a Mla, com o,
tive selec- 4 _ 1 N
tion) o<1, o1 =1, ©>1 estimado dos dados de frequéncia p,
, 1 Sitios pertencentes a K classes discretas
M3 (dis- 5 Pob: (P2=1-po—p1) com taxas wo, o, ..., ox1 € frequéncias
crete) g, ®1, M7 _
Po, P1, ---» Px-1- Nesse caso, K=3.
Presume uma distribuicdo B(p, q) limitada no
M7 () 2 P-4 intervalo (0,1), de parametros p e g.
Adicdo de uma classe a M7 com ®
0o (D:=1-po) constante (o,) amostrada da distribuicdo
MBB&w) 4 B ql o >1° B(p, q) e frequéncia p,. Demais sitios
] I S

possuem uma mesma taxa o de propor¢ao
Pi.

#P — nimero de parametros livres na distribuicdo de w; Valores entre parénteses correspondem a parametros
nao-livres. Dados compilados de ANISIMOVA,; BIELAWSKI; YANG, 2002 e YANG, 2014.

probabilidade de pertencer, numa abordagem conhecida como empirical Bayes
(abordagem empirica de Bayes, em livre traducédo) (ANISIMOVA et al., 2002). O
PAML implementa duas formas de do método empirico de Bayes: Naive Empirical
Bayes (NEB) (NIELSEN & YANG, 1998; YANG et al, 2000), que aplica
diretamente as estimativas de maxima verossimilhanca dos modelos, e Bayes
Empirical Bayes (BEB) (YANG, 2005), que aplica uma corre¢do de erro amostral
incorporando probabilidades anteriores ao calculo (YANG, 2014). Baseado nos
alinhamentos de nucleotideos e nas topologias ndo enraizadas (geradas com o
aplicativo SeaView 4.6; GOUY, GUINDON & GASCUEL, 2010) das arvores
selecionadas na etapa 3.2, os comprimentos dos ramos foram estimados
empregando-se o modelo MO (pressupde o idéntico para todos os sitios; NSsites
= 0), partindo de comprimentos aleatdrios de ramos (fix_blength = -1), com
otimizacdo ramo a ramo (method = 1), a mais eficiente para esse tipo de
estimativa, de acordo com o desenvolvedor. A arvore calculada foi utilizada como
entrada para analise simultanea através dos modelos de sitios Mla
(aproximadamente neutro), M2a (selecdo positiva), M3 (discreto), M7 () e M8

(B & ) - NSsites =1 2 3 7 8 - com numero de categorias Gama (ncatG) conforme
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Yang e colaboradores (2000) e comprimentos de ramos fixos (fix_blength = 1).
Parametros adicionais comuns a ambas as analises estédo indicados no Apéndice
3.

Os valores de verossimilhangca (I) obtidos para cada modelo foram
empregados para a verificacdo da presenca de selecdo positiva através de LRTSs:
2(Inl; —Inl,). Foram realizadas comparacdes dos modelos aninhados MO vs M3
(heterogeneidade de ), M1la vs M2a e M7 vs M8 (ambos testando para selecao
positiva), conforme recomendado por Anisimova e colaboradores (2001, 2002),
através de script proprio em linguagem Python (Apéndice 4), utilizando a
biblioteca Bio.Phylo.PAML (TALEVICH et al., 2012) do pacote Biopython_(COCK
et al.,, 2009), realizando testes y2 com 4, 2, e 2 graus de liberdade,

respectivamente. Para rejeicdo da hipétese nula considerou-se p < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. FILTRAGEM, ALINHAMENTO E SELECAO DE MODELO EVOLUTIVO

s sequéncias de cada isoforma pertencente a classe Il das proteases
Prl de M. anisopliae E6 foram utilizadas como alvo da ferramenta
blastp para analisar o banco local de sequéncias proteicas. Foram
inicialmente recuperadas 366 sequéncias. Esse numero foi reduzido em
aproximadamente 60% aplicando filtragens por tamanho (Tabela 4), resultando
em numeros finais de sequéncias de: 30 (Pr1A); 16 (PriB); 9 (PrlD); 16 (PrlE),
13 (Pr1F); 7 (PrlG); 12 (Prll); 16 (Prld); e 26 (PrlK). As isoformas A, B, e |
(subfamilia 1) apresentaram intersecdo nos conjuntos de sequéncias resultantes
do BLAST+. Para resolver essas redundancias, foi aplicada a ferramenta blastp

online (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) contra o banco nr (proteinas néo

redundantes), onde se observou a isoforma com qual cada alvo apresentava
maior identidade de sequéncia, considerando-a pertencente aquele grupo.
Adicionalmente, em razdo da super-representatividade de alguns grupos
taxondmicos (em especial, Metarhizium spp.), foi escolhida uma sequéncia
representante de conjuntos que apresentassem identidade = 95% para PrlA.

Desta forma, o nimero de sequéncias foi reduzido de 84 para 30 sequéncias.

As isoformas E, F e J sdo multiplas no genoma de M. anisopliae E6 (3, 2 e
2, respectivamente), bem como em algumas espécies relacionadas. Para PrlE
existem trés sequéncias identificadas no genoma de M. brunneum ARSEF 3297 e
M. robertsii ARSEF 23, e duas sequéncias para M. robertsii ARSEF 2575. Da
mesma forma, para PrlF foram obtidas duas sequéncias para M. anisopliae
ARSEF 549, M. brunneum ARSEF 3297 e para as linhagens ARSEF 23 e ARSEF
2575 de M. robertsii. Por fim, para a isoforma J foram obtidas duas sequéncias,
estas relacionadas aos genomas de M. brunneum ARSEF 3297, M. guizhouense
ARSEF 977, M. acridum CQMa 102, e a ambos M. robertsii ARSEF 23 e ARSEF
2575. O Apéndice 5 e o Apéndice 6 relacionam todas as sequéncias utilizadas
neste trabalho, enquanto as suas relacbes taxondmicas estdo presentes no

Apéndice 7 e no Apéndice 8.
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Tabela 4: Resultados de blastp, filtragem, analise de modelo evolutivo e filogenias selecionadas para as diferentes isoformas da familia

Pr1 utilizadas.

. Gl(s) Tamanho _ Modelo Modelo Arvore
Subfamilia Isoforma . #BLAST+  # Filtrado )
Referéncia (aa) (aa) (nt) selecionada
A 672384588 390 100 30** LG+I+G [1] GTR+I+G [2] nt-Bl
B 672380775 386 33 16 WAG+G [3] HKY+I+G [4] nt-Bl
- G 672377000 399 9 7 JTT+I [5] HKY+G [4] nt-Bl
I 672379263 388 97 12 WAG+G [3] GTR+I [2] nt-Bl
K 672381981 391 32 26 WAGHI+G [3] GTR+I+G [2] nt-Bl
Conj. N/A N/A N/A 91 LG+I+G [1] GTR+I+G [2] nt-Bl
D 672380805 406 14 9 JTT+G [5] HKY+G [4] nt-Bl
672376854
E 672379712 386* 34 16 JTT+G [5] GTR+G [2] nt-ML
672382339
Sf2 672376853
F 329* 24 13 WAG+G [3] GTR+G [2] aa-Bl
672381324
672377960
J 398* 23 16 WAG+G [3] GTR+I+G [2] nt-ML
672383277
Conj. N/A N/A N/A 54 WAGH+I+G [3] GTR+I+G [2] nt-Bl

Conj. — Conjunto de todas as isoformas pertencentes a subfamilia; N/A - N&o Aplicavel; * - valor médio dos tamanhos de referéncia; **- apos filtragem
adicional em 95% de identidade; [1] LE & GASCUEL, 2008; [2] TAVARE, 1986; [3] WHELAN & GOLDMAN, 2001; [4] HASEGAWA, KISHINO & YANO, 1985;
[5] JONES, TAYLOR & THORNTON, 1992
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Os resultados das andlises de modelo evolutivo, baseadas nos
alinhamentos de aminoacidos obtidos com a ferramenta PRANK (Apéndice 9 a
Apéndice 19) e nos retroalinhamentos obtidos com a ferramenta TranslatorX,

estao sumarizadas na Tabela 4.

4.2. RECONSTRUCAO FILOGENETICA

A filogenia selecionada para cada conjunto de dados esta relacionada na
Tabela 4.

4.2.1. SUBFAMILIA 1

s arvores filogenéticas construidas com o conjunto de sequéncias de

PrlA (Figura 10, Apéndice 20, Apéndice 21 e Apéndice 22)

apresentaram, em geral, convergéncia em suas topologias.
Comparando a arvore selecionada (Figura 10A) com a meta-arvore (PrlA-MT;
Figura 10B), existem grupos similares, embora com diferencas nas relacdes entre
eles. As OTUs (Operational Taxonomic Units), todas pertencentes a ordem
Hypocreales, estdo agrupadas em concordancia com suas familias. O clado da
familia Clavicipitaceae é composto por representantes dos géneros Metarhizum,
Pochonia, Metacordyceps, Epichloe, e Claviceps, havendo consenso entre as
duas topologias (Figura 10). Os membros da familia Ophiocordycipitaceae estéo
dispersos: um clado € composto por sequéncias dos géneros Purpureocillium,
Ophiocordyceps e Hirsutella, enquanto a sequéncia de Tolypocladium inflatum
esta relacionada a Trichoderma spp. (Hypocreaceae) em PrlA-nt-Bl, enquanto
em PrlA-MT ndo é possivel observar tal relacdo. Adicionalmente, h4d um
composto majoritariamente por Cordycipitaceae (géneros Engyodontium,
Lecanicillium, e Beauveria) e apresentando um representante do género Fusarium
relacionado com Lecanicillium psalliotae, tanto em Prl1A-nt-Bl quanto em PrlA-
MT. Esse grupo consenso apresenta, em PrlA-MT, relagdo nao determinada com

Ophiocordycipitaceae e Hypocreaceae.

Analogamente ao conjunto PrlA, as topologias construidas com o0s
conjuntos de PrlB (Figura 11, Apéndice 23, Apéndice 24 e Apéndice 25)

convergem, em geral, nas suas relagdes. A arvore construida com o conjunto de
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nt, utilizando Bl (PrlB-nt-Bl, Figura 11A), assim como a meta-arvore (PrlB-MT,;
Figura 11B), apresenta um clado pertencente a familia Clavicipitaceae, formado
por sequéncias do género Metarhizium. Sequéncias pertencentes a
Cordycipitaceae (Beauveria bassiana e Cordyceps confragosa) ndo formam grupo
monofilético. Um representante da ordem Xylariales (Eutypa lata,
Xylariales:Diatrypaceae) esta agrupado com C. confragosa e ambos estédo
proximos a sequéncia de Sarocladium strictum (Hypocreales, sem familia definida

de acordo com NCBI Taxonomy e Mycobank).

As topologias para os conjuntos de PrlG (Figura 12, Apéndice 26,
Apéndice 27 e Apéndice 28) e Prll (Figura 13, Apéndice 29, Apéndice 30 e
Apéndice 31), também convergem nas filogenias construidas com seus
respectivos conjuntos de dados. Estas apresentam somente sequéncias
representantes de Clavicipitaceae: Metarhizium spp. para ambas, com a adicao
dos géneros Neotyphodium, Epichloe e Claviceps para Prll. As sequéncias de
Neotyphodium e Epichloe formam um grupo monofilético em Prll-nt-Bl (Figura
13A).

As filogenias geradas com o conjunto PrlK (Figura 14, Apéndice 32,
Apéndice 33 e Apéndice 34), similares quando compara-se PrlK-nt-Bl (Figura
14A) e PrlK-MT (Figura 14B), contém somente representantes das Ordens
Hypocreales e Glomerellales. H4 um clado pertencente a familia Clavicipitaceae
(géneros Metarhizium, Villosiclava, Epichloe e Claviceps) que é proximamente
relacionado a um representante de Hypocreaceae (Trichoderma atroviride) e a
Acremonium chrysogenum (sem familia definida). Representantes de Nectriaceae
(géneros Fusarium e Nectria) formam grupo com alto suporte estatistico
(probabilidade posterior = 0,99). Colletotrichum spp. (Glomerellales:
Glomerellaceae) estédo relacionados a Nectriaceae em PrlK-nt-Bl (Figura 14A),
embora seu posicionamento seja incerto em Pr1K-MT (Figura 14B).

Todas as filogenias individuais da subfamilia 1 propostas neste trabalho
estdo de acordo com analises filogenémicas recentes para o género Metarhizium
(HU et al., 2014), mantendo as espécies hospedeiro-especialistas (M. acridum e

M. album) basais em relacdo a espécies transicionais (M. guizhouense e M.
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Metarhizium anisopliae E6

Resultados

Metarhizium anisopliae E6

A) Metarhizium anisopliae ARSEF 549 B) Metarhizium anisopliae ARSEF 549
Metarhizium majus ARSEF 297 Metarhizium majus ARSEF 297
Metarhizium guizhouense ARSEF 977 Metarhizium guizhouense ARSEF 977
Metarhizium brunneum ARSEF 3297 Metarhizium brunneum ARSEF 3297
Metarhizium robertsii ARSEF 23 Metarhizium robertsii ARSEF 23
Metarhizium lepidiotae CG648 Metarhizium lepidiotae CG648
Metarhizium acridum CQMa 102 Metarhizium acridum CQMa 102
Metarhizium album ARSEF 1941 Metarhizium album ARSEF 1941
Pochonia rubescens CBS 464.88 Pochonia rubescens CBS 464.88
Clavicipitaceae Metacordyceps chlamydosporia 123 Clavicipitaceae Pochonia chlamydosporia var. catenulata
p Pochonia chlamydosporia var. catenulata Metacordyceps chlamydosporia 123
— Epichloe festucae FI1 Epichloe festucae FI1
1 [ Claviceps purpurea 20.1 Claviceps purpurea 20.1
Purpureocillium lilacinum IPC ! N Purpureocillium lilacinum IPC
Hypocreales: meocordyj:pllaceae Op,f‘ppjocordyceps sinensis CSZ Hypocreales: Ophioccordycipitaceae Opffjocordyceps sinensis CS2
p Hirsutella minnesotensis CBS115627 Hirsutella minnesotensis CBS115627
1 Ophiocordyceps sinensis CO18 Ophiocordyceps sinensis CO18
1“— Hirsutella rhossiliensis OWVT-1 Hirsutella rhossiliensis OWVT-1
] Optiocordyciptacese Tolypocladium inflatum Opniocordyeplacese Tolypocladium inflatum
Trichoderma virens Gv29-8 ] Hypocreaceae Trichoderma virens Gv29-8
Trichoderma reesei QM6a Trichoderma koningii SMF2
Trichoderma koningii SMF2 Trichoderma reesei QM6a
Engyodontium album ATCC 22563 Engyodontium album ATCC 22563 1
Engyodontium album ATCC 22563 1 Engyodontium album ATCC 22563
Cordycipitaceae Lecanicillium psalliotae YMF1.00112 Cordycipitaceae Lecanicillium psalliotae YMF1.00112
. Nectriaceae % .
Fusarium sp. S-19-5 Fusarium sp. S-19-5
Beauveria brongniartii 1019 Beauveria brongniartii 1019
Beauveria bassiana ARSEF 2860 Beauveria bassiana ARSEF 2860
1— Beauveria bassiana ARSEF 252 Beauveria bassiana ARSEF 252
— Especialista Transicional — Generalista

Figura 10: Analise filogenética de Prl1A.

A) Arvore obtida utilizando o conjunto de nucleotideos pelo método de Inferéncia Bayesiana, modelo GTR+I+G, com amostragem de 10.000.000 de geragdes. As
probabilidades posteriores calculadas estdo nos seus ramos correspondentes; B) Meta-arvore combinando as topologias constuidas por Maxima Verossimilhanca e
Inferéncia Bayesiana com os conjuntos de aminoacidos e nucleotideos. Informacdo de ordem e familia das OTUs utilizadas estdo descritas acima de cada ramo,
também valendo para os niveis superiores. Estrela em roxo: OTU difere da composigao taxondmica majoritaria do ramo.
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Metarhizium anisopliae E6
Metarhizium anisopliae ARSEF 549
Metarhizium anisopliae ARSEF 820
Metarhizium brunneum ARSEF 3297
Metarhizium anisopliae ARSEF 2575 1
Metarhizium robertsii ARSEF 23
Metarhizium robertsii ARSEF 23 1
Metarhizium guizhouense ARSEF 977
Metarhizium majus ARSEF 297
Metarhizium acridum CQMa 102
Metarhizium acridum ARSEF 324
Metarhizium album ARSEF 1941

Beauveria bassiana ARSEF 2860

A)

Clavicipitaceae

Cordycipitaceae

Xylariales: Diatrypaceae

Hypocreales: 1

Eutypa lata UCREL1

Cordycipitaceae

Cordyceps confragosa

WA Sarocladium strictum SS71

— Especialista

Figura 11: Andlise filogenética de Prl1B.

B)

Hypocreales:

Transicional

Resultados

Metarhizium anisopliae E6
Metarhizium anisopliae ARSEF 549
Metarhizium anisopliae ARSEF 820
Metarhizium brunneum ARSEF 3297
Metarhizium anisopliae ARSEF 2575 1
Metarhizium robertsii ARSEF 23
Metarhizium robertsii ARSEF 23 1
Metarhizium guizhouense ARSEF 977
Metarhizium majus ARSEF 297
Metarhizium acridum CQMa 102
Metarhizium acridum ARSEF 324
Metarhizium album ARSEF 1941

Beauveria bassiana ARSEF 2860

Clavicipitaceae

Cordycipitaceae

Xylariales: Diatrypaceae

* Eutypa lata UCREL1

Cordycipitaceae

Cordyceps confragosa

A Sarocladium strictum SS71

— Generalista

A) Arvore obtida utilizando o conjunto de nucleotideos pelo método de Inferéncia Bayesiana, modelo HKY+I+G, com amostragem de 10.000.000 de geracdes. As
probabilidades posteriores calculadas estdo nos seus ramos correspondentes; B) Meta-arvore combinando as topologias constuidas por Maxima Verossimilhanca e
Inferéncia Bayesiana com os conjuntos de aminoacidos e nucleotideos. Informagdo de ordem e familia das OTUs utilizadas estdo descritas acima de cada ramo,
também valendo para os niveis superiores.. Estrela em roxo: OTU difere da composic¢édo taxondmica majoritaria do ramo.
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Metarhizium robertsii ARSEF 23 Metarhizium robertsii ARSEF 23

A) Metarhizium anisopliae E6 B) Metarhizium anisopliae E6
Metarhizium brunneum ARSEF 3297 Metarhizium brunneum ARSEF 3297
Metarhizium majus ARSEF 297 Metarhizium guizhouense ARSEF 977

Hypocreales: Clavicipitaceae

Metarhizium majus ARSEF 297
Metarhizium acridum CQMa 102
Metarhizium album ARSEF 1941

Metarhizium guizhouense ARSEF 977
Metarhizium acridum CQMa 102
Metarhizium album ARSEF 1941

Hypocreales: Clavicipitaceae

-

—— Especialista —— Transicional — Generalista

Figura 12: Analise filogenética de PriG.
A) Arvore obtida utilizando o conjunto de nucleotideos pelo método de Inferéncia Bayesiana, modelo HKY+G, com amostragem de 10.000.000 de geragdes. As

probabilidades posteriores calculadas estdo nos seus ramos correspondentes; B) Meta-arvore combinando as topologias constuidas por Maxima Verossimilhanca e
Inferéncia Bayesiana com os conjuntos de aminoécidos e nucleotideos. Informagdo de ordem e familia das OTUs utilizadas estdo descritas acima de cada ramo,
também valendo para os niveis superiores.
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1— Metarhizium anisopliae E6 Metarhizium anisopliae E6
A) Metarhizium anisopliae ARSEF 549 B) Metarhizium anisopliae ARSEF 549
Metarhizium robertsii ARSEF 23 Metarhizium robertsii ARSEF 23
Metarhizium anisopliae ARSEF 820 Metarhizium anisopliae ARSEF 820
Metarhizium brunneum ARSEF 3297 Metarhizium brunneum ARSEF 3297
— Metarhizium guizhouense ARSEF 977 Metarhizium guizhouense ARSEF 977
— Metarhizium majus ARSEF 297 Metarhizium majus ARSEF 297
Metarhizium acridum CQMa 102 Metarhizium acridum CQMa 102
Hypocreales: Clavicipitaceae Metarhizium album ARSEF 1941 Hypocreales: Clavicipitaceae Metarhizium album ARSEF 1941
1— Neotyphodium lolii Lp19 Neotyphodium lolii Lp19
\—E Epichloe festucae FI1 \—E Epichloe festucae FI1
Claviceps purpurea 20.1 Claviceps purpurea 20.1
— Especialista Transicional — Generalista

Figura 13: Analise filogenética de Pril.
A) Arvore obtida utilizando o conjunto de nucleotideos pelo método de Inferéncia Bayesiana, modelo GTR+l, com amostragem de 10.000.000 de geragOes. As

probabilidades posteriores calculadas estdo nos seus ramos correspondentes; B) Meta-arvore combinando as topologias constuidas por Maxima Verossimilhanca e
Inferéncia Bayesiana com os conjuntos de aminoacidos e nucleotideos. Informacdo de ordem e familia das OTUs utilizadas estdo descritas acima de cada ramo,
também valendo para os niveis superiores.
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Metarhizium anisopliae E6
Metarhizium anisopliae ARSEF 549
Metarhizium brunneum ARSEF 3297
Metarhizium robertsii ARSEF 23
Metarhizium majus ARSEF 297
Metarhizium guizhouense ARSEF 977
Metarhizium acridum CQMa 102
Metarhizium album ARSEF 1941
Villosiclava virens UV-8b

Epichloe festucae FI1

Claviceps purpurea 20.1

A)

Hypocreaceae

Trichoderma atroviride IMI 206040

N/A

Acremonium chrysogenum C10
Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici 26381
Fusarium oxysporum f. sp. cubense race 1
Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum 25433
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici MN25
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
Fusarium oxysporum f. sp. cubense race 4
Fusarium oxysporum 26-1
Fusarium verticillioides 7600
Fusarium fujikuroi IMI 58289
Fusarium graminearum PH-1
Nectria haematococca mpVI 77-13-4

* — Colletotrichum gloeosporioides Cg-14
Glomerellales: Glomerellaceae 1— Colletotrichum orbiculare MAFF 240422

Hypocreales:
0.99

Nectriaceae

— Especialista — Transicional

Figura 14: Analise filogenética de Pr1K.

B)

Hypocreales:

Resultados

Metarhizium anisopliae E6
Metarhizium anisopliae ARSEF 549
Metarhizium brunneum ARSEF 3297
Metarhizium robertsii ARSEF 23
Metarhizium majus ARSEF 297
Metarhizium guizhouense ARSEF 977
Metarhizium acridum CQMa 102
Metarhizium album ARSEF 1941
Villosiclava virens UV-8b

Epichloe festucae FI1

Claviceps purpurea 20.1

Trichoderma atroviride IMI 206040

Hypocreaceae

N/A

Acremonium chrysogenum C10
Glomerellales: Glomerellaceae % — Colletotrichum gloeosporioides Cg-14

_ Colletotrichum orbiculare MAFF 240422

Fusarium fujikuroi IMI 58289
Fusarium verticillioides 7600

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici MN25
Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici 26381
Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum 25433
Fusarium oxysporum f. sp. cubense race 1
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
Fusarium oxysporum f. sp. cubense race 4
Fusarium oxysporum 26-1

Nectriaceae

Fusarium graminearum PH-1
Nectria haematococca mpVI 77-13-4

— Generalista

A) Arvore obtida utilizando o conjunto de nucleotideos pelo método de Inferéncia Bayesiana, modelo GTR+|+G, com amostragem de 93.000 geracdes As
probabilidades posteriores calculadas estdo nos seus ramos correspondentes; B) Meta-arvore combinando as topologias constuidas por Maxima Verossimilhanca e
Inferéncia Bayesiana com os conjuntos de aminoacidos e nucleotideos. Informagdo de ordem e familia das OTUs utilizadas estdo descritas acima de cada ramo,
também valendo para os niveis superiores. Estrela em roxo: OTU difere da composig¢éo taxondmica majoritaria do ramo.
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majus) e hospedeiro-generalistas (M. anisopliae, M. brunneum e M. robertsii).
Entretanto, as relacdes entre sequéncias de Metarhizium nao-especialistas nao
puderam ser totalmente determinadas em PrlA-nt-Bl (Figura 10A), PrlA-MT
(Figura 10B), Pr1G-nt-Bl (Figura 12A), Pr1G-MT (Figura 12B), Prll-MT (Figura
13B), Pr1K-nt-BlI (Figura 14A) e PrlK-MT (Figura 14B).

Com o intuito de avaliar a histéria evolutiva das proteases Pr1 empregamos
um alinhamento em conjunto de todas as isoformas da subfamilia 1 (Apéndice
14). Entretanto, ndo foi possivel definir relagbes inequivocas entre as mesmas.
Em Sfl-nt-Bl (Figura 15A) e Sf1-MT (Figura 15B) foi demonstrada uma separacao
dos representantes de cada isoenzima no padrao (K,(A,B,G,l)). Contudo, alguns
grupos estédo fragmentados. Os representantes de PrlA estédo divididos em trés
grupos em Sfl-nt-Bl: Al (incluindo os géneros Metarhizium, Pochonia,
Metacordyceps, Epichloe, Claviceps, Beauveria, Lecanicillium, Fusarium,
Engyodontium, Ophiocordyceps, Hirsutella, e Purpureocillium; correspondendo ao
conjunto Al.1, Al1.2, A1.3 em Sfl-MT), A2 (Trichoderma; idéntico em Sf1-MT) e
A3 (Tolypocladium; idéntico em Sf1-MT). PrlB esta fragmentada em dois grupos:
Bl (incluindo os géneros Metarhizium e Beauveria; idéntico em Sf1-MT) e B2
(Eutypa, Cordyceps, Sarocladium; B2.1 e B2.2). Embora o grupo K seja
monofilético em Sfl-nt-Bl (Figura 15A), o mesmo esta ramificado em quatro
grupos na meta-arvore (Figura 15B): K.1 (incluindo os géneros Metarhizium,
Villosiclava, Claviceps, e Trichoderma), K.2 (Fusarium e Nectria), K.3
(Colletotrichum) e K.4 (Acremonium). Os grupos remanescentes (G e I) formam
grupos monofiléticos similares em ambas as topologias. Os grupos observados
para as OTUs de cada isoforma nédo apresentam diferencas consideraveis em
relacdo as arvores construidas com os conjuntos individuais, e 0s subgrupos
observados na Figura 15 correspondem, na maioria dos casos. a ramos
existentes nas arvores individuais. E importante ressaltar que na arvore
filogenética da sfl, as espécies hospedeiro-especialistas sdo basais a espécies
transicionais e hospedeiro-generalistas nos conjuntos B, G, | e K. No conjunto A,
apesar de as Prl de espécies especialistas serem basais as demais, as de
generalistas e transicionais estdo misturadas em um clado com alta probabilidade

posterior.
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(A)Metarhizium anisopliae E6
(A)Metarhizium anisopliae ARSEF 549
(A)Metarhizium majus ARSEF 297
(A)Metarhizium guizhouense ARSEF 977
(A)Metarhizium brunneum ARSEF 3297

(A)Metarhizium robertsii ARSEF 23

(A iz idlic CG648
(A)Metarhizium acridum CQMa 102
(A)Metarhizium album ARSEF 1941
(A)Pochonia rubescens CBS 464.88
(A)Metacordyceps chlamydosporia 123
(A)Pochonia chlamydosporia var. catenulata
(A)Epichloe festucae FI1

(A)Claviceps purpurea 20.1
(A)Beauveria bassiana ARSEF 2860
(A)Beauveria bassiana ARSEF 252
(A)Beauveria brongniartii 1019
(A)Lecanicillium psalliotae YMF1.00112
(A)Fusarium sp. S-19-5
(A)Engyodontium album ATCC 22563
(A)Engyodontium album ATCC 22563 1
(A)Ophiocordyceps sinensis CO18
(A)Hirsutella rhossiliensis OWVT-1
(A)Hirsutella minnesotensis CBS115627
(A)Ophiocordyceps sinensis CS2
(A)Purpureocillium lilacinum IPC

(A) Trichoderma reesei QM6a

(A) Trichoderma koningii SMF2

(A) Trichoderma virens Gv29-8

(A)Tol) ladium inflatum
(B)Metarhizium anisopliae E6
(B)Metarhizium anisopliae ARSEF 549
(B)Metarhizium anisopliae ARSEF 820
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(B)Metarhizium album ARSEF 1941

0.88

B)B i ARSEF 2860
(B)Eutypa lata UCREL1

(B)Cordyceps confragosa
(B)Sarocladium strictum SS71
(G)Metarhizium anisopliae E6
(G)Metarhizium robertsii ARSEF 23
(G)Metarhizium brunneum ARSEF 3297
(G)Metarhizium guizhouense ARSEF 977
(G)Metarhizium majus ARSEF 297

(G)N izium acridum CQMa 102
(G)Metarhizium album ARSEF 1941
(DMetarhizium anisopliae E6
(DMetarhizium anisopliae ARSEF 549
(DMetarhizium robertsii ARSEF 23
(DMetarhizium anisopliae ARSEF 820
(DMetarhizium brunneum ARSEF 3297
DA iZil izhi ARSEF 977

g
()Metarhizium majus ARSEF 297
(DMetarhizium acridum CQMa 102
(DMetarhizium album ARSEF 1941
(DNeotyphodium lolii Lp19

(DEpichloe festucae FI1

()Claviceps purpurea 20.1
(K)Metarhizium anisopliae E6
(K)Metarhizium anisopliae ARSEF 549
(K)Metarhizium brunneum ARSEF 3297
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(A)Metarhizium anisopliae ARSEF 549
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(K)Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum 25433
(K)Fusarium oxysporum f. sp. [ycopersici
(K)Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici MN25
(K)Fusarium oxysporum f. sp. cubense race 4
(K)Fusarium oxysporum f. sp. cubense race 1
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(K)Fusarium g PH-1 (K)Nectria mpVI 77-13-4
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— Especialista — Transicional

(K)Acremonium chrysogenum C10

— Generalista

Figura 15: Andlise filogenética conjunta da Subfamilia 1.
A) Arvore obtida utilizando o conjunto de nucleotideos pelo método de Inferéncia Bayesiana, modelo

GTR+I+G, com amostragem de 364.000 geracdes. As probabilidades posteriores calculadas estdo nos seus
ramos correspondentes; B) Meta-arvore combinando as topologias constuidas por Maxima Verossimilhanca e
Inferéncia Bayesiana com os conjuntos de aminoacidos e nucleotideos. Em vermelho estdo identificados os
grupos componentes, acima do ramo correspondente.
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Resultados

4.2.2. SUBFAMILIA 2

As arvores construidas para a isoforma Pr1D com o conjunto de dados de
nucleotideos pelo método Bayesiano (PrlD-nt-Bl; Figura 16) e a meta-arvore
(dados ndo apresentados) apresentaram topologias idénticas. Existem somente
OTUs do género Metarhizium (Hypocreales:Clavicipitaceae) agrupadas de acordo
com padrdo especialistas—>transicionais->generalistas observado por Hu e
colaboradores (2014), também presente em todas as demais filogenias desse

conjunto (Apéndice 38, Apéndice 39 e Apéndice 40).

As arvores do conjunto de dados de PrlE (Figura 17, Apéndice 41,
Apéndice 42 e Apéndice 43) apresentam somente OTUs pertencentes a
Metarhizium spp., divididas em trés grupos principais. O grupo 1 é composto por
representantes generalistas, transicionais e especialistas, sendo que existe uma
relacdo mais prOxima entre as espécies generalistas e transicionais, em
concordancia com o padrdo observado por Hu e colaboradores (2014) na
topologia construida com os alinhamentos de nucleotideos por ML (PrlE-nt-ML;
Figura 17A). Para este mesmo grupo, as relacdes entre OTUs ndo-especialistas
nao se apresentam bem definidas em PrlE-MT (Figura 17B). Os grupos 2 e 3 sdo
compostos por representantes de espécies generalistas, exclusivamente. Além
disso, as relacbes entre grupos diferem entre PrlE-nt-ML e PrlE-MT: o ultimo

apresenta 0s grupos 1 e 2 mais proximamente relacionados que o grupo 3,

Metarhizium robertsii ARSEF 23
Metarhizium anisopliae ARSEF 2575
Metarhizium anisopliae E6
Metarhizium brunneum ARSEF 3297
Metarhizium majus ARSEF 297
Metarhizium guizhouense ARSEF 977
Metarhizium acridum ARSEF 324

Hypocreales: Clavicipitaceae | E Metarhizium album ARSEF 1941
Metarhizium acridum CQMa 102

— Especialista Transicional — (Generalista

Figura 16: Analise filogenética para PriD.

Arvore obtida utilizando o conjunto de nucleotideos pelo método de Inferéncia Bayesiana, modelo GTR+I+G,
com amostragem de 10.000.000 de geracdes. As probabilidades posteriores calculadas estdo nos seus
ramos correspondentes; A topologia também representa a analise conjunta por Meta-Arvore, por ambas
serem idénticas. Informacédo de ordem e familia das OTUs utilizadas estdo descritas acima de cada ramo,
também valendo para os niveis superiores.

62



A)

1,000

Metarhizium robertsii ARSEF 2575
Metarhizium robertsii ARSEF 23
Metarhizium anisopliae E6 2
Metarhizium brunneum ARSEF 3297 2
Metarhizium guizhouense ARSEF 977
Metarhizium majus ARSEF 297

1,000

Metarhizium acridum CQMa 102

980 — Metarhizium anisopliae ARSEF 820
Metarhizium brunneum ARSEF 3297
Metarhizium anisopliae E6

Hypocreales: Clavicipitaceae

1,000

Metarhizium robertsii ARSEF 23 2
Metarhizium robertsii ARSEF 2575 1
r Metarhizium robertsii ARSEF 23 1

o1 EMeIarhizium anisopliae ARSEF 2575

Metarhizium anisopliae E6 1
Metarhizium brunneum ARSEF 3297 1

— Especialista

Figura 17: Andlise filogenética para PrlE.
A) Arvore obtida utilizando o conjunto de nucleotideos pelo método de Maxima Verossimilhanga, modelo GTR+G, com 1.000 replicatas de bootstrap (valores nos ramos
correspondentes); B) Meta-arvore combinando as topologias constuidas por Maxima Verossimilhanca e Inferéncia Bayesiana com 0s conjuntos de aminoacidos e
nucleotideos. Informagé&o de ordem e familia das OTUs utilizadas estio descritas acima de cada ramo, também valendo para os niveis superiores.

B)

Hypocreales: Clavicipitaceae

Resultados

{ Metarhizium robertsii ARSEF 2575
Metarhizium robertsii ARSEF 23

—— Metarhizium anisopliae E6 2

—— Metarhizium brunneum ARSEF 3297 2

—— Transicional

Metarhizium guizhouense ARSEF 977

Metarhizium majus ARSEF 297

Metarhizium acridum CQMa 102

Metarhizium anisopliae ARSEF 820

Metarhizium brunneum ARSEF 3297
—— Metarhizium anisopliae E6

Metarhizium robertsii ARSEF 23 2

E Metarhizium anisopliae ARSEF 2575
Metarhizium robertsii ARSEF 2575 1

Metarhizium robertsii ARSEF 23 1
—E Metarhizium anisopliae E6 1
Metarhizium brunneum ARSEF 3297 1

— Generalista
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Resultados

engquanto o primeiro ndo possui relagdes inequivocamente definidas.

As filogenias resultantes das analises de PrlF (Figura 18, Apéndice 44,
Apéndice 45 e Apéndice 46), assim como em PrlE, apresentam diferentes grupos
formados exclusivamente por Metarhizium spp. H& um conjunto heterogéneo
composto por sequéncias de M. acridum ARSEF 324, M. robertsii ARSEF 23 e
ARSEF 2575 relacionado a um grupo misto de representantes especialistas,
transicionais e generalistas. Para este conjunto nao foi possivel observar o padréao
especialistas>transicionais>generalistas (HU et al., 2014) esperado para
Metarhizium spp. PrlF-aa-Bl (Figura 18A) e PrlF-MT (Figura 18B) possuem

topologias concordantes.

Em relacdo as topologias dos conjuntos de PrlJ (Figura 19, Apéndice 47,
Apéndice 48 e Apéndice 49), estdo presentes dois grupos em concordancia, em
geral, entre PrlJ-nt-ML (Figura 19A) e PrlJ-MT (Figura 19B), com OTUs
exclusivamente da familia Clavicipitaceae. O grupo inferior apresenta espécies do
género Metarhizium no mesmo padréo evolutivo
especialista->transicional->generalista esperado para a espécie, enquanto o
grupo superior ndo apresenta relagbes definidas quanto aos representantes de
Metarhizium, no que diz respeito a especificidade de hospedeiros. Entretanto, M.
acridum CQMa 102 tem posi¢ao basal em Pr1J-nt-ML, enquanto que em Pr1J-MT

estd agrupada com as demais OTUs do género Metarhizium.

Conjuntamente, as andlises filogenéticas para as isoformas pertencentes a
subfamilia 2 de proteases (Figura 20, Apéndice 50, Apéndice 51 e Apéndice 52)
apresentam topologias concordantes em relacdo a grandes grupos. Verifica-se
em Sf2-nt-Bl (Figura 20A) e Sf2-MT (Figura 20B) um padrao ((D,J),(E,F)), sendo
gue nos conjuntos D e J o padrao evolutivo especialista->transicional->generalista
€ identificavel. J4 o conjunto E é formado por dois grupos monofiléticos, sendo
gque um deles segue o padrdo acima enquanto o outro € formado somente por
sequéncias de espécies generalistas. O conjunto F também possui dois clados,
sendo um deles no padrdo especialista—>transicional->generalista e 0 0 outro
formado por espécies generalistas e uma especialista, que ndo seguem o padréo

esperado.
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Metarhizium robertsii ARSEF 23 { Metarhizium anisopliae E6 1
A) Metarhizium brunneum ARSEF 3297 1 B) Metarhizium anisopliae ARSEF 549 1
Metarhizium anisopliae E6 1 —— Metarhizium robertsii ARSEF 23
Metarhizium anisopliae ARSEF 549 1 —— Metarhizium brunneum ARSEF 3297 1
Metarhizium guizhouense ARSEF 977 - Metarhizium guizhouense ARSEF 977
Metarhizium majus ARSEF 297 Metarhizium majus ARSEF 297
————  Metarhizium anisopliae E6 ————— Metarhizium anisopliae E6
—————————— Metarhizium anisopliae ARSEF 820 ——————— Metarhizium anisopliae ARSEF 820
0.7 Metarhizium album ARSEF 1941 Hypocreales: Clavicipitaceae Metarhizium album ARSEF 1941
Hypocreales: Clavicipitaceae —— Metarhizium brunneum ARSEF 3297 —— Metarhizium brunneum ARSEF 3297
Metarhizium robertsii ARSEF 2575 1 Metarhizium robertsii ARSEF 23 1
Metarhizium robertsii ARSEF 23 1 Metarhizium robertsii ARSEF 2575 1
Metarhizium acridum ARSEF 324 Metarhizium acridum ARSEF 324

— Especialista — Transicional — Generalista

Figura 18: Andlise filogenética para PriF.

A) Arvore obtida utilizando o conjunto de aminoacidos pelo método de Inferéncia Bayesiana, modelo WAG+G, amostradas por 57.000 geragdes. As probabilidades
posteriores calculadas estdo nos seus ramos correspondentes; B) Meta-arvore combinando as topologias constuidas por Maxima Verossimilhanga e Inferéncia
Bayesiana com os conjuntos de aminoacidos e nucleotideos. Informacéo de ordem e familia das OTUs utilizadas estéo descritas acima de cada ramo, também valendo
para os niveis superiores.
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1,000

878

999

999 — Metarhizium robertsii ARSEF 23
o79 GMetarhizium anisopliae ARSEF 2575
Metarhizium anisopliae E6
852 Metarhizium guizhouense ARSEF 977
Metarhizium majus ARSEF 297
Metarhizium brunneum ARSEF 3297
Metarhizium anisopliae ARSEF 820

Metarhizium acridum ARSEF 324
Metarhizium acridum CQMa 102

Hypocreales: Clavicipitaceae

Epichloe festucae FI1

Metarhizium anisopliae E6 1
Metarhizium brunneum ARSEF 3297 1
Metarhizium robertsii ARSEF 23 1
Metarhizium robertsii ARSEF 2575 1
Metarhizium guizhouense ARSEF 977 1
Metarhizium acridum CQMa 102 1

— Especialista

Figura 19: Andlise filogenética para Pr1J.
A) Arvore obtida utilizando o conjunto de nucleotideos pelo método de Maxima Verossimilhanca, modelo GTR+I+G, com 1.000 replicatas de bootstrap (valores nos
ramos correspondentes); B) Meta-arvore combinando as topologias constuidas por Maxima Verossimilhanca e Inferéncia Bayesiana com os conjuntos de aminoacidos
e nucleotideos. Informacgédo de ordem e familia das OTUs utilizadas estdo descritas acima de cada ramo, também valendo para os niveis superiores.

B)

Hypocreales: Clavicipitaceae

Resultados
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(D)Metarhizium robertsii ARSEF 23
(D)Metarhizium anisopliae ARSEF 2575
(D)Metarhizium anisopliae E6
(D)Metarhizium brunneum ARSEF 3297
(D)Metarhizium majus ARSEF 297
(D)Metarhizium guizhouense ARSEF 977
(D)Metarhizium acridum ARSEF 324
(D)Metarhizium acridum CQMa 102
(D)Metarhizium album ARSEF 1941
(J)Metarhizium robertsii ARSEF 23
(J)Metarhizium anisopliae ARSEF 2575
(J)Metarhizium anisopliae E6
(J)Metarhizium anisopliae ARSEF 820
(J)Metarhizium brunneum ARSEF 3297
(J)Metarhizium guizhouense ARSEF 877
(J)Metarhizium majus ARSEF 297
(J)Metarhizium acridum ARSEF 324
(J)Metarhizium acridum CQMa 102
(J)Epichloe festucae FI1

(J)Metarhizium anisopliae E6 1
(J)Metarhizium brunneum ARSEF 3297 1
(J)Metarhizium robertsii ARSEF 23 1
(J)Metarhizium robertsii ARSEF 2575 1
(J)Metarhizium guizhouense ARSEF 977 1
(J)Metarhizium acridum CQMa 102 1
(E)Metarhizium robertsii ARSEF 2575 1
(E)Metarhizium robertsii ARSEF 23 2
(E)Metarhizium anisopliae ARSEF 2575
(E)Metarhizium anisopliae ARSEF 820
(E)Metarhizium brunneum ARSEF 3297
(E)Metarhizium anisopliae E6
(E)Metarhizium anisopliae E6 1
(E)Metarhizium robertsii ARSEF 23 1
(E)Metarhizium brunneum ARSEF 3297 1
(E)Metarhizium robertsii ARSEF 2575
(E)Metarhizium robertsii ARSEF 23
(E)Metarhizium anisopliae E6 2
(E)Metarhizium brunneum ARSEF 3297 2
(E)Metarhizium guizhouense ARSEF 977
(E)Metarhizium majus ARSEF 297
(E)Metarhizium acridum CQMa 102
(F)Metarhizium anisopliae E6 1
(F)Metarhizium anisopliae ARSEF 549 1
(F)Metarhizium brunneum ARSEF 3297 1
(F)Metarhizium robertsii ARSEF 23
(F)Metarhizium guizhouense ARSEF 977
(F)Metarhizium majus ARSEF 297
(F)Metarhizium album ARSEF 1941
(F)Metarhizium robertsii ARSEF 2575 1
(F)Metarhizium robertsii ARSEF 23 1
(F)Metarhizium acridum ARSEF 324
(F)Metarhizium anisopliae ARSEF 820
(F)Metarhizium brunneum ARSEF 3297
(F)Metarhizium anisopliae E6

Resultados

(D)Metarhizium anisopliae ARSEF 2575
B) (D)Metarhizium robertsii ARSEF 23
(D)Metarhizium brunneum ARSEF 3297
(D)Metarhizium anisopliae E6
(D)Metarhizium majus ARSEF 297
(D)Metarhizium guizhouense ARSEF 977
D (D)Metarhizium acridum ARSEF 324
(D)Metarhizium acridum CQMa 102
(D)Metarhizium album ARSEF 1941
(J)Metarhizium robertsii ARSEF 23
(J)Metarhizium anisopliae ARSEF 2575
(J)Metarhizium anisopliae E6
E (J)Metarhizium brunneum ARSEF 3287

— (J)Metarhizium anisopliae ARSEF 820

(J)Metarhizium guizhouense ARSEF 977
(J)Metarhizium majus ARSEF 297
(J)Metarhizium acridum ARSEF 324
——— (J)Metarhizium acridum CQMa 102
(J)Epichloe festucae Fi1
(J)Metarhizium robertsii ARSEF 23 1
(J)Metarhizium robertsii ARSEF 2575 1
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(E)Metarhizium robertsii ARSEF 2575 1
(E)Metarhizium anisopliae ARSEF 2575
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F (F)Metarhizium robertsii ARSEF 23 1
(F)Metarhizium robertsii ARSEF 2575 1
(F)Metarhizium acridum ARSEF 324
(F)Metarhizium anisopliae ARSEF 820
(F)Metarhizium anisopliae E6
(F)Metarhizium brunneum ARSEF 3297

— Especialista — Transicional — Generalista

Figura 20: Analise filogenética conjunta da Subfamilia 2.

A) Arvore obtida utilizando o conjunto de nucleotideos pelo método de Inferéncia Bayesiana, modelo
GTR+I+G, com amostragem de 152.000 geracdes. As probabilidades posteriores calculadas estdo nos seus
ramos correspondentes; B) Meta-arvore combinando as topologias constuidas por Maxima Verossimilhanca e
Inferéncia Bayesiana com os conjuntos de aminoéacidos e nucleotideos. Em vermelho estéo identificados os
grupos componentes, acima do ramo correspondente.
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4.3. SELECAO POSITIVA

s arvores filogenéticas obtidas, tanto para a meta-arvore (MT), quanto

para a topologia selecionada, foram utilizadas nas analises de selecéo

positva com o pacote PAML. Essas, juntamente com 0s
retroalinhamentos obtidos para 0s respectivos conjuntos, permitiram uma
avaliacdo estatistica da presséo seletiva sob a qual cada sitio codificante esta
sujeito utilizando LRTs (Likelihood Ratio Tests; usando ® como descritor).
Ressalta-se que o teste MO vs M3 avalia a heterogeneidade de ® entre sitios, e
nao selecdo positiva. O teste pra cada conjunto apresentou p < 0,05 (dados nao
apresentados). Os valores de log-likelihood, LRT, ® médio, parametros estimados
e sitios positivamente selecionados (quando aplicavel) estdo apresentados em
tabelas individuais para cada analise. Seré utilizada a nomenclatura Pr1X-PS-MT
(quando se utilizou Meta-Arvore) e Pr1X-PS-Sel (topologia selecionada), onde X
designa a isoforma correspondente. A Tabela 5 apresenta uma relacdo qualitativa
dos resultados dos testes estatisticos, enquanto a Figura 21 sumariza os sitios
positivamente selecionados identificados e suas respectivas localizacdes de

acordo com a arquitetura proteica.

Tabela 5: Relacéo qualitativa dos testes de selec¢éo positiva para as proteinas avaliadas.

Meta-Arvore Topologia Selecionada

Subfamilia Isoforma Mlavs M2a M7 vs M8 Mlavs M2a M7 vs M8
A
B
Sf1 G
I
K
D N/A N/A
< z
F
J

S: rejeicdo da hip6tese nula; N: ndo se rejeitou a hipétese nula; N/A: ndo aplicavel

Foi detectada selecdo positiva para 4 dos 5 membros da subfamilia 1
(Pr1A, B, G, e I), tanto usando MT, quanto para a topologia selecionada.

Analisando a isoforma A, ocorre, em geral, convergéncia entre 0s sitios
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\ \
PrilA - - 126N 2265 353K
PriB - B0V :

PriG - : 211R

Pril . - 227E 2295 271T 323A (374A)
PrlD - - 218Q 286V 312L
Py IR

PS Peptidase S8

15-22aa : 60-80aa i ~280aa
A A

Figura 21: Localizagdo dos sitios positivamente selecionados identificados.

Abaixo esta representada a arquitetura tipica das proteases Prl. Tipicamente, o polipeptideo possui peptideo
sinal (PS), dominio inibitério (Inibidor 19; PF05922) e dominio proteolitico do tipo subtilase (Peptidase S8;
PF00082). As linhas estdo ordenadas conforme sua subfamilia. Hifens nas linhas correspondentes a cada
isoforma representam auséncia de sitios identificados. O sitio entre parénteses encontra-se na porgdo C-
terminal, sem dominio identificavel por similaridade de sequéncia, mas fazendo parte do peptideo maduro. As
proteases Prl1K, PrlE e Prl1F ndo apresentaram sinais identificaveis de selecdo positiva.

identificados para PrlA-PS-MT (Tabela 6) e PrlA-PS-Sel (Tabela 7). Os sitios
132, 232 e 390, correspondem as posi¢des 126N, 226S e 353K, respectivamente,
na sequéncia de M. anisopliae E6, localizadas no dominio proteolitico (S8). Em
relacdo a PrlB, identificou-se selecdo positiva no sitio 146, em concordancia
entre Pr1B-PS-MT (Tabela 8) e PriB-PS-Sel (Tabela 9). Este corresponde a
posicdo 80V na sequéncia de referéncia, localizada no dominio inibitério (19). Os
resultados de Pr1G-PS-MT (Tabela 10) e Pr1G-PS-Sel (Tabela 11) também estdo
em concordancia, apresentando o sitio 211 (posicdo 211R, dominio S8) como
positivamente selecionado. As analises para Prll apresentam os sitios 231, 328 e
379 concordantes entre Prll-PS-MT (Tabela 12) e Prll-PS-Sel (Tabela 13), e,
exclusivamente a Prll-PS-MT, 233 e 328. Esses sitios correspondem, em ordem
crescente, as posi¢coes 227E, 229S, 271T, 232A (dominio S8) e 374A (porgéao C-
terminal sem dominio associado) na proteina de M. anisopliae E6. N&o foi

possivel identificar selec@o positiva para a isoforma K (Tabela 14, Tabela 15).
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Tabela 6: Parametros estimados, valores de verossimilhanca sob modelos de o variavel entre sitios, e sitios positivamente selecionados (SPS) para PriA-MT.

. a b Parametros # SPS?
Modelos aninhados -In€ 24¢€ (gl, p) dy/ds estimados ¢ BEB/NEB BEB NEB
. Po=0,7909, (p,=0,2091)
Mla: nearly neutral (2) 17182,34 0,28 ,=0,0934, (w1=1,0000) N/A N/A N/A
0,00
(2, >0,99) pPo=0,7909, p,=0,2091,
M?2a: positive selection (p-=0,0000)
4) 17182,34 0,28 wy=0,0934, w;=1,0000, N/A N/A N/A
w,=15,2505
M7: B (2) 16853,14 0,17 p=0,3998, q=1,9192 N/A N/A N/A
19,48
2,<10*
( ) Po=0,9723, (p1=0,0277) 2(0) 132 232
M8: B& w>1(4) 16843,40 0,16 p=0,4660, g=2,8822, 1(2) 132, 390 —3’90 ’

w=1,1821

% Entre parénteses, o nimero de parametros livres do modelo.
® Média entre todos os sitios do alinhamento.

° Entre parénteses, parametros n&o-livres, mostrados para clareza.
4 Ntimero de sitios positivamente selecionados de acordo com Bayes Empirical Bayes (BEB) e Naive Empirical Bayes (NEB). O primeiro nUmero
corresponde a sitios com probabilidades posteriores = 0,95, enquanto o segundo nimero, entre parénteses, corresponde a sitios com probabilidades

posteriores = 0,99.
N/A: N&o Aplicavel
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Tabela 7: Parametros estimados, valores de verossimilhanca sob modelos de ® variavel entre sitios, e sitios positivamente selecionados (SPS) para Pr1A-Sel.

. . b Parametros # SPS¢
Modelos aninhados -Iné 24A¢€ (gl, p) dn/ds estimados ¢ BEB/NEB BEB NEB
. Po=0,8060, (p;=0,1940)
M1a: nearly neutral (2) 17123,74 0,27 wy=0,0938, (wl1=1,0000) N/A N/A N/A
1,99
(2,>0,30) po=0,8044, p,=0,1913,
M2a: positive selection (p2=0,0043)
) 17122,75 0,28 wy=0,0945, w,=1,0000, N/A N/A N/A
w,=2,7681
M7: B (2) 16805,90 0,17 p=0,4039, g=1,9683 N/A N/A N/A
20,25
-4
(2,<107) Po=0,9715, (p;=0,0285) 2(0)
M8: B& w > 1 (4) 16795,78 0,16 p=0,4731, 9q=2,9827, 1002) 132,390 132, 390

w=1,1613

4 Entre parénteses, o nimero de parametros livres do modelo.

® Média entre todos os sitios do alinhamento.

¢ Entre parénteses, parametros néo-livres, mostrados para clareza.

4 Ntmero de sitios positivamente selecionados de acordo com Bayes Empirical Bayes (BEB) e Naive Empirical Bayes (NEB). O primeiro nUmero
corresponde a sitios com probabilidades posteriores = 0,95, enquanto o segundo nimero, entre parénteses, corresponde a sitios com probabilidades
posteriores = 0,99.

N/A: Nao Aplicavel
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Tabela 8: Parametros estimados, valores de verossimilhanca sob modelos de o variavel entre sitios, e sitios positivamente selecionados (SPS) para PriB-MT.

. a ] b Parametros # SPS¢
Modelos aninhados Iné 24€ (gl, p) dn/ds estimados °© BEB/NEB BEB NEB
. Po=0,7364, (p1=0,2636)
M1a: nearly neutral (2) 7396,61 0,31 y=0,0705, (w1=1,0000) N/A N/A N/A
2,54
(2, >0,20) po=0,7350, p,=0,2599,
M?2a: positive selection (p-=0,0050)
) 7395,34 0,35 0s=0,0710, w,=1,0000, N/A N/A N/A
w»=8,3602
M7: B (2) 7355,82 0,19 p=0,4277, q=1,8082 N/A N/A N/A
9,18
(2, <0,05) Po=0,9894, (p;=0,0106) 0(0)
M8: B& w>1 (4) 7351,23 0,22 p=0,4533, g=2,0951, 110) N/A 146

w=4,7506

% Entre parénteses, o nimero de parametros livres do modelo.
® Média entre todos os sitios do alinhamento.

° Entre parénteses, parametros n&o-livres, mostrados para clareza.

4 Ntmero de sitios positivamente selecionados de acordo com Bayes Empirical Bayes (BEB) e Naive Empirical Bayes (NEB). O primeiro namero
corresponde a sitios com probabilidades posteriores = 0,95, enquanto o segundo nimero, entre parénteses, corresponde a sitios com probabilidades

posteriores = 0,99.
N/A: N&o Aplicavel
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Tabela 9: Parametros estimados, valores de verossimilhanca sob modelos de ® variavel entre sitios, e sitios positivamente selecionados (SPS) para Pr1B-Sel.

. a b Parametros # SPS¢
Modelos aninhados -Iné 24€ (gl, p) dn/ds estimados ° BEB/NEB BEB NEB
: Po=0,7328,(p1=0,2672)
Mla: nearly neutral (2) 7378,05 g 0,32 wo=0,0739, (wl=1,0000) N/A N/A N/A
, iy (2,>’0,20) Po=0,7314, p1=0,2636,
iﬂe%:ét?:: I(tl;/)e 7376,62 0,36 (p2=0,0050) we=0,0743, N/A NA  NIA
w;=1,0000, w,=9,0384
M7: B (2) 7339,78 0,19 p=0,4325, q=1,7690 N/A N/A N/A
9,22
(2, <107?) Po=0,9898, (p1=0,0102) 0(0)
M8:B& w>1(4) 7335,37 0,23 p=0,4567, q=2,0368, 11(0) N/A 146

w=5,2665

4 Entre parénteses, o nimero de parametros livres do modelo.

® Média entre todos os sitios do alinhamento.

° Entre parénteses, parametros n&o-livres, mostrados para clareza.

4 Numero de sitios positivamente selecionados de acordo com Bayes Empirical Bayes (BEB) e Naive Empirical Bayes (NEB). O primeiro niimero
corresponde a sitios com probabilidades posteriores = 0,95, enquanto o segundo numero, entre parénteses, corresponde a sitios com probabilidades
posteriores = 0,99.

N/A: Nao Aplicavel
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Tabela 10: Parametros estimados, valores de verossimilhanca sob modelos de o varidvel entre sitios, e sitios positivamente selecionados (SPS) para PriG-MT.

. a b Parametros # SPSH
Modelos aninhados -Iné 24€ (gl, p) dy/ds estimados ¢ BEB/NEB BEB NEB
. Po=0,8249, (p,=0,1751)
Mla: nearly neutral (2) 2966,83 0,23 w,=0,0641, (w1=1,0000) N/A N/A N/A
1,08
(2, >0,50) po=0,8381, p,=0,1421,
M2a: positive selection (4) 2967,37 0,29 (P2=0,0198) N/A N/A N/A
' ' ' wp=0,0710, w;=1,0000,
w»=4,3564
M7: B (2) 2969,83 0,21 p=0,2208, g=0,8396 N/A N/A N/A
8,38
(2,<0,05) Po=0,9638, (p,=0,0362) 10)
M8: B& w>1(4) 2965,54 0,28 p=0,3853, g=2,0606, /1(0) 211 211

w=3,7008

% Entre parénteses, o nimero de parametros livres do modelo.

® Média entre todos os sitios do alinhamento.

° Entre parénteses, parametros n&o-livres, mostrados para clareza.

4 Numero de sitios positivamente selecionados de acordo com Bayes Empirical Bayes (BEB) e Naive Empirical Bayes (NEB). O primeiro niumero
corresponde a sitios com probabilidades posteriores = 0,95, enquanto o segundo numero, entre parénteses, corresponde a sitios com probabilidades
posteriores = 0,99.

N/A: Nao Aplicavel
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Tabela 11: Parametros estimados, valores de verossimilhanca sob modelos de o variavel entre sitios, e sitios positivamente selecionados (SPS) para Pr1G-Sel.

. a b Parametros # SPSH
Modelos aninhados -Iné 24€ (gl, p) dy/ds estimados ¢ BEB/NEB BEB NEB
) Po=0,8224, (p,=0,1776)
Mla: nearly neutral (2) 2958,44 0,23 w,=0,0641, (w1=1,0000) N/A N/A N/A
3,27
(2, >0,10) po=0,8352, p;=0,1434,
_ iy : (p2=0,0214)
M2a: positive selection (4) 2956,81 0,30 We=0,0717, w,=1,0000, N/A N/A N/A
w,=4,5524
M7: B (2) 2959,55 0,21 p=0,2169, g=0,8038 N/A N/A N/A
8,81
(2,<0,05) Po=0,96307, (p:=0,0369) 10)
M8: B& w>1(4) 2955,14 0,29 p=0,3777, 9=1,9996, /1(0) 211 211

w=3,8981

% Entre parénteses, o nimero de parametros livres do modelo.

® Média entre todos os sitios do alinhamento.

° Entre parénteses, parametros n&o-livres, mostrados para clareza.

4 Numero de sitios positivamente selecionados de acordo com Bayes Empirical Bayes (BEB) e Naive Empirical Bayes (NEB). O primeiro niumero
corresponde a sitios com probabilidades posteriores = 0,95, enquanto o segundo numero, entre parénteses, corresponde a sitios com probabilidades
posteriores = 0,99.

N/A: Nao Aplicavel
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Tabela 12: Parametros estimados, valores de verossimilhanca sob modelos de o varidvel entre sitios, e sitios positivamente selecionados (SPS) para Pr1l-MT.

. a b Parametros # Sps*
Modelos aninhados -Iné 24¢€ (gl, p) dn/ds estimados ¢ BEB/NEB BEB NEB
. Po=0,7948, (p,=0,2052)
Mla: nearly neutral (2) 5553,16 0,27 w,=0,0793, (w1=1,0000) N/A N/A N/A
9,72
(2, <10?) Po=0,7969, p;=0,1890,
L . (p,=0,0141) 1(0)
M2a: positive selection (4) 5548,31 0,39 Wy=0,0809, w,=1,0000, 11(0) 231 231
w»=9,7200
M7: B (2) 5532,98 0,20 p=0,3280, g=1,2916 N/A N/A N/A
24,86
(2, <107 _ _
Po=0,9771, (p1=0,0229)
: - - 4(1) 231,233, 231,276,
M8: B& w>1(4) 5520,56 0,33 p=0,4024, q=1,9742, 13(1) 276,379 328, 379

w=7,3675

 Entre parénteses, o nimero de parametros livres do modelo.

® Média entre todos os sitios do alinhamento.

° Entre parénteses, parametros ndo-livres, mostrados para clareza.

4 Numero de sitios positivamente selecionados de acordo com Bayes Empirical Bayes (BEB) e Naive Empirical Bayes (NEB). O primeiro nimero
corresponde a sitios com probabilidades posteriores = 0,95, enquanto o segundo numero, entre parénteses, corresponde a sitios com probabilidades
posteriores = 0,99.

N/A: Nao Aplicavel
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Tabela 13: Parametros estimados, valores de verossimilhanca sob modelos de o varidvel entre sitios, e sitios positivamente selecionados (SPS) para Prll-Sel.

. a b Parametros # SPS¢
Modelos aninhados -Iné 2A€ (gl, p) dn/ds estimados ¢ BEB/NEB BEB NEB
. Po=0,8018, (p;=0,1982)
Mla: nearly neutral (2) 5540,28 0,26 w,=0,0810, (w1=1,0000) N/A N/A N/A
8,41
(2, <0,05) po=0,8043, p;=0,1863,
M?2a: positive selection (p.=0,0094) 1(0)
(4) 253608 036 4=0,0821, w;=1,0000, 11(0) 231 231
w»=11,2098
M7: B (2) 5519,70 0,20 p=0,3386, q=1,3642 N/A N/A N/A
19,88
-4
(2, <10%) Po=0,9787, (p;=0,0213) 20) 231 308
M8: B& w>1(4) 5509,76 0,32 p=0,4047, 9=1,9870, /1(1) _3’79 ’ 231, 379

w=7,4058

% Entre parénteses, o nimero de parametros livres do modelo.

® Média entre todos os sitios do alinhamento.

° Entre parénteses, parametros n&o-livres, mostrados para clareza.

4 Numero de sitios positivamente selecionados de acordo com Bayes Empirical Bayes (BEB) e Naive Empirical Bayes (NEB). O primeiro niumero
corresponde a sitios com probabilidades posteriores = 0,95, enquanto o segundo numero, entre parénteses, corresponde a sitios com probabilidades
posteriores = 0,99.

N/A: Nao Aplicavel
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Tabela 14: Parametros estimados, valores de verossimilhanca sob modelos de o variavel entre sitios, e sitios positivamente selecionados (SPS) para PriK-MT.

. a b Parametros # SPSH
Modelos aninhados -Iné 24¢€ (gl,p) dn/ds estimados BEB/NEB BEB NEB
. Po=0,7564, (p,=0,2436)
Mla: nearly neutral (2) 12583,54 0,29 ,=0,0640, (w1=1,0000) N/A N/A N/A
0,00
(2, >0,99) pPo=0,7564, p;=0,2435,
M2a: positive selection (4)  12583,54 0,29 (p2=0,0000) N/A N/A N/A
' ’ ’ wo=0,0640, w,=1,0000,
w,=14,8321
M7: B (2) 12375,39 0,15 p=0,3314, q=1,8560 N/A N/A N/A
1,66
(2,>0,40) po=0,9979, (p,=0,0021)
M8: B& w>1(4) 12374,56 0,17 p=0,3328, q=1,8953, N/A N/A N/A

w=10,0778

 Entre parénteses, o nimero de parametros livres do modelo.

® Média entre todos os sitios do alinhamento.

° Entre parénteses, parametros n&o-livres, mostrados para clareza.

4 Numero de sitios positivamente selecionados de acordo com Bayes Empirical Bayes (BEB) e Naive Empirical Bayes (NEB). O primeiro niumero
corresponde a sitios com probabilidades posteriores = 0,95, enquanto o segundo numero, entre parénteses, corresponde a sitios com probabilidades
posteriores = 0,99.

N/A: Nao Aplicavel
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Tabela 15: Parametros estimados, valores de verossimilhanca sob modelos de o variavel entre sitios, e sitios positivamente selecionados (SPS) para Pr1K-Sel.

. a b Parametros # SPSH
Modelos aninhados -Iné 24€ (gl, p) dn/ds estimados ¢ BEB/NEB BEB NEB
) Po=0,7533, (p1=0,2467)
Mla: nearly neutral (2) 12540,86 0,29 w,=0,0629, (wl1=1,0000) N/A N/A N/A
0,00
(2,>0,9) po=0,7533, p,=0,2467,
M2a: positive selection (4) 12540,86 0,29 (P2=0,0000) N/A N/A N/A
' ' ' wp=0,0629, w,;=1,0000,
w»=19,9601
M7: B (2) 12346,69 0,15 p=0,3299, q=1,8124 N/A N/A N/A
1,58
(2,>0.4) po=0,9979, (p,=0,0021)
M8: B& w>1(4) 12345,90 0,17 p=0,3313, g=1,8499, N/A N/A N/A

w=10,0772

% Entre parénteses, o nimero de parametros livres do modelo.

® Média entre todos os sitios do alinhamento.

° Entre parénteses, parametros n&o-livres, mostrados para clareza.

4 Numero de sitios positivamente selecionados de acordo com Bayes Empirical Bayes (BEB) e Naive Empirical Bayes (NEB). O primeiro niumero
corresponde a sitios com probabilidades posteriores = 0,95, enquanto o segundo numero, entre parénteses, corresponde a sitios com probabilidades
posteriores = 0,99.

N/A: Nao Aplicavel
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Dois dos quatro membros da subfamilia 2 estdo submetidas a presséo
seletiva positiva. Para PrlD (Tabela 16), cujas filogenias séo idénticas para Pr1D-
nt-Bl e PriD-MT (Figura 16), foram identificados os sitios 223, 291 e 317, que
correspondem as posigdes 218Q, 286V e 312L em M. anisopliae E6, localizadas
no dominio S8. Em relacdo a PrlJ, Pr1J-PS-MT (Tabela 17) e Prl1J-PS-Sel
(Tabela 18) apresentaram os mesmos sitios positivamente selecionados: 364, 365
e 367 (notacdo: copiallcopia2 do genoma de M. anisopliae E6; posicbes
337K/337T, 338T/338V e 340S/340T, todas no dominio proteolitico).Os resultados
para Pr1E foram conflitantes: para PrlE-PS-Sel (Tabela 19) rejeitou-se a hipétese
nula no teste Mla vs M2a, mas ndo no teste M7 vs M8, enquanto nédo se
identificou selecéo positiva para PrlE-PS-MT (Tabela 20). Apesar da significancia
estatistica, ndo foi possivel identificar sitios com probabilidades posteriores
superiores a 0,50, sugerindo que trata-se de um falso positivo. Nao se observou

selecéo para a isoforma F (Tabela 21, Tabela 22).
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Tabela 16: Parametros estimados, valores de verossimilhanca sob modelos de o variavel entre sitios, e sitios positivamente selecionados (SPS) para Pr1D.

. a b Parametros # Sps*
Modelos aninhados Iné 24€ (gl, p) dn/ds estimados ° BEB/NEB BEB NEB
) Po=0,6853, (p1=0,3147)
Mla: nearly neutral (2) 4001,16 0,36 y=0,0644, (w1=1,0000) N/A N/A N/A
15,05
(2, <10%) Po=0,6925, p;=0,2630,
: " : (p2=0,0445) 0(0)
M?2a: positive selection (4) 3993,63 0,50 Wy=0,0774, w,=1,0000, 11(0) N/A 223
w»=4,1129
M7: B (2) 4003,14 0,35 p=0,1477, 9=0,2711 N/A N/A N/A
22,19
-4
(2, <107) po=0,9331, (p,=0,0669) 30)
M8: B & w>1 (4) 3992,05 0,48 p=0,2824, q=0,7615, 3(0) 223,291, 317 223, 291, 317

w=3,3804

% Entre parénteses, o nimero de parametros livres do modelo.

® Média entre todos os sitios do alinhamento.

° Entre parénteses, parametros n&o-livres, mostrados para clareza.

¢ Numero de sitios positivamente selecionados de acordo com Bayes Empirical Bayes (BEB) e Naive Empirical Bayes (NEB). O primeiro namero
corresponde a sitios com probabilidades posteriores = 0,95, enquanto o segundo numero, entre parénteses, corresponde a sitios com probabilidades
posteriores = 0,99.

N/A: N&o Aplicavel
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Tabela 17: Parametros estimados, valores de verossimilhanca sob modelos de o variavel entre sitios, e sitios positivamente selecionados (SPS) para Pr1J-MT.

. a b Parametros # SPS¢
Modelos aninhados -Iné 2A¢€ (gl, p) dn/ds estimados BEB/NEB BEB NEB
. Po=0,7255, (p;=0,2745)
Mla: nearly neutral (2) 7326,48 0,35 0,=0,1046, (w1=1,0000) N/A N/A N/A
14,25
(2, <10%) po=0,7218, p,=0,2710,
M2 iti lecti
a: positive selection (p-=0,0072) 1(1)
(4) 7319,36 041 )0=0,1062, w,=1,0000, /1(1) 364,365 364,365
w-»=8,6888
M7: B (2) 7325,22 0,29 p=0,5081, q=1,2479 N/A N/A N/A
28,95
6
(2, <107) Po=0,9336, (p,=0,0664) m 364, 365
M8:B& w>1(4 7310,74 0,34 p=0,6989, 9=2,4318, 364, 365 — -
n(2) 36

w=2,0659

% Entre parénteses, o nimero de parametros livres do modelo.

® Média entre todos os sitios do alinhamento.

° Entre parénteses, parametros n&o-livres, mostrados para clareza.

4 Numero de sitios positivamente selecionados de acordo com Bayes Empirical Bayes (BEB) e Naive Empirical Bayes (NEB). O primeiro niumero
corresponde a sitios com probabilidades posteriores = 0,95, enquanto o segundo ndmero, entre parénteses, corresponde a sitios com probabilidades
posteriores = 0,99.

N/A: Nao Aplicavel
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Tabela 18: Parametros estimados, valores de verossimilhanca sob modelos de o variavel entre sitios, e sitios positivamente selecionados (SPS) para Pr1J-Sel.

. a b Parametros # SPS¢
Modelos aninhados -Iné 2A¢€ (gl, p) dn/ds estimados BEB/NEB BEB NEB
. Po=0,7326, (p,=0,2674)
Mla: nearly neutral (2) 7348,08 0,35 0,=0,1086, (w1=1,0000) N/A N/A N/A
14,47
(2, <10%) po=0,7282, p,=0,2641,
M2 iti lecti
a: positive selection (p>=0,0077) 1(1)
@) 7340,85 0,41 w=0,1107, w,=1,0000, 11(1) 364, 365 364, 365
w,=8,3458
M7: B (2) 7346,99 0,29 p=0,5176, g=1,2635 N/A N/A N/A
28,34
-6
(2, <107) Po=0,9368, (p,=0,0632) m 364, 365
MB8:B& w>1(4 7332,82 0,34 p=0,7065, g=2,3970, 364, 365 e
11(2) 36

w=2,0707

% Entre parénteses, o nimero de parametros livres do modelo.

® Média entre todos os sitios do alinhamento.

° Entre parénteses, parametros n&o-livres, mostrados para clareza.

4 Numero de sitios positivamente selecionados de acordo com Bayes Empirical Bayes (BEB) e Naive Empirical Bayes (NEB). O primeiro niumero
corresponde a sitios com probabilidades posteriores = 0,95, enquanto o segundo numero, entre parénteses, corresponde a sitios com probabilidades
posteriores = 0,99.

N/A: Nao Aplicavel
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Tabela 19: Parametros estimados, valores de verossimilhanca sob modelos de o variavel entre sitios, e sitios positivamente selecionados (SPS) para Pr1E-Sel.

. a b Parametros # SPS¢
Modelos aninhados -Iné 24¢€ (gl, p) dn/ds estimados © BEB/NEB BEB NEB
. Po=0,6479, (p,=0,3521)
Mla: nearly neutral (2) 5580,64 0,42 ,=0,1022, (w1=1,0000) N/A N/A N/A
16,89
(2, <10%) Po=0,6629, p;=0,2326,
M?2a: positive selection (p-=0,1045) 0(0)
(4) >572.20 041 wo=0,1161, w;=1,0000, /0(0) A NA
w>»=1,0000
M7: B (2) 5573,13 0,36 p=0,4084, q=0,7094 N/A N/A N/A
5,47
(2,>0,05) Po=0,9192, (p,=0,0808)
M8: B& w>1(4) 5570,40 0,40 p=0,5645, g=1,3618, N/A N/A N/A

w=1,6475

% Entre parénteses, o nimero de parametros livres do modelo.

® Média entre todos os sitios do alinhamento.

° Entre parénteses, parametros n&o-livres, mostrados para clareza.

4 Numero de sitios positivamente selecionados de acordo com Bayes Empirical Bayes (BEB) e Naive Empirical Bayes (NEB). O primeiro nimero
corresponde a sitios com probabilidades posteriores = 0,95, enquanto o segundo numero, entre parénteses, corresponde a sitios com probabilidades
posteriores = 0,99.

N/A: Nao Aplicavel
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Tabela 20: Parametros estimados, valores de verossimilhanca sob modelos de o variavel entre sitios, e sitios positivamente selecionados (SPS) para PrlE-MT.

. a b Parametros # SPSH
Modelos aninhados -Iné 24€ (gl, p) dy/ds estimados ¢ BEB/NEB BEB NEB
. Po=0,6695, (p,=0,3305)
Mla: nearly neutral (2) 5596,75 0,41 w,=0,1157, (w1=1,0000) N/A N/A N/A
0,00
(2, 1,00) Po=0,6695, p;=0,2405,
M2a: positive selection (4) 5596,75 0,41 (P2=0,0900) N/A N/A N/A
: ’ ’ wp=0,1157, w;=1,0000,
w»=1,0000
M7: B (2) 5597,72 0,36 p=0,4114, g=0,7352 N/A N/A N/A
5,27
(2,>0,05) Po=0,9047, (p,=0,0953)
M8: B& w>1(4) 5595,09 0,39 p=0,5879, g=1,5399, N/A N/A N/A

w=1,5049

% Entre parénteses, o nimero de parametros livres do modelo.

® Média entre todos os sitios do alinhamento.

° Entre parénteses, parametros n&o-livres, mostrados para clareza.

4 Numero de sitios positivamente selecionados de acordo com Bayes Empirical Bayes (BEB) e Naive Empirical Bayes (NEB). O primeiro niumero
corresponde a sitios com probabilidades posteriores = 0,95, enquanto o segundo numero, entre parénteses, corresponde a sitios com probabilidades
posteriores = 0,99.

N/A: Nao Aplicavel
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Tabela 21: Parametros estimados, valores de verossimilhanca sob modelos de o variavel entre sitios, e sitios positivamente selecionados (SPS) para Pr1F-MT.

. a b Parametros # SPSH
Modelos aninhados -Iné 24€ (gl, p) dy/ds estimados ¢ BEB/NEB BEB NEB
) Po=0,5878, (p1=0,4122)
Mla: nearly neutral (2) 4130,51 0,43 w,=0,0338, (w1=1,0000) N/A N/A N/A
2,02
(2, >0,30) po=0,5854, p;=0,4003,
M2a: positive selection (4) 4129,50 0,49 (P2=0,0144) N/A N/A N/A
' ’ ’ wp=0,0338, w;=1,0000,
w,o=4,7659
M7: B (2) 4123,10 0,32 p=0,1836, g=0,3828 N/A N/A N/A
4,56
(2,>0,10) Po=0,9452, (p,=0,0548)
M8: B& w>1(4) 4120,82 0,39 p=0,2055, g=0,5361, N/A N/A N/A

w=2,3993

% Entre parénteses, o nimero de parametros livres do modelo.

® Média entre todos os sitios do alinhamento.

° Entre parénteses, parametros n&o-livres, mostrados para clareza.

4 Numero de sitios positivamente selecionados de acordo com Bayes Empirical Bayes (BEB) e Naive Empirical Bayes (NEB). O primeiro niumero
corresponde a sitios com probabilidades posteriores = 0,95, enquanto o segundo numero, entre parénteses, corresponde a sitios com probabilidades
posteriores = 0,99.

N/A: Nao Aplicavel
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Tabela 22: Parametros estimados, valores de verossimilhanca sob modelos de o variavel entre sitios, e sitios positivamente selecionados (SPS) para PriF-Sel.

. a b Parametros # SPSH
Modelos aninhados -Iné 24€ (gl, p) dy/ds estimados ¢ BEB/NEB BEB NEB
. Po=0,5819, (p,=0,4181)
Mla: nearly neutral (2) 4099,06 0,44 w,=0,0328, (w1=1,0000) N/A N/A N/A
0,00
(2, 1,00) po=0,5819, p,=0,3982,
M2a: positive selection (4) 4099,06 0,44 (P2=0,0199) N/A N/A N/A
' ’ ' wp=0,0328, w,;=1,0000,
w»=1,0000
M7: B (2) 4092,73 0,33 p=0,1779, g=0,3549 N/A N/A N/A
3,25
(2,>0,10) Po=0,8639, (p,=0,1361)
M8: B& w>1(4) 4091,10 0,40 p=0,2187, g=0,7621, N/A N/A N/A

w=1,4953

% Entre parénteses, o nimero de parametros livres do modelo.

® Média entre todos os sitios do alinhamento.

° Entre parénteses, parametros n&o-livres, mostrados para clareza.

4 Numero de sitios positivamente selecionados de acordo com Bayes Empirical Bayes (BEB) e Naive Empirical Bayes (NEB). O primeiro nimero
corresponde a sitios com probabilidades posteriores = 0,95, enquanto o segundo numero, entre parénteses, corresponde a sitios com probabilidades
posteriores = 0,99.

N/A: Nao Aplicavel
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5. DISCUSSAO

Visando verificar a hipotese de que as serino-proteases da familia Prl1 de
Metarhizium anisopliae estdo submetidas a pressfes seletivas diferenciadas,
foram realizadas extensivas andlises filogenéticas envolvendo membros da
Classe Il de subtilisinas, especificamente abrangendo as subfamilias 1 (Prl1A, B,
G, |l e K)e 2 (PriD, E, F e J). Estas permitiram a identificacdo de sitios sob
selecéo positiva em seis — Prl1A, B, D, G, | e J — dos nove conjuntos de dados
analisados, indicando que h& um aumento nas taxas de substituicdo né&o-
sinbnimas em relacdo as das substui¢cdes sinbnimas, levando a um aumento na
variabilidade de aminoacidos nessas sequéncias. Esta tendéncia a mudanca ou
inovacdo nessa familia proteica tem potencial impacto na abrangéncia dos

hospedeiros artropodes desse género fungico.

Entre as sequéncias identificadas como homadlogas as de M. anisopliae E6,
as proteinas PrlE, PriF e PrlJ foram identificadas em mdltiplas cépias néo-
idénticas. Essa multiplicidade aparenta estar associada ao processo de expansao
do alcance de hospedeiros do género Metarhizium, visto que o aumento no
namero de hospedeiros esta associado a expansao de familias proteicas (HU et
al., 2014). Especialmente, as analises filogenéticas para PrlE, originada por
duplicagcéo génica in tandem de um gene similar a PrlF (BAGGA et al., 2004),
dao suporte a essa hipotese em razdo da presenca de clados monofiléticos
relacionados as copias “adicionais”, exclusivamente identificadas para espécies
generalistas de Metarhizium (M. anisopliae, M. brunneum e M. robertsii, Figura
17). As analises realizadas neste trabalho, em relacdo a essas isoformas, diferem
de estudos anteriores realizados por outros grupos, onde somente se utilizou uma
copia de cada proteina por espécie (BAGGA et al., 2004; HU & ST. LEGER, 2004;
LI et al., 2010). De uma maneira geral, a amostragem de sequéncias homologas
as proteases Prl foi mais extensiva neste trabalho que as empregadas para
estudos anteriores principalmente devido a disponibilidade de novos genomas
sequenciados que abrangem fungos com diferentes leques de hospedeiros (HU et
al., 2014).
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Como padrdo geral das filogenias, foi observado que as proteinas de
membros do género Metarhizium agrupam-se em relacdo a abrangéncia de
hospedeiros, posicionando basalmente especialistas em relacdo a espécies
transicionais e generalistas, em acordo com relacdes estabelecidas empregando
0S genomas desses organismos (HU et al., 2014). Ademais, as ramificacdes
observadas para as familias das OTUs analisadas remetem a padrdes
observados em Hu e colaboradores (2014) e Staats e colaboradores (2014).
Nesses trabalhos, a sucessdo de familias fangicas € descrita na forma
(Nectriaceae, (Hypocreaceae, (Cordycipitaceae, (Ophiocordycipitaceae,
Clavicipitaceae)))). Analisando os conjuntos de dados apresentando multiplas
familias (PrlA, PrlB e PrlK), pode-se observar o mesmo padrdo, com
discrepancias pontuais. Ressalta-se que nos dados aqui apresentados nao foi
utilizado grupo externo, ndo sendo possivel atribuir sentido temporal a topologia,
enquanto permitindo uma representacdo equiparavel aos estudos anteriores com
grupos externos através de reordenamento direto dos ramos. Para Prl1A (Figura
10), verifica-se a forma (Clavicipitaceae, (Ophiocordycipitaceae [maioria],
(Cordycipitaceae+Nectriaceae, (Hypocreaceae, Ophiocordycipitaceae
[Tolypocladium sp.])))). Nas topologias construidas com os conjuntos de PrlB
(Figura 11), verifica-se uma progressdao na forma ((Clavicipitaceae,
Cordycipitaceae [Beauveria sp.]), (Sarocladium sp., (Cordycipitaceae [Cordyceps
sp.], Xylariales:Diatrypaceae))). Finalmente, a filogenia de PrlK (Figura 14)
mostrou um padrdo ((Nectriaceae, Glomerellales:Glomerellaceae), (Acremonium
sp., (Hypocreaceae, Clavicipitaceae))). A presenca de Ordens agrupadas
discrepantemente, de Ordens diferentes presentes em ramos internos de
Hypocreales (Glomerellales e Xylariales) e de grupos polifiléticos, como
Ophiocordycipitaceae em PrlA e Cordycipitaceae em PrlB, pode estar
relacionada a uma amostragem sub-6tima das sequéncias aminoacidicas.
Conforme apontado por Pearson (2013) sequéncias compartilhando menos de
30% de residuos idénticos ainda podem ser homodlogas. Neste trabalho, foi
utilizado um ponto de corte de 60%, podendo ser demasiado estringente e néao

capturar o panorama de homologia das subtilisinas.
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As relacdes identificadas entre as isoformas das subfamilias 1 e 2 séo
melhor suportadas que as previamente propostas. Holder e Lewis (2003) apontam
que um valor de 70% no teste de bootstrap pode indicar forte suporte para um
grupo em analises filogenéticas, valor este que sera utilizado como referéncia na
discussédo a segquir. Utilizando sequéncias de trés linhagens de M. anisopliae,
Bagga e colaboradores (2004), estabeleceram uma relagdo no padréo (G,(A,B,I))
para as proteinas Prl da subfamilia 1, ndo sendo inclusa PrlK, e um padrdo
(D,E,F,J) —isto &, nédo foi possivel estabelecer a relacdo entre as isoformas — para
0s membros da subfamilia 2. Também em 2004, Hu e St. Leger inferiram uma
relacéo (K,G,I,(A,B)) para a sfl1 e (D,J,(E,F))) para a sf2. Li e colaboradores (2010)
relaciona sequéncias de subtilisinas pertencentes a membros do subfilo
Pezizomycotina, que abrange diversas classes de fungos patogénicos, incluindo
diversas isoformas de Prl de M. anisopliae. Na Figura 2 do referido trabalho, esta
claramente representada a separacao entre sfl (Clado A) e sf2 (Clado C), mas as
relaces internas a esses clados ndo possuem suporte estatistico (nesse caso,
probabilidade posterior estimada com o software MrBayes). As filogenias no
presente trabalho apontam uma relacao (K,(A[1-3],B[1-2],G,l) para a subfamilia 1
(Figura 15) e ((D,J),(E,F)) para a subfamilia 2 (Figura 20), onde as ramificacdes
internas de cada clado correspondem de maneira geral aquelas visualizadas nas
inferéncias filogenéticas de cada isoforma individualmente. Enquanto ndo se pode
separar totalmente os grupos, os dados aqui apresentados introduzem a relacao
entre PrlK e os demais membros da sfl, posicionando-o basalmente na arvore,
além de estabelecer uma relagdo mais proxima entre PrlD e PrlJ na sf2,
condizente com a hipétese da isoforma J ter se originado por duplicacdo de um
gene prlD ancestral (BAGGA et al., 2004). A incorporagéo de ambas subfamilias,
bem como Pr1H, em uma analise conjunta de todos os membros da Classe Il das
proteases Prl pode contribuir na resolucdo das politomias observadas na sfl,
enquanto relacionando todas as subfamilias e permitindo uma comparacdo mais

direta com os estudos anteriores.

As inferéncias de selecdo positiva aqui apresentadas diferem das
identificadas por trabalhos anteriores. Tanto Bagga e colaboradores (2004)

quanto Hu e St. Leger (2004) somente utilizaram informacdo de espécies
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generalistas de Metarhizium, ndo encontrando evidéncias de selecéo positiva em
comparacoes de valores médios de dy/ds por toda a extensdo dos alinhamentos.
Porém, como ainda apontado por Bagga e colaboradores (2004), ponderar o
entre todos os cdédons pode esconder se diferentes regibes das Prl estdo sob
diferentes pressbOes seletivas. As avaliagbes de nossos dados, empregando
conjuntos individuais de cada proteina das subfamilias 1 e 2 de Prl1 -
incorporando dados de Metarhizium generalistas, transicionais e especialistas,
bem como de fungos proximamente relacionados - apontaram selecao positiva
em seis das nove isoformas, especificamente em Prl1A, PriB, PrlD, PrlG, Prll e
Prl1J, indicando um processo ativo de diversificacdo similar ao observado por Li e
colaboradores (2010) para fungos parasitas de nematdédeos, proximamente
relacionados aos entomopatdgenos. A localizacdo de sitios positivamente
selecionados dentro da regido do dominio proteolitico e diferindo posicionalmente
entre as isoformas é consistente com a hipotese de que cada isoforma divergiu (e
continua divergindo) para desempenhar diferentes funcbes em fungos
entomopatogénicos (BAGGA et al., 2004). Além da penetracéo da cuticula, essas
funcdes podem abranger afinidades por diferentes substratos, supresséo de
defesas celulares do hospedeiro, degradacdo de moléculas de defesa e contribuir
para um aumento no alcance de hospedeiros (VILCINSKAS, 2010). A presenca
de um sitio sob selecdo positiva no dominio inibitério (regido pré) em PrlB pode
surtir efeito no seu processo de maturacdo. A elevada e crescente expressao
dessa isoforma em D. peruvianus nas primeiras 96h (BEYS-DA-SILVA et al.,
2014) sugere que ela desempenha fungdes importantes no processo infectivo
deste hospedeiro em especifico, sendo que um propeptideo com menor tempo de

maturacao permitiria uma infeccdo mais eficiente.

Ao contrario do identificado em Hu e colaboradores (2014), nossas analises
nao apontaram selecado positiva atuante para Prl1K. Conceitualmente, o estudo de
2014 avaliou a presséo seletiva usando testes de ramos (branch model do pacote
PAML) exclusivamente em sete genomas de espécies de Metarhizium, enquanto
no presente trabalho avaliou-se o através de modelos de sitios incluindo também
sequéncias de outras familias fungicas. Para esse caso em patrticular, a presenca

de sequéncias evolutivamente mais distantes (de Nectriaceae, por exemplo, que
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divergiram h& aproximadamente 395 milhdes de anos, contra quase 117 milhdes
de anos para Metarhizium spp., por exemplo) (HU et al., 2014) pode ter mitigado
sinais de selecdo nesse conjunto. Em outra frente, a presenca de sequéncias
altamente similares de Fusarium spp. (Nectriaceae) pode levar a uma estimativa
elevada de ds versus dy, reduzindo o de forma a ndo se detectar selecdo
positiva. Uma reavaliacdo desse resultado reduzindo o conjunto por critério de
identidade, analogamente ao que foi feito para Pr1A, além de uma reamostragem
com critérios menos estringentes (discutidos acima) pode ser benéfica no sentido

de avaliar essa aparente contradicao.

O grande numero de isoformas de Prl presentes em espécies generalistas de
Metarhizium em relagdo a especialistas ou até mesmo outras espécies fungicas
podem ter permitido a patogénese de um vasto numero de hospedeiros.
Consistente com nossos resultados, VILCINSKAS (2010) sugere que a adaptacéo
de M. anisopliae e outros patdégenos a um maior numero de hospedeiros deve ser
acompanhada de rapida diversificacdo de genes evolvidos na interacdo com
multiplos hospedeiros. Adicionalmente, ele também aponta que a adaptacdo a
espécies particulares de hospedeiros deve promover perda de genes que nao
possuem pressao seletiva em virtude de ndo terem fungdo na patogénese de um
leque reduzido de hospedeiros. Em particular para a sf2 (Figura 20), a presenca
de multiplos grupos relacionados as isoformas PrlE e PrlF, associados somente
a espécies generalistas (ou predominantemente generalistas, no caso de PrlF)
pode ser indicativo de um processo de ganho de capacidade enzimatica por
generalistas ou perda de genes de subtilisinas por especialistas com provavel
efeito na viruléncia. Adicionalmente, a presenca de dois subclados com alto
suporte estatistico no clado J, contendo as isoformas reconhecidas como
segundas em expressao dentro da familia Prl (FREIMOSER et al., 2003), que
seguem a mesma tendéncia especialista->transicional->generalista, sugerem que
podem se tratar de subtipos diferentes. Para confirmar ou refutar essa hipotese,
pode ser benéfica uma avaliacdo filogenética completa da familia Prl de
proteases com maior amostragem do que a empregada neste trabalho, bem como
uma recaracterizacdo bioquimica das sequéncias de Prl presentes nos genomas

de espécies generalistas como M. anisopliae.
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A adaptacdo de populactes fungicas a diferentes hospedeiros pode levar a
divergéncia simpétrica em fungos parasitas. A evolu¢cdo de um estilo de vida
parasitico depende da disponibilidade de fatores enzimaticos de viruléncia na
interacdo com o hospedeiro, seja na aquisicdo de nutrientes, na infeccdo em si
ou enfraquecendo as defesas do hospedeiro. Presume-se que a viruléncia de
patbgenos coevolui como resultado de selecdo reciproca com o hospedeiro,
havendo, dessa forma, selecdo positiva na evolucdo de novas proteases ou
isoformas que nao sejam inativadas pelos inibidores do hospedeiro. Vilcinskas
(2010) ilustrou, de maneira simplificada, alguns cenarios possiveis. Em uma
situacdo onde existam quantidades maiores ou equivalentes de inibidores
proteicos do hospedeiro em relacdo as proteases do patégeno atuara selecéo
negativa sobre essas proteases, pois sua sintese e secrecdo desperdicaria
recursos. Quando a atividade da protease fangica ndo € totalmente inibida, a
fracdo reduzida de atividade n&o regulada dentro do hospedeiro permite o uso de
seus peptideos e proteinas na nutricdo. O ultimo cenario ilustra uma situacdo em
que o hospedeiro ndo sintetiza inibidores de uma protease em particular
associada ao patdégeno, onde esta protease se tornard o fator de viruléncia mais
importante, independente de sua concentragdo absoluta ou atividade. Nesse
contexto, havera selecdo positiva para proteases que nao possuam inibidores
associados no hospedeiro, também esperando-se fun¢cdes complementares entre
proteases parcialmente inibidas e nédo-inibidas durante o processo infectivo. Os
resultados apresentados no presente trabalho apontam para uma combinacgao
desses ultimos dois cenarios no caso da familia Prl de serino-proteases em M.
anisopliae. O grande numero de isoformas codificadas por este fungo generalista
€ determinante na abrangéncia de hospedeiros, tendo em sua expressao
diferenciada em hospedeiros distintos uma possivel adaptacao fisiologica aos
inibidores de proteases dos hospedeiros, enquanto permitindo a hidrolise de
distintas composi¢des cuticulares (VILCINSKAS, 2010). Adicionalmente, a
guantidade de isoformas e o padréo de expressdo das proteases Prl também
podem ser mecanismos pré-adaptativos ao estilo de vida parasitico (HU & ST.
LEGER, 2004), ou ainda a outros ambientes fora do hospedeiro como, por
exemplo, a rizosfera de plantas (ST LEGER, 2008).
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Discussao

Analogamente ao caso da escola de anatomia comparativa de Georges
Cuvier, os resultados apresentados neste trabalho ndo contradizem drasticamente
conclusdes prévias de outros autores, mas apresentam melhorias em diversos
aspectos. Com isso, acredita-se contribuir no entendimento da tdo complexa
relacdo patdégeno-hospedeiro de fungos do género Metarhizium e espécies
associadas no que tange a familia Prl de serino-proteases e as funcdes

especificas de suas isoformas.
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Conclusoes

6. CONCLUSOES

1. Areconstrucéo da histdria evolutiva de cada isoforma das subfamilias 1 e 2
da Classe Il de serino-proteases da familia Prl, aponta para um padréo
evolutivo especialista—>transicional->generalista em relacdo as espécies do
género Metarhizium e suas abrangéncias de hospedeiros. Adicionalmente,
os clados observados mimetizam as rela¢gfes entre familias fungicas, em

sua maioria;

2. Foi possivel estabelecer uma relacédo ((D,J),(E,F)) para a subfamilia 2 da
Classe Il da familia Prl1 e um padrdo (K,(A,B,G,l)) para a subfamilia 1.
Ambas as filogenias apresentam melhorias aquelas de estudos anteriores,
contendo ramificacdes internas que refletem, em geral, as observadas

empregando os conjuntos de dados individuais;

3. Existe uma presséao seletiva diferenciada nas isoformas Prl1A, PrlB, PrlD,
Pr1G, Prll e PrlJ, indicando um processo atuante de diversificagdo nas
serino-proteases em fungos no sentido da aquisicdo de novas funcgdes.
Essas funcbes podem abranger a expansdao do leque de hospedeiros

infectados, 0 aumento de viruléncia ou a adaptacdo a meios alternativos.
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Perspectivas

. PERSPECTIVAS

Expandir os conjuntos de dados utilizados neste trabalho, empregando

critérios menos estringentes na busca por sequéncias homologas;

Reconstruir a historia evolutiva e avaliar a presenca de selecdo positiva
para as isoformas PrlH e PrlC, abrangendo dessa forma todas as

isoformas sintetizadas por M. anisopliae individualmente;

Inferir as filogenias da Classe | (PrlC) e Classe Il (demais isoformas)

incorporando o maior niumero possivel de taxa;

Incorporar todas as sequéncias de Prl em uma andlise filogenética
conjunta, elucidando as rela¢des evolutivas dentro desta familia proteica;

Avaliar comparativamente o efeito estrutural de residuos positivamente
selecionados em isoformas de Prl de espécies generalistas, transicionais e
especialistas do género Metarhizium, empregando técnicas de modelagem
comparativa por homologia e dindamica molecular para as isoformas

positivamente selecionadas identificadas neste trabalho;
Elucidar o efeito individual de cada protease da familia Prl através da

construcdo de mutantes nulos, quantificando a expresséo de cada isoforma

em modelo de infeccéo de artropodes por M. anisopliae EG6.
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Apéndices

9. APENDICES

APENDICE 1: PARAMETROS PHYML

Parametros utilizados para PrlA-aa-ML (modelo LG+I+G), conforme output do
PhyML.

0000000000000 00 Q000000000000 000000000O000O000

Sequence filename:
Data type:

aa_prla.rem95.prank.best.phy
aa

Alphabet size: 20
Sequence format: sequential
Number of data sets: 1

Nb of bootstrapped data sets: 1000
Compute approximate likelihood ratio test: no

Model name: LG
Proportion of invariable sites: estimated
Number of subst. rate categs: 4

Gamma distribution parameter: estimated
'Middle' of each rate class: mean
Amino acid equilibrium frequencies: model
Optimise tree topology: yes

Tree topology search: NNIs
Starting tree: BioNJ

Add random input tree: no
Optimise branch lengths: yes
Optimise substitution model parameters: yes

Run ID: none
Random seed: 1454010171
Subtree patterns aliasing: no
Version: 20120412

0000000000000 00000000000000000O0CC00O000000000000000000000000000000000000000000

109



APENDICE 2: PARAMETROS MRBAYES

Apéndices

Parametros e diagndsticos de convergéncia para PrlA-aa-Bl (modelo LG+I+G),

conforme output (parcial) do MrBayes.

***** Parametros adicionados ao alinhamento em formato NEXUS *****

begin mrbayes;
log start filename=aa_prla_mrbayes.log replace;
set autoclose=yes nowarn=yes autoreplace=no;
prset aamodelpr=fixed(lqg):;
lset rates=invgamma Ngammacat=4;

mcmcp ngen=10000000 printfreg=100 samplefreq=100 nchains=4 /

diagnfreq=1000 savebrlens=yes checkfreq=5000;
report tree=brlens;
mcme;
sump relburnin=yes burninfrac=0.25;
sumt relburnin=yes burninfrac=0.25 contype=halfcompat;
log stop:;
END;

**x*x* Diagnésticos de convergéncia *****

Below are rough plots of the generation (x-axis) versus the log

probability of observing the data (y-axis). You can use these

graphs to determine what the burn in for your analysis should be.
When the log probability starts to plateau you may be at station-

arity. Sample trees and parameters after the log probability
this is not a guarantee that you are at sta-

plateaus. Of course,

tionarity. Also examine the convergence diagnostics provided by

the 'sump' and 'sumt' commands for all the parameters in your

model. Remember that the burn in is the number of samples to dis-
card. There are a total of ngen / samplefreq samples taken during

a MCMC analysis.

Overlay plot for both runs:

(1 = Run number 1; 2 = Run number 2; * = Both runs)
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Model parameter summaries over the runs sampled in files
"aa prla.rem95.prank.best.nex.runl.p" and "aa_prla.rem95.prank.best.nex.run2.p":
Summaries are based on a total of 150002 samples from 2 runs.

Each run produced 100001 samples of which 75001 samples were included.
Parameter summaries saved to file "aa_prla.rem95.prank.best.nex.pstat”.

95% HPD Interwval

Parameter Mean Variance Lower Upper
TL 4.173360 0.058068 3.713898 4.657982
alpha 0.744197 0.003%27 0.622399 0.866813
pinvar 0.002319 0.000005 0.000000 0.006943

* Convergence diagnostic

correspond to minimal and average ESS among runs.
ESS value below 100 may indicate that the parameter is undersampled.

+ Convergence diagnostic
and Rubin,

_//__

1992) should approach 1.0 as runs converge.

Summary statistics for informative taxon bipartitions
(saved to file "aa_prla.rem95.prank.best.nex.tstat"):

ID #obs Probab. Sd(s)+ Min (s) Max (s)

31 150002 1.000000 0.000000 1.000000 1.000000
32 150002 1.000000 0.000000 1.000000 1.000000
33 150002 1.000000 0.000000 1.000000 1.000000
34 150002 1.000000 0.000000 1.000000 1.000000
35 150002 1.000000 0.000000 1.000000 1.000000
36 150002 1.000000 0.000000 1.000000 1.000000
37 150002 1.000000 0.000000 1.000000 1.000000
38 150002 1.000000 0.000000 1.000000 1.000000
39 150002 1.000000 0.000000 1.000000 1.000000
40 150002 1.000000 0.000000 1.000000 1.000000
41 150002 1.000000 0.000000 1.000000 1.000000
42 150002 1.000000 0.000000 1.000000 1.000000
43 150002 1.000000 0.000000 1.000000 1.000000
44 150001 0.999993 0.000009 0.999987 1.000000
45 149999 0.999980 0.000009 0.999973 0.999987
46 149997 0.999967 0.000009 0.899960 0.99%9%73
47 149992 0.999933 0.000038 0.999907 0.999960
48 149871 0.999127 0.000179 0.999000 0.999253
49 149833 0.998873 0.000160 0.998760 0.998987
50 149806 0.998693 0.000000 0.998693 0.998693
51 149664 0.997747 0.000019 0.997733 0.997760
52 149504 0.996680 0.000245 0.996507 0.996853
53 147582 0.983867 0.000509 0.983507 0.984227
54 147292 0.981934 0.001094 0.981160 0.982707
55 147223 0.981474 0.001009 0.980760 0.982187
56 145444 0.969614 0.000585 0.969200 0.970027
57 94027 0.626838 0.005119 0.623218 0.630458
58 55558 0.370382 0.005393 0.366568 0.374195

+ Convergence diagnostic

should approach 0.0 as runs converge.

Median min ESS*

Apéndices

4.165427 57540.53
0.741657 39738.34
0.001612 32461.51

avg ESS PSRF+
57732.41 1.000
39874.66 1.000
32572.26 1.000

(ESS = Estimated Sample Size); min and avg values

(PSRF = Potential Scale Reduction Factor; Gelman

Nruns

(standard deviation of split frequencies)
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Summary statistics for branch and node parameters
(saved to file "aa prla.rem85.prank.best.nex.vstat"):

85% HPD Interval

Parameter Mean Variance Lower Upper Median PSRF+ Nruns
length[1] 0.102344 0.000382 0.064778 0.140744 0.101151 1.000 2
length[2] 0.076745 0.00029% 0.044594 0.111578 0.075569 1.000 2
length[3] 0.0226086 0.000077 0.006916 0.039958 0.021594 1.000 2
length (4] 0.073379 0.000266 0.042907 0.105437 0.072155 1.000 2
length[5) 0.097185 0.000491 0.055296 0.140659 0.095708 1.000 2
length[6] 0.079689 0.000373 0.043223 0.118089 0.078547 1.000 2
length (7] 0.075595 0.000365 0.039306 0.112919 0.074351 1.000 2
length[8] 0.015338 0.000047 0.003483 0.028834 0.014438 1.000 2
length (9] 0.002375 0.000006 0.000000 0.007091 0.001648 1.000 2
length[10] 0.002346 0.000006 0.000000 0.007024 0.001621 1.000 2
length[11] 0.028653 0.000074 0.013238 0.045861 0.027789 1.000 2
length[12] 0.002773 0.000008 0.000000 0.008271 0.001933 1.000 2
length[13] 0.022565 0.000061 0.008700 0.038249 0.021654 1.000 2
length([14] 0.040645 0.000136 0.019002 0.063866 0.039567 1.000 2
length[15] 0.062258 0.000244 0.033230 0.093099 0.060990 1.000 2
length[16] 0.134232 0.000478 0.092442 0.177577 0.133006 1.000 2
length[17] 0.071704 0.000258 0.041581 0.103645 0.070583 1.000 2
length[18] 0.027277 0.000092 0.009875 0.046408 0.026281 1.000 2
length[19] 0.045253 0.000143 0.023220 0.069204 0.044265 1.000 2
length[20] 0.108036 0.000436 0.068716 0.149680 0.106754 1.000 2
length[21] 0.130698 0.000518 0.087373 0.175602 0.129448 1.000 2
length([22] 0.058560 0.000221 0.032281 0.089413 0.058335 1.000 2
length[23] 0.038314 0.000142 0.016762 0.062371 0.037721 1.000 2
length[24] 0.213835 0.000944 0.155685 0.274908 0.212059 1.000 2
length([25] 0.104052 0.000401 0.066655 0.144182 0.102881 1.000 2
length[26] 0.24%427 0.001172 0.184792 0.317883 0.247434 1.000 2
length[27] 0.004029 0.000012 0.000000 0.011008 0.003079 1.000 2
length[28] 0.028885 0.000074 0.013233 0.045847 0.028015 1.000 2
length([29] 0.106884 0.000408 0.069083 0.147481 0.105659 1.000 2
length([30] 0.234993 0.001148 0.170673 0.302958 0.233035 1.000 2
length([31] 0.094130 0.000531 0.051416 0.140471 0.092470 1.000 2
length[32] 0.145909 0.000942 0.088623 0.207561 0.144024 1.000 2
length[33] 0.125350 0.000813 0.071610 0.182220 0.123445 1.000 2
length[34] 0.047729 0.000177 0.022976 0.074102 0.046637 1.000 2
length([35] 0.087097 0.000424 0.048811 0.128446 0.085770 1.000 2
length[36] 0.058711 0.000297 0.026309 0.092980 0.057414 1.000 2
length([37] 0.078676 0.000315 0.045429 0.114257 0.077617 1.000 2
length[38] 0.138363 0.000708 0.088545 0.191757 0.136537 1.000 2
length[39) 0.171189 0.000741 0.119924 0.225367 0.169576 1.000 2
length[40] 0.097872 0.000534 0.053841 0.143486 0.096768 1.000 2
length([41] 0.023011 0.000064 0.008665 0.038961 0.022103 1.000 2
length([42] 0.081442 0.000455 0.040722 0.123122 0.079974 1.000 2
length([43) 0.274925 0.001750 0.195546 0.357998 0.272490 1.000 2
length([44)] 0.046152 0.000224 0.018279 0.075668 0.044824 1.000 2
length[45] 0.013712 0.000041 0.002778 0.026380 0.012811 1.000 2
length[46] 0.048315 0.000292 0.017554 0.082747 0.046612 1.000 2
length([47] 0.065951 0.000375 0.030076 0.104816 0.064595 1.000 2
length[48] 0.015962 0.000043 0.004337 0.028939 0.015121 1.000 2
length[49] 0.033665 0.000123 0.013321 0.055693 0.032570 1.000 2
length([50] 0.035758 0.000182 0.011237 0.062543 0.034431 1.000 2
length[51] 0.019465 0.000073 0.004466 0.036691 0.018471 1.000 2
length([52] 0.036455 0.000148 0.014085 0.060550 0.035338 1.000 2
length[53] 0.008550 0.000029 0.00028%94 0.01%080 0.007525 1.000 2
length[54] 0.047815 0.000388 0.011998 0.086675 0.045822 1.000 2
length[55] 0.048663 0.000314 0.016633 0.084497 0.047091 1.000 2
length[56] 0.031103 0.00017e 0.007557 0.057471 0.029562 1.000 2
length[57] 0.034513 0.000193 0.010095 0.062643 0.033135 1.000 2
0.038568 0.000228 0.010543 0.068121 0.037230 1.000 2

length[58]

+ Convergence diagnostic (PSRF = Potential Scale Reduction Factor; Gelman
and Rubin, 1992) should approach 1.0 as runs converge. NA is reported when
deviation of parameter values within all runs is 0 or when a parameter
value (a branch length, for instance) is not sampled in all runs.

Summary statistics for partitions with frequency >= 0.10 in at least one run:
Average standard deviation of split frequencies = 0.000513
Maximum standard deviation of split frequencies = 0.005393
Average PSRF for parameter values (excluding NA and >10.0) = 1.000
Maximum PSRF for parameter values = 1.000
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APENDICE 3: PARAMETROS PAML

Parametros aplicados para Pr1A no célculo dos comprimentos de ramos pelo
modelo MO.

seqfile = nt_prla_renamed retro.nt_ali.phy * sequence data filename

treefile = nt_prla_renamed_retro_0.8coll.nt_ali.nex.con_unrooted.nwk * tree
structure file name
outfile = m0_mlc * main result file name
noisy =9 * 0,1,2,3,9: how much rubbish on the screen
verbose = 1 * 0: concise; 1: detailed, 2: too much
runmode = 0 * 0: user tree; 1: semi-automatic; 2: automatic
* 3: StepwiseAddition; (4,5):PerturbationNNI; -2: pairwise

seqtype = 1 * l:codons; 2:RAs; 3:codons-->AAs
CodonFreq = 2 * 0:1/61 each, 1:F1X4, 2:F3X4, 3:codon table

* ndata = 10
clock = 0 * 0:no clock, 1l:clock; 2:1local clock; 3:CombinedARnalysis
aaDist = 0 * O:equal, 4:geometric; -:linear, 1-6:G1974,Miyata,c,p,v,a
aaRatefile = dat/jones.dat * only used for aa segs with model=empirical(_F)

* davhoff.dat, jones.dat, wag.dat, mtmam.dat, or your own

model = 0
* models for codons:
* Q:one, l:b, 2:2 or more dN/dS ratios for branches
* models for AAs or codon-translated AAs:
* O:poisson, l:proportional, 2:Empirical, 3:Empirical+F
* 6:FromCodon, 7:AAClasses, 8:REVaa 0, 9:REVaa(nr=189)

O:one w;l:neutral;2:selection; 3:discrete;4:freqs;
5:gamma; 6:2gamma; 7:beta;8:betasw; 9:betasgamma;
10:beta&gamma+l; 1ll:beta&normal>l; 12:0&2normal>1;
13:3normal>0

* % 4 *

icode = 0 * Q:universal code; l:mammalian mt; 2-10:see below

Mgene = 0
* codon: O:rates, l:separate; 2:diff pi, 3:diff kapa, 4:all diff
* AA: O:rates, l:separate

fix kappa = 0 * 1: kappa fixed, 0: kappa to be estimated

kappa = 2 * initial or fixed kappa
fix omega = 0 * 1: omega or omega_ 1 fixed, 0: estimate

omega = .4 * initial or fixed omega, for codons or codon-based AAs
fix alpha =1 * 0: estimate gamma shape parameter; 1: fix it at alpha

alpha 0. * initial or fixed alpha, 0:infinity (constant rate)
Malpha = 0 * different alphas for genes
* ncatG = 8 * # of categories in dG of NSsites models

getSE = 0 * 0: don't want them, 1: want S.E.s of estimates
RateAncestor = 1 * (0,1,2): rates (alpha>0) or ancestral states (1 or 2)

Small Diff = .5e-6
cleandata = 0 * remove sites with ambiguity data (l:ves, 0:no)?
fix_blength = -1 * 0: ignore, -1: random, 1: initial, 2: fixed
method = 1 * Optimization method 0: simultaneous; 1: one branch a time

Genetic codes: 0:universal, l:mammalian mt., 2:yeast mt., 3:mold mt.,
4: invertebrate mt., 5: ciliate nuclear, 6: echinoderm mt.,

7: euplotid mt., 8: alternative yeast nu. 9: ascidian mt.,

10: blepharisma nu.

These codes correspond to transl_table 1 to 11 of GENEBANK.

* % * * *
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Parametros aplicados para Prl1A para andlise pelos modelos Ml1a, M2a, M3, M7 e
M8.

segfile = nt_prla_renamed_retro.nt_ali.phy * sequence data filename

treefile = nt_prla_ renamed_retro.nt_ali_ MO.nwk * tree structure file name
outfile = all models mlc * main result file name
noisy =9 * 0,1,2,3,9: how much rubbish on the screen
verbose = 1 * 0: concise; 1: detailed, 2: too much
runmode = 0 * 0: user tree; 1: semi-automatic; 2: automatic
* 3: StepwiseAddition; (4,5):PerturbationNNI; -2: pairwise
segtype = 1 * l:codons; 2:AAs; 3:codons-->AAs
CodonFreqg = 2 * 0:1/61 each, 1:F1X4, 2:F3X4, 3:codon table
* ndata = 10
clock = 0 * 0:no clock, l:clock; 2:local clock; 3:CombinedAnalysis
aaDist = 0 * 0O:equal, +:geometric; -:linear, 1-6:G1974,Miyata,c,p,v,a

aaRatefile = dat/jones.dat * only used for aa segs with model=empirical (_F)
* dayhoff.dat, jones.dat, wag.dat, mtmam.dat, or your own

model = 0
* models for codons:
* O:one, 1l:b, 2:2 or more dN/dS ratios for branches
* models for AAs or codon-translated AAs:
* O:poisson, l:proportional, Z2:Empirical, 3:Empirical+F
* 6:FromCodon, 7:AAClasses, B8:REVaa 0, 9:REVaa(nr=189)

NSsites =1 2 3 7 8 * 0:one w;l:neutral;2:selection; 3:discrete;4:fregs;
* 5:gamma; 6:2gamma; 7:beta;8:beta&w; 9:beta&gamma;
* 10:betasgamma+l; ll:beta&normal>l; 12:0&2normal>1;
* 13:3normal>0

]
o
*

icode
Mgene = 0

O:universal code; l:mammalian mt; 2-10:see below

*

codon: 0O:rates, l:separate; 2:diff pi, 3:diff kapa, 4:all diff
AA: O:rates, l:separate

*

fix_kappa = 0 * 1: kappa fixed, 0: kappa to be estimated
kappa = 2 * initial or fixed kappa
fix omega = 0 * 1: omega or omega 1 fixed, 0: estimate
omega = .4 * initial or fixed omega, for codons or codon-based AAs
fix alpha =1 * 0: estimate gamma shape parameter; 1: fix it at alpha
alpha = 0. * initial or fixed alpha, 0:infinity (constant rate)
Malpha = 0 * different alphas for genes
ncatG = 8 * # of categories in dG of NSsites models
getSE = 0 * 0: don't want them, 1: want S.E.s of estimates

RateAncestor =1 * (0,1,2): rates (alpha>0) or ancestral states (1 or 2)

Small Diff = .5e-8
cleandata 0 * remove sites with ambigquity data (l:yes, 0:no)?
fix blength =1 * 0: ignore, -1: random, 1l: initial, 2: fixed
method = 0 * Optimization method 0: simultaneous; 1: one branch a time

Genetic codes: O:universal, l:mammalian mt., 2:yeast mt., 3:mold mt.,
4: invertebrate mt., 5: ciliate nuclear, 6: echinoderm mt.,

7: euplotid mt., 8: alternative yeast nu. 9: ascidian mt.,

10: blepharisma nu.

These codes correspond to transl table 1 to 11 of GENEBANK.

* * ¥ * *
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APENDICE 4: SCRIPT UTILIZADO PARA OS CALCULOS DE LRT

#!/usr/bin/env python

# -*- coding: utf-8 -*-

from Bio.Phylo.PAML import codeml

from Bio.Phylo.PAML.chiZ import cdf_ chiZ2
import sys

import readline

W

a a ara Ill N1T Ll a 1 ar

#4#4# MAIN
if len(sys.argv) != 4:

print 'usage: ' 4+ sys.argv[0] + ' m0> <output_all models> <lrt_output>'

sys.exit (1)

# FOR TESTING ONLY

#infile0 = 'testfileO'

#infilel = 'testfile'

#outfile = 'testout'
else:

infile0 = sys.argv[l]

infilel = sys.argv[2]

outfile = sys.argv[3]

results0 = codeml.read(infile0)
resultsl = codeml.read(infilel)

mO0
ml
m2
m3
m7
m8

(resultsl['NSsit
(resultsl['NSsit
(resultsl['NS=sit
(resultsl['NSsit
(resultsl['NSsites

print sys.argv

print """ *** T,og—likelihood (1nL)
print 'MO\t'+ str(m0)

print 11Nt "+ str(ml)

print a\t'+ str(m2)

print 'M3a\t'+ str(m3)

print 'M7\t'+ str(m7)

print 'ME8\t'+ str(m8)

print wown

**%* Tikelihood Ratio Tests ***

won

1lrt03 = 2* (m3-m0)
1lrtl2 = 2% (m2-ml)
1rt78 = 2*(m8-m7)

chi2 03 = cdf chi2(4,1rt03) # X2, df 4

chi2 12 = cdf chi2(2,1rtl2) # X*, df 2

chi2_78 = cdf_chi2(2,1rt78) # X?, df 2

print "\t\tZ value"

print "M % (1rt03,chi2 03)
print "M \t%.6e" % (lrtl2,chi2 12)
print "M7 t%.6e" % (1rt78,chi2_78)

fh = open(outfile,'w")

fh.write("\t\t2* (1nL2 - 1nLl)\tp-value\n"

fh.write ("MO t 6f\t%.6e\n" % (lrt03,chi2_03))
fh.write ("Ml t%.6e\n" % (lrtl2,chi2 12))
fh.write("M7 vs I %.6e\n" % (1lrt78,chi2_78))
fh.close()
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Pri OoTU Gl (aa) Gl (nt)
Beauveria bassiana ARSEF 252 639712 639711
Beauveria bassiana ARSEF 2860 400603215 400602772
Beauveria brongniartii 1019 40888721 40888720
Claviceps purpurea 20.1 399171376 399171166
Engyodontium album ATCC 22563 1 131077 5158
Engyodontium album ATCC 22563 131084 5170
Epichloe festucae Fl1 170674474 170674473
Fusarium sp. S-19-5 7705202 559856
Hirsutella minnesotensis CBS115627 147744316 147744315
Hirsutella rhossiliensis OWVT-1 90655148 239530152
Lecanicillium psalliotae YMF1.00112 62286475 51449982
Metarhizium acridum CQMa 102 149132204 629684206
Metarhizium album ARSEF 1941 734659264 734659151
Metarhizium anisopliae ARSEF 549 254351267 254351266
A Metarhizium anisopliae E6 672384588 672384582
Metarhizium brunneum ARSEF 3297 743649153 743647662
Metacordyceps chlamydosporia 123 198401218 198401217
Metarhizium guizhouense ARSEF 977 743664039 743663685
Metarhizium lepidiotae CG648 257864775 257864774
Metarhizium majus ARSEF 297 743673040 743672958
Metarhizium robertsii ARSEF 23 629721801 629721800
Ophiocordyceps sinensis CS2 161897705 161897704
Ophiocordyceps sinensis CO18 531857069 531857068
Pochonia chlamydosporia var. catenulata 167515230 167515229
Purpureocillium lilacinum IPC 130750164 130750163
Pochonia rubescens CBS 464.88 375273929 375273928
Tolypocladium inflatum 18542429 18542428
Trichoderma koningii SMF2 124295071 124295070
Trichoderma reesei QM6a 589111739 589111738
Trichoderma virens Gv29-8 358379534 358379223
Beauveria bassiana ARSEF 2860 400599382 667663711
Cordyceps confragosa 4092486 4092485
Eutypa lata UCREL1 629667323 629667322
Metarhizium acridum CQMa 102 629700107 629700106
Metarhizium acridum ARSEF 324 16215671 16215670
B Metarhizium album ARSEF 1941 734657470 734657427
Metarhizium anisopliae ARSEF 549 743639192 743639034
Metarhizium anisopliae ARSEF 2575 1 8671180 8671179
Metarhizium anisopliae ARSEF 820 16215666 16215665
Metarhizium anisopliae E6 672380775 672380740
Metarhizium brunneum ARSEF 3297 743640771 743640615
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Metarhizium guizhouense ARSEF 977 743657389 743657325
Metarhizium majus ARSEF 297 743666772 743666757
B(cont.) Metarhizium robertsii ARSEF 23 629729561 629729560
Metarhizium robertsii ARSEF 23 1 734839458 734839420
Sarocladium strictum SS71 507593984 507593983
Metarhizium acridum CQMa 102 629683643 629683642
Metarhizium album ARSEF 1941 734659089 734659020
Metarhizium anisopliae E6 672377000 672376997
G Metarhizium brunneum ARSEF 3297 743635561 743635503
Metarhizium guizhouense ARSEF 977 743655997 743655958
Metarhizium majus ARSEF 297 743670287 743670230
Metarhizium robertsii ARSEF 23 629729872 629729871
Claviceps purpurea 20.1 399165551 399165530
Epichloe festucae Fl1 116766025 116766024
Metarhizium acridum CQMa 102 629693569 629693568
Metarhizium album ARSEF 1941 734656648 734656642
Metarhizium anisopliae ARSEF 549 743627733 743627732
Metarhizium anisopliae ARSEF 820 16215664 16215663
Metarhizium anisopliae E6 672379263 672379253
Metarhizium brunneum ARSEF 3297 743634751 743634730
Metarhizium guizhouense ARSEF 977 743656815 743656762
Metarhizium majus ARSEF 297 743667077 743667061
Metarhizium robertsii ARSEF 23 629731236 629731235
Neotyphodium lolii Lp19 116766033 116766032

Acremonium chrysogenum C10 7543916 7543915
Colletotrichum gloeosporioides Cg-14 530466588 530466575
Colletotrichum orbiculare MAFF 240422 477526168 477526090
Claviceps purpurea 20.1 399164894 399164881
Epichloe festucae Fl1 170674497 170674496
Fusarium fujikuroi IMI 58289 517325821 517325311

Fusarium graminearum PH-1 46114268 46114267

Fusarium oxysporum 26-1 56201265 56201264
Fusarium oxysporum f. sp. cubense race 1 477519427 477519201
K Fusarium oxysporum f. sp. cubense race 4 475671758 475671460
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici MN25 587712155 385760296
Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici 26381 591405393 586495976
Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum 25433 591487806 586496605
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici 10181226 10181225
Fusarium verticillioides 7600 584142712 116242648
Metarhizium acridum CQMa 102 629692381 629692380
Metarhizium album ARSEF 1941 734661326 734661295
Metarhizium anisopliae ARSEF 549 743633265 743632811
Metarhizium anisopliae E6 672381981 672381975
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Metarhizium brunneum ARSEF 3297 743632695 743632690
Metarhizium guizhouense ARSEF 977 743657136 743657077
Metarhizium majus ARSEF 297 743668492 743668467
K(cont.) Metarhizium robertsii ARSEF 23 629734144 629734143
Nectria haematococca mpVI 77-13-4 302886268 302886267
Trichoderma atroviride IMI 206040 358391139 358391114
Villosiclava virens UV-8b 632919264 632919220
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Pri OoTU Gl (aa) Gl (nt)
Metarhizium acridum CQMa 102 629699297 629699296
Metarhizium acridum ARSEF 324 18958207 18958206
Metarhizium album ARSEF 1941 734663356 734663317

Metarhizium anisopliae ARSEF 2575 6624964 6624963
D Metarhizium anisopliae E6 672380805 672380781
Metarhizium brunneum ARSEF 3297 743643131 743642893
Metarhizium guizhouense ARSEF 977 743655181 743655177
Metarhizium majus ARSEF 297 743668218 743668189
Metarhizium robertsii ARSEF 23 629731288 629731287
Metarhizium acridum CQMa 102 629691111 629691110
Metarhizium anisopliae ARSEF 2575 6624966 6624965
Metarhizium anisopliae ARSEF 820 28611050 28611049
Metarhizium anisopliae E6 672376854 672376830
Metarhizium anisopliae E6 1 672379712 672379687
Metarhizium anisopliae E6 2 672382339 672382297
Metarhizium brunneum ARSEF 3297 743638880 743638877
£ Metarhizium brunneum ARSEF 3297 1 743629284 743629275
Metarhizium brunneum ARSEF 3297 2 743633322 743633273
Metarhizium guizhouense ARSEF 977 743657206 743657168
Metarhizium majus ARSEF 297 743668169 743668168
Metarhizium robertsii ARSEF 2575 594714858 594714793
Metarhizium robertsii ARSEF 25751 594720305 594720292
Metarhizium robertsii ARSEF 23 629728518 629728517
Metarhizium robertsii ARSEF 23 1 629727498 629727497
Metarhizium robertsii ARSEF 23 2 629714090 629714089
Metarhizium acridum ARSEF 324 18958205 18958204
Metarhizium album ARSEF 1941 734659019 734658892
Metarhizium anisopliae ARSEF 549 1 743632063 743631654
Metarhizium anisopliae ARSEF 820 28611051 28611049
Metarhizium anisopliae E6 672376853 672376830
Metarhizium anisopliae E6 1 672381324 672381319
F Metarhizium brunneum ARSEF 3297 743638879 743638877
Metarhizium brunneum ARSEF 3297 1 743644828 743644285
Metarhizium guizhouense ARSEF 977 743664256 743664170
Metarhizium majus ARSEF 297 743671774 743671686
Metarhizium robertsii ARSEF 25751 594720304 594720292
Metarhizium robertsii ARSEF 23 629728258 629728257
Metarhizium robertsii ARSEF 23 1 629714086 629714085
Epichloe festucae FI1 170674484 170674483
J Metarhizium acridum CQMa 102 629685231 629685230
Metarhizium acridum CQMa 102 1 629699449 629699448
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Metarhizium acridum ARSEF 324 16215675 16215674

Metarhizium anisopliae ARSEF 2575 7573223 7573222
Metarhizium anisopliae ARSEF 820 16215660 16215659
Metarhizium anisopliae E6 672377960 672377943
Metarhizium anisopliae E6 1 672383277 672383252
Metarhizium brunneum ARSEF 3297 743647223 743646596
J(cont.)  Metarhizium brunneum ARSEF 3297 1 743643673 743643255
Metarhizium guizhouense ARSEF 977 743665539 743665262
Metarhizium guizhouense ARSEF 977 1 743658637 743658612
Metarhizium majus ARSEF 297 743674737 743674555
Metarhizium robertsii ARSEF 25751 594711882 594711880
Metarhizium robertsii ARSEF 23 629711347 629711346
Metarhizium robertsii ARSEF 23 1 629736428 629736427
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Pri OTU Filo Classe Ordem Familia
Beauveria bassiana ARSEF 252 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Cordycipitaceae
Beauveria bassiana ARSEF 2860 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Cordycipitaceae
Beauveria brongniartii 1019 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Cordycipitaceae
Claviceps purpurea 20.1 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Engyodontium album ATCC 22563 1 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Cordycipitaceae
Engyodontium album ATCC 22563 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Cordycipitaceae
Epichloe festucae Fl1 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Fusarium sp. S-19-5 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae
Hirsutella minnesotensis CBS115627 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Ophiocordycipitaceae
Hirsutella rhossiliensis OWVT-1 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Ophiocordycipitaceae
Lecanicillium psalliotae YMF1.00112 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Cordycipitaceae
Metarhizium acridum CQMa 102 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
A Metarhizium album ARSEF 1941 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium anisopliae ARSEF 549 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium anisopliae E6 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium brunneum ARSEF 3297 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metacordyceps chlamydosporia 123 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium guizhouense ARSEF 977 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium lepidiotae CG648 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium majus ARSEF 297 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium robertsii ARSEF 23 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Ophiocordyceps sinensis CS2 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Ophiocordycipitaceae
Ophiocordyceps sinensis CO18 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Ophiocordycipitaceae
Pochonia chlamydosporia var. catenulata Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Purpureocillium lilacinum IPC Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Ophiocordycipitaceae
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Pochonia rubescens CBS 464.88 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Tolypocladium inflatum Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Ophiocordycipitaceae
leert) Trichoderma koningii SMF2 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Hypocreaceae
Trichoderma reesei QM6a Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Hypocreaceae
Trichoderma virens Gv29-8 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Hypocreaceae
Beauveria bassiana ARSEF 2860 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Cordycipitaceae
Cordyceps confragosa Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Cordycipitaceae
Eutypa lata UCREL1 Ascomycota Sordariomycetes Xylariales Diatrypaceae

Metarhizium acridum CQMa 102 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium acridum ARSEF 324 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium album ARSEF 1941 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium anisopliae ARSEF 549 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
B Metarhizium anisopliae ARSEF 2575 1 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium anisopliae ARSEF 820 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium anisopliae E6 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium brunneum ARSEF 3297 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium guizhouense ARSEF 977 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium majus ARSEF 297 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium robertsii ARSEF 23 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium robertsii ARSEF 23 1 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae

Sarocladium strictum SS71 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales N/A
Metarhizium acridum CQMa 102 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium album ARSEF 1941 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium anisopliae E6 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
G Metarhizium brunneum ARSEF 3297 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium guizhouense ARSEF 977 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium majus ARSEF 297 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium robertsii ARSEF 23 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
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Claviceps purpurea 20.1 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Epichloe festucae Fl1 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium acridum CQMa 102 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium album ARSEF 1941 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium anisopliae ARSEF 549 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
| Metarhizium anisopliae ARSEF 820 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium anisopliae E6 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium brunneum ARSEF 3297 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium guizhouense ARSEF 977 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium majus ARSEF 297 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium robertsii ARSEF 23 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Neotyphodium lolii Lp19 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Acremonium chrysogenum C10 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales N/A
Colletotrichum gloeosporioides Cg-14 Ascomycota Sordariomycetes Glomerellales Glomerellaceae
Colletotrichum orbiculare MAFF 240422 Ascomycota Sordariomycetes Glomerellales Glomerellaceae
Claviceps purpurea 20.1 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Epichloe festucae Fl1 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Fusarium fujikuroi IMI 58289 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae
Fusarium graminearum PH-1 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae
Fusarium oxysporum 26-1 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae
K Fusarium oxysporum f. sp. cubense race 1 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae
Fusarium oxysporum f. sp. cubense race 4 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici MN25 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae
Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici 26381 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae
Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum 25433 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae
Fusarium verticillioides 7600 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae
Metarhizium acridum CQMa 102 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
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Metarhizium album ARSEF 1941 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium anisopliae ARSEF 549 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium anisopliae E6 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium brunneum ARSEF 3297 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
K(cont.) Metarhizium guizhouense ARSEF 977 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium majus ARSEF 297 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium robertsii ARSEF 23 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae

Nectria haematococca mpVI 77-13-4 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae
Trichoderma atroviride IMI 206040 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Hypocreaceae
Villosiclava virens UV-8b Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
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Metarhizium acridum CQMa 102 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium acridum ARSEF 324 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium album ARSEF 1941 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae

Metarhizium anisopliae ARSEF 2575  Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
D Metarhizium anisopliae E6 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium brunneum ARSEF 3297  Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium guizhouense ARSEF 977 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium majus ARSEF 297 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium robertsii ARSEF 23 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium acridum CQMa 102 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium anisopliae ARSEF 2575  Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium anisopliae ARSEF 820 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium anisopliae E6 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium anisopliae E6 1 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium anisopliae E6 2 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium brunneum ARSEF 3297  Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium brunneum ARSEF 3297 1 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium brunneum ARSEF 3297 2 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium guizhouense ARSEF 977 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium majus ARSEF 297 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium robertsii ARSEF 2575 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium robertsii ARSEF 25751  Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium robertsii ARSEF 23 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium robertsii ARSEF 23 1 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium robertsii ARSEF 23 2 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
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Metarhizium acridum ARSEF 324 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium album ARSEF 1941 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae

Metarhizium anisopliae ARSEF 549 1  Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium anisopliae ARSEF 820 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium anisopliae E6 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium anisopliae E6 1 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae

F Metarhizium brunneum ARSEF 3297  Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium brunneum ARSEF 3297 1 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium guizhouense ARSEF 977 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium majus ARSEF 297 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium robertsii ARSEF 25751  Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium robertsii ARSEF 23 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium robertsii ARSEF 23 1 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Epichloe festucae FI1 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium acridum CQMa 102 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium acridum CQMa 102 1 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium acridum ARSEF 324 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium anisopliae ARSEF 2575  Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium anisopliae ARSEF 820 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium anisopliae E6 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae

J Metarhizium anisopliae E6 1 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium brunneum ARSEF 3297  Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium brunneum ARSEF 32971 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium guizhouense ARSEF 977 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium guizhouense ARSEF 977 1 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium majus ARSEF 297 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium robertsii ARSEF 25751  Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
Metarhizium robertsii ARSEF 23 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae

126



Apéndices

Pr1 OoTU Filo Classe Ordem Familia

J(cont.) Metarhizium robertsii ARSEF 23 1 Ascomycota Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae
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APENDICE 9: ALINHAMENTO PR1A

Beauveria bassiana ARSEF 252
Beauveria bassilana ARSEF 2860
Beauveria brongniartii 1019
Claviceps purpursa 20.1
Engyodontium allum ATCC 22563
Engyodontium allbum ATCC 22563 1
Epichlee festucae F11 -
Fusarium sp. £-1%-5

Hirsutella minnesctsnsis CB3115627
Hirsutells rhossilisnsis OWVT-1
Lecanicillium psallicotas YMFL. 00112
Metacordyceps chlamydosporia 123
Metarhizium_acridum_ CgQMa 102
Metarhizium album ARSEF 1341
Metarhizium anisoplise ARSEF 549
Metarhizium anisopliase Ef
Metarhizium brunneum BRSEF 3297
Metarhizium guizhousnse ARSEF 377
Metarhizium lepidictas CGe4s
Metarhizium_majus_ ARSEF_29%7
Metarhizium_ robertsii ARSEF_23
Ophiccordyceps sinensis CO18
Ophiccordyceps sinensis CS2
Pochonia chlamydosporia wvar. catenulata
Pochonia rukescens CBS_ 464 88
Purpursccillium_ lilacinum IPC
Tolypocladium_ inflatum
Trichoderma koningii SMF2
Trichoderma re=sei (OMéa
Trichoderma virens Gv29-8

P
P
P
=
P
P
=
g
2,
2,
P
=
=
=
=
=
=
2,
=2
=2
=
=
=
=
P,
P,
P
P
P
P
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Beauveria_bassiana ARSEF 252
Beauveria bassiana ARSEF 2860
Beauveria brongniartii 1019
Claviceps purpurea 20.1
Engvodontium allum ATCC 22563
Engvodontium allum ATCC 22563 1
Epichlece festucas F11
Fugarium s=p. 5-19-5

Hirsutella mimmesotenslis CBS115627
Hirsutella rhossiliensis OWVT-1
Lecanicillium _psallictas YMF1.00112
Metacordyceps_chlamydosporia 123
Metarhizium_acridum_ CgQMa 102
Metarhizium_album ARSEF_19%41
Maetarhizium anisopliae ARSEF 549
Metarhizium anisopliae E&
Metarhizium brumeum ARSEF 3297
Metarhizium guizhouense ARSEF 377
Metarhizium lepidictas C3648
Metarhizium majus ARSEF 297
Metarhizium rokertsii ARSEF 23
ophiocordycaeps_sinensis CO18
ophiccordyceps sinensis C82
Fochenia chlamydosporia war . catenulata
Fochenia rubescens CES_464.85
Purpureccillium_lilacinum_IFC
Tolypocladium inflatum
Trichoderma koningii SMF2
Trichoderma ressel QMéa
Trichoderma virsns Gv2i-8
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Beauveria_bassiana ARSEF 252
Beauveria bassiana ARSEF 2860
Beauveria brongniartii 1019
Claviceps purpurea 20.1
Engvodontium allum ATCC 22563
Engvodontium allum ATCC 22563 1
Epichlece festucas F11
Fugarium s=p. 5-19-5

Hirsutella mimmesotenslis CBS115627
Hirsutella rhossiliensis OWVT-1
Lecanicillium _psallictas YMF1.00112
Metacordyceps_chlamydosporia 123
Metarhizium_acridum_ CgQMa 102
Metarhizium_album ARSEF_19%41
Maetarhizium anisopliae ARSEF 549
Metarhizium anisopliae E&
Metarhizium brumeum ARSEF 3297
Metarhizium guizhouense ARSEF 377
Metarhizium lepidictas C3648
Metarhizium majus ARSEF 297
Metarhizium rokertsii ARSEF 23
ophiocordycaeps_sinensis CO18
ophiccordyceps sinensis C82
Fochenia chlamydosporia war . catenulata
Fochenia rubescens CES_464.85
Purpureccillium_lilacinum_IFC
Tolypocladium inflatum
Trichoderma koningii SMF2
Trichoderma ressel QMéa
Trichoderma virsns Gv2i-8
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274
Beauveria_bassiana ARSEF 252
Beauveria bassiana ARSEF 2860
Beauveria brongniartii 1019
Claviceps purpurea 20.1
Engvodontium allum ATCC 22563
Engvodontium allum ATCC 22563 1
Epichlece festucas F11
Fugarium s=p. 5-19-5
Hirsutella mimmesotenslis CBS115627
Hirsutella rhossiliensis OWVT-1
Lecanicillium _psallictas YMF1.00112
Metacordyceps_chlamydosporia 123
Metarhizium_acridum_ CgQMa 102
Metarhizium_album ARSEF_19%41
Maetarhizium anisopliae ARSEF 549
Metarhizium anisopliae E&
Metarhizium brumeum ARSEF 3297
Metarhizium guizhouense ARSEF 377
Metarhizium lepidictas C3648
Metarhizium majus ARSEF 297
Metarhizium rokertsii ARSEF 23
ophiocordycaeps_sinensis CO18
ophiccordyceps sinensis C82
Fochenia chlamydosporia war . catenulata
Fochenia rubescens CES_464.85
Purpureccillium_lilacinum_IFC
Tolypocladium inflatum
Trichoderma koningii SMF2
Trichoderma ressel QMéa
Trichoderma virsns Gv2i-8
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Beauveria_bassiana ARSEF 252
Beauveria bassiana ARSEF 2860
Beauveria brongniartii 1019
Claviceps purpurea 20.1
Engvodontium allum ATCC 22563
Engvodontium allum ATCC 22563 1
Epichlece festucas F11
Fugarium s=p. 5-19-5

Hirsutella mimmesotenslis CBS115627
Hirsutella rhossiliensis OWVT-1
Lecanicillium _psallictas YMF1.00112
Metacordyceps_chlamydosporia 123
Metarhizium_acridum_ CgQMa 102
Metarhizium_album ARSEF_19%41
Maetarhizium anisopliae ARSEF 549
Metarhizium anisopliae E&
Metarhizium brumeum ARSEF 3297
Metarhizium guizhouense ARSEF 377
Metarhizium lepidictas C3648
Metarhizium majus ARSEF 297
Metarhizium rokertsii ARSEF 23
ophiocordycaeps_sinensis CO18
ophiccordyceps sinensis C82

Fochenia chlamydosporia war . catenulata

Fochenia rubescens CES_464.85
Purpureccillium_lilacinum_IFC
Tolypocladium inflatum
Trichoderma koningii SMF2
Trichoderma ressel QMéa
Trichoderma virsns Gv2i-8

P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P,
P
P
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APENDICE 10: ALINHAMENTO PR1B

Beauveria bassisna ARSEF_2860
Cordycaps confragosa nostrain
Eutypa lata UCREL1
Metarhizium acridum ARSEF 324
Metarhizium acridum CQMa 102
Metarhizium_ allum ARSEF_1941
Metarhizium anisopliae BREEF 2575 1
Metarhizium anisopliae BARSEF 549
Metarhizium anisopliae ARSEF 820
Metarhizium anisoplias E6
Metarhizium rumnsum ARSEF 3237
Metarhizium guizhousense ARSEF 977
Metarhizium majus ARSEF 297
Metarhizium robsrtsii ARSEF 23
Metarhizium robsrtsii ARSEF 23 1
Sarccladium strictum 23371

Besuvaria bassiana ARSEF 2860
Cordyceps confragosa nostrain
Eutypa lata UCREL1
Metarhizium acridum ARSEF 324
Metarhizium_acridum_ CQMa 102
Metarhizium album ARSEF 1941
Metarhizium anisopliae ARSEF 2575 1
Metarhizium anisopliase ARSEF 549
Metarhizium anisoplias ARSEF 820
Metarhizium_anisoplias_Eé
Metarhizium_lrumsum ARSEF 3287
Metarhizium_ guizhousnse ARSEF_977
Metarhizium majus ARSEF 297
Metarhizium roberteii ARSEF 23
Metarhizium rokertsii ARSEF 23 1
Sarccladium_strictum S871

133



Apéndices

131

Beauveria_bassiana ARSEF_2860
Cordyceps confragesa nostrain
Eutypa lata UCRELL
Metarhizium acridum ARSEF 324
Metarhizium acridum CQMa 102
Metarhizium allum ARSEF 1941
Metarhizium anisoplias ARSEF 2575 1
Metarhizium anisoplias ARSEF 549
Metarhizium anisoplias ARSEF 820
Metarhizium_anisopliae FEe
Metarhizium_brunneum ARSEF_3297
Metarhizium_guizhcuense ARSEF_977
Metarhizium_majus ARSEF_2%7
Metarhizium_ rcbertsii ARSEF_23
Metarhizium rcbertsii ARSEF 23 1
Sarocladium strictum S271 T

Beauverila bassiana ARSEF 2860
Cordyceps confragosa nostrailn
Eutypa lata UCRELL
Metarhizium_acridum ARSEF_324
Metarhizium_acridum_ CQMa 102
Metarhizium_album ARSEF_1941
Metarhizium_anisopliae ARSEF_2575_1
Metarhizium_anisopliae ARSEF_549%
Maetarhizium anisopliae ARSEF 820
Metarhizium anisopliae E& -
Metarhizium brumneum BRSEF 3297
Metarhizium guizhouense ARSEF 977
Metarhizium majus ARSEF 2937
Metarhizium rokbsrtsii ARSEF 23
Metarhizium rokbsrtsii ARSEF 23 1
Sarocladium strictum SS871

Beauverila basseisna ARSEF 2860
Cordyceps_confragosa nestrain
Eutypa lata UCREL1

Metarhizium acridum ARSEF 324
Metarhizium acridum CgMa 102
Metarhizium allum ARSEF 1341
Metarhizium anisopliase ARSEF 2575 1
Metarhizium anisopliase ARSEF 549
Metarhizium anisopliase ARSEF 820
Metarhizium anisopliae Eg
Metarhizium_ brummeum BRSEF 3297
Metarhizium_guizhousnse ARSEF_97T7
Metarhizium_majus ARSEF_297
Metarhizium_ rcbertsii ARSEF_23
Metarhizium_ rcbertsii ARSEF 23 1
Sarocladium_strictum SS71
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APENDICE 11: ALINHAMENTO PR1G

o

Metarhizium_acridum CQMa 102
Metarhizium_alkbum ARSEF_19%41
Metarhizium_aniscpliae Ee
Metarhizium brunneum ARSEF 3297
Metarhizium guizhousnse ARSEF 377
Metarhizium majus ARSEF 237
Metarhizium rebertsii ARSEF_23

I
I
I
I
P

Metarhizium_acridum_ CQMa 102
Metarhizium_alkbum ARSEF_19%41
Metarhizium anisopliase Es
Metarhizium_ brumnsum BRSEF 3297
Metarhizium_guizhcusense ARSEF_377
Metarhizium majus ARSEF_297
Metarhizium reobertsii ARSEF_23

Metarhizium acridum CQMa 102
Metarhizium alluam ARSEF 1941
Metarhizium anisoplizse Es
Metarhizium_ brumnsum BRSEF 3297
Metarhizium_guizhocusnse ARSEF_977
Metarhizium majus ARSEF 297
Metarhizium rebertsii ARSEF 23

Metarhizium acridum CQMa 102
Metarhizium alluam ARSEF 1941
Metarhizium_anisoplizse Es
Metarhizium_brunneum_ ARSEF_3297
Metarhizium guizhouense AREEF 377
Metarhizium majus ARSEF 237
Metarhizium robertsii ARSEF 23

Metarhizium acridum CQMa 102
Metarhizium album ARSEF 1941
Metarhizium anisopliase Es
Metarhizium brumnneum ARSEF 3297
Metarhizium guizhouense ARSEF 377
Metarhizium majus ARSEF 237
Metarhizium robertsii ARSEF 23
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APENDICE 12: ALINHAMENTO PR1l|

Claviceps purpurea 20.1

Epichlee festucas F11
Metarhizium_acridum_ CoMa 102
Metarhizium album ARSEF 1941
Metarhizium anisopliae BARSEF 5439
Metarhizium anisopliae ARSEF 820
Metarhizium_aniseplias Es
Metarhizium_ brummeum ARSEF 3297
Metarhizium_guizhcuens= ARSEF_977
Metarhizium_majus_ ARSEF_29%7
Metarhizium robertsii ARSEF 23
Neotyphodium lolii Lpl9

DO -ooodddddgd

Wdgidigoiddid g g

ddgdhddddddgd
oYY dhig g id

ddgho-dddddddg

Claviceps purpurea 20.1

Epichlee festucas F11
Metarhizium_acridum_ CQMa 102
Metarhizium album ARSEF 1941
Metarhizium anisopliae ARSEF 549
Metarhizium_anisoplias ARSEF 820
Metarhizium_anisopliase Es
Metarhizium_ brummseum ARSEF 3297
Metarhizium_guizhouense ARSEF_977
Metarhizium majus ARSEF 297
Metarhizium robertesii ARSEF 23
Neotyphodium lolii Lpl9

Whh-do--dhodg g g

Claviceps purpurea 20.1

Epichloe festucas P11
Metarhizium acridum CQMa 102
Metarhizium albwm ARSEF 1941
Metarhizium anisoplias ARSEF 549
Metarhizium anisoplias ARSEF 820
Metarhizium_anisoplias_Es
Metarhizium_ brumseum ARSEF 3237
Maetarhizium guizhousnss ARSEF 977
Metarhizium majus ARSEF 297
Metarhizium robertsii ARSEF 23
Neotyphodium lolii Lpl?d

P

P
=] P
I P
=] P
=] P
=] P
P P
P P
I P
=] P

P
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Claviceps_purpurea_ 20.1

Epichlos festucae F11
Metarhizium acridum CQMa 102
Metarhizium allum ARSEF 1941
Metarhizium anisoplias ARSEF 549
Metarhizium anisoplias ARSEF 820
Metarhizium anisoplias Es
Metarhizium brummeum BRSEF 3297
Metarhizium guizhouense ARSEF 977
Metarhizium_majus_ ARSEF_2%7
Metarhizium_ rcbertsii ARSEF_23
Nectyphedium_lclii Lple

P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P

389
Claviceps_purpurea 20.1
Epichloce festucas Fl1
Metarhizium acridum CQMa 102
Metarhizium allum ARSEF 1941
Metarhizium anisoplias ARSEF 549
Metarhizium anisoplias ARSEF 820
Metarhizium anisoplias Es
Metarhizium_ brunneum ARSEF_ 3297
Metarhizium_guizhcuense ARSEF_977
Metarhizium_majus_ ARSEF_29%7
Metarhizium_ rcbertsii ARSEF_23
Nectyphedium_lclii Lpl®

DO oo-gdddd g g g

oY gd g g g g g g g

DTOg-U-d-oonodddd

DO Yd-dd-donogodd

o
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APENDICE 13: ALINHAMENTO PR1K

Acrenonium chrysogemum C10
Claviceps_purpurea 20 .1
Colletotrichum_gleososporicides Cg-14
Collatotrichum orbicularse MAFF_ 240422
Epichloe festucas FI11

Fusarium fujikurci IMI 58289

Fugarium graminearum PH-1

Fusarium oxysporum 26-1

Fugarium_ oxysporum_f. sp. cubense race 1
Fugarium_oxysporum_f. sp._ cubense race_4
Fusarium_oxysporum_f . _sp. lycopersici
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici MN25
Fusarium oxysporum f. sp. radicie-lycopersici 26281
Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum 25433
Fusarium verticillioides Te00

Metarhizium acridum CQMa 102
Metarhizium alluam ARSEF 1941

Metarhizium anisoplias ARSEF 549
Metarhizium aniscpliae E6 -

Metarhizium brunneum BRSEF 3237
Metarhizium guizhouenss ARSEF 377
Metarhizium majus ARSEF 297

Metarhizium rokertsii ARSEF 23

Nectria haematococca mpVI 77-13-4
Trichoderma atroviride IMI_ 206040
Villosiclava virens UV-8b

P
P
154
154
2]
P
P
P
P
P
154
154
2]
P
P
P
P
P
P
2]
2]
P
P
P
P
P
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Acremonium_chrysogenum_C10
Claviceps_purpurea_ 20.1

Tolletotrichum glososporicides Cg-14
Tolletotrichum orkbicularse MAFF 240422
Epichlece festucas F11

Fugarium fujilkuroi IMI 58289

Fugarium graminsarum PH-1

Fugarium cxysporum 26-1

Fugarium cxysporum f. sp. oubense race 1
Fusarium_oxysporum_f. sp. cubense race 4
Fusarium_oxysporum f. sp. lyccpersici
Fusarium_oxysporum f. sp. lyccpersici MNZE
Fusarium_oxysporum f. sp. radicis-lyceopersici 26381
Fusarium_oxysporum f. sp. vasinfectum 254323
Fusarium verticillicides 7600

Metarhizium acridum CgMa 102
Metarhizium allum ARSEF 1941

Metarhizium anisoplias ARSEF 549
Metarhizium anisoplias Es

Metarhizium brumeum ARSEF 3297
Metarhizium guizhouense ARSEF 377
Metarhizium_majus_ ARSEF_29%7

Metarhizium_ rcbertsii ARSEF_23

Nectria hasmatococca mpVI_77-13-4
Trichederma_atroviride IMI_ 206040
Villosiclava virens Uv-8b

Acremcnium chrysogenum C10

Claviceps purpurea 20.1

Tolletotrichum glososporicides Cg-14
Tolletotrichum orbiculare MAFT 240422
Epichlece fsstucas F11

Fusarium fujikuroi IMI 58289
Fugarium_graminearum PH-1
Fugarium_ocxysporum 26-1
Fusarium_oxysporum_f. sp. cubense race 1
Fusarium_oxysporum_f. sp. cubense race 4
Fugarium_cxysporum f. sp. lyccpersici
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici MMN25
Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici 26281
Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum 254332
Fusarium wverticillioides 7T&00

Metarhizium acridum CQMa 102
Metarhizium allum ARSEF 1341

Metarhizium anisopliase ARSEF 549
Metarhizium_anisopliasse Es

Metarhizium_ brummeum BRSEF 3297
Metarhizium_guizhousnse ARSEF_97T7
Metarhizium_majus ARSEF_297

Metarhizium_ rcbertsii ARSEF_23

Nectria haematococca mpVI 77-13-4
Trichoderma atroviride TMI 206040
Villosiclava virens UV-8b
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Acremonium_chrysogenum_C10
Claviceps_purpurea_ 20.1

Tolletotrichum glososporicides Cg-14
Tolletotrichum orkbicularse MAFF 240422
Epichlece festucas F11

Fugarium fujilkuroi IMI 58289

Fugarium graminsarum PH-1

Fugarium cxysporum 26-1

Fugarium cxysporum f. sp. oubense race 1
Fusarium_oxysporum_f. sp. cubense race 4
Fusarium_oxysporum f. sp. lyccpersici
Fusarium_oxysporum f. sp. lyccpersici MNZE
Fusarium_oxysporum f. sp. radicis-lyceopersici 26381
Fusarium_oxysporum f. sp. vasinfectum 254323
Fusarium verticillicides 7600

Metarhizium acridum CgMa 102
Metarhizium allum ARSEF 1941

Metarhizium anisoplias ARSEF 549
Metarhizium anisoplias Es

Metarhizium brumeum ARSEF 3297
Metarhizium guizhouense ARSEF 377
Metarhizium_majus_ ARSEF_29%7

Metarhizium_ rcbertsii ARSEF_23

Nectria hasmatococca mpVI_77-13-4
Trichederma_atroviride IMI_ 206040
Villosiclava virens Uv-8b

Acremcnium chrysogenum C10

Claviceps purpurea 20.1

Tolletotrichum glososporicides Cg-14
Tolletotrichum orbiculare MAFT 240422
Epichlece fsstucas F11

Fusarium fujikuroi IMI 58289
Fugarium_graminearum PH-1
Fugarium_ocxysporum 26-1
Fusarium_oxysporum_f. sp. cubense race 1
Fusarium_oxysporum_f. sp. cubense race 4
Fugarium_cxysporum f. sp. lyccpersici
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici MMN25
Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici 26281
Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum 254332
Fusarium wverticillioides 7T&00

Metarhizium acridum CQMa 102
Metarhizium allum ARSEF 1341

Metarhizium anisopliase ARSEF 549
Metarhizium_anisopliasse Es

Metarhizium_ brummeum BRSEF 3297
Metarhizium_guizhousnse ARSEF_97T7
Metarhizium_majus ARSEF_297

Metarhizium_ rcbertsii ARSEF_23

Nectria haematococca mpVI 77-13-4
Trichoderma atroviride TMI 206040
Villosiclava virens UV-8b
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Acremonium_chrysogenum_C10
Claviceps_purpurea_ 20.1

Tolletotrichum glososporicides Cg-14
Tolletotrichum orkbicularse MAFF 240422
Epichlece festucas F11

Fugarium fujilkuroi IMI 58289

Fugarium graminsarum PH-1

Fugarium cxysporum 26-1

Fugarium cxysporum f. sp. oubense race 1
Fusarium_oxysporum_f. sp. cubense race 4
Fusarium_oxysporum f. sp. lyccpersici
Fusarium_oxysporum f. sp. lyccpersici MNZE
Fusarium_oxysporum f. sp. radicis-lyceopersici 26381
Fusarium_oxysporum f. sp. vasinfectum 254323
Fusarium verticillicides 7600

Metarhizium acridum CgMa 102
Metarhizium allum ARSEF 1941

Metarhizium anisoplias ARSEF 549
Metarhizium anisoplias Es

Metarhizium brumeum ARSEF 3297
Metarhizium guizhouense ARSEF 377
Metarhizium_majus_ ARSEF_29%7

Metarhizium_ rcbertsii ARSEF_23

Nectria hasmatococca mpVI_77-13-4
Trichederma_atroviride IMI_ 206040
Villosiclava virens Uv-8b

15
15
15
15
1%
1%
1%
1%
1%
1%

Acremcnium chrysogenum C10

Claviceps purpurea 20.1

Tolletotrichum glososporicides Cg-14
Tolletotrichum orbiculare MAFT 240422
Epichlece fsstucas F11

Fusarium fujikuroi IMI 58289
Fugarium_graminearum PH-1
Fugarium_ocxysporum 26-1
Fusarium_oxysporum_f. sp. cubense race 1
Fusarium_oxysporum_f. sp. cubense race 4
Fugarium_cxysporum f. sp. lyccpersici
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici MMN25
Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici 26281
Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum 254332
Fusarium wverticillioides 7T&00

Metarhizium acridum CQMa 102
Metarhizium allum ARSEF 1341

Metarhizium anisopliase ARSEF 549
Metarhizium_anisopliasse Es

Metarhizium_ brummeum BRSEF 3297
Metarhizium_guizhousnse ARSEF_97T7
Metarhizium_majus ARSEF_297

Metarhizium_ rcbertsii ARSEF_23

Nectria haematococca mpVI 77-13-4
Trichoderma atroviride TMI 206040
Villosiclava virens UV-8b
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APENDICE 14: ALINHAMENTO SF1

(B)Besauveria_ bassiana BRSEF 352
(BL)Boauveria_bassiana ARSEF_32840
(B)Bosauveria brongniartii 1019
(A)Claviceps purpurea 20,1

() Engyodont Tum_album ATCC_ 23563
(R)Engyodontium album ATCC_ 225632 1
(A)Epichloe festucas_Fll

(&) Fusarium sp. S5-19-5

(8)Hirsutella minnesotensis CBS116627
(B)Hirsutella rhossiliensis OWVT-1

(&) Lecanicillium psallictas YMF1.00112
(L) Metacordyceps chlamydosporia 123
(L) Metarhizium acridum COMa_ 102
(B)Metarhizium album ARSEF_1341
(A)Metarhiziuw anlsopllae ARSEF 549
(A)Metarhizium anisopliae_E&
(R)Metarhizium brunneum ARSEF_ 2397
(2)Metarhizium guizhouenze ARSEF 977
(A)Metarhizium lepldlotae CCR48
(B)Metarhizium majus RRSEF_297
(A)Metarhizium roberfsii ZRSEF 22

(&) ophiocordyceps ainenzis CO1B

(&) ophiocordyceps_sinensis_C82

(3) Fochonia_chlamydoeporia_var. _catenulata
(&) Pochonia_ rubescens_CBS_464.88

(&) Purpureocillium 1iTacinum IPC

() Tolypocladium inflatum

() Trichoderma konlngll SMEF2

() Trichoderma reesei QMéa

(3) Trichoderma_virens_Gv29-8

(B) Beauveria_ basaiana ARSEF_284a0

(B) Cordyceps_confragosa -

(B) Eutypa_lata_ UCRELL

(B)Metarhizium acridum ARSEF_324
(B)Metarh121um acridum L CQMa_ Toz2
(B)Metarhizium album ARSEF 1941
(B)Metarhizium anizopliae ARSEF 2575 1
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Claviceps_purpurea_20.
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Fusarium_oxysporum 26-
Fugarium oxyaporum £.
Fusarium oxysporum £.
Fusarium oxysporum £.
Fusarium_oxysporum .
Fusarium oxysporum f.
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Metarhizium lepidiotas CGE48
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Claviceps_purpurea_20.

Epichloe_fezstucae_ Fl1
Fusarium =p._5-19-5

Cordyceps_confragosa
Eutypa lata UCREL1

Epichloe_festucae_Fl1l
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Claviceps_purpurea_20.
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Fugarium oxyaporum £.
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Fusarium oxysporum f.
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JMetarhizium_anizopliae_ARSEF_220
JMetarhizium anisopliae_E&
JMetarhizium brunneum BZRSEF_3297
JMetarhizium gquishouense_BRRSEF_977
JMetarhizium majus_ARSEF_297
JMetarhizium robertsii ARSEF_23
JMetarhizium robertsii ARSEF 23 1

) sarocladium_strictum 5571
)Metarhlzlum acridum CQMa 102
JMatarhizium album 2RSEF 1941
JMetarhizium anisopliae EHé
JMetarhizium brunneum ARSEF 328%7
JMetarhizium guizhouense BRSEF_977
JMetarhizium majus ARSEF_ 297
JMetarhizium robertsii ARSEF_23
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Metarhizium acridum L COMa_102
Metarhizium_album ARSEF 1541
Metarhizium . anlsopllae ERSEF 549
Metarhizium_anisopliae ARSEF_ 820
Metarhizium anisopliae E6
Metarhizium brunneum ARSEF 2287
Metarhizium . gulzhouense ARSEF 977
Metarhizium majus ARSEF 297
Metarhizium robertsii ARSEF 23

Colletotrichum glososporioides Cg-14
Colletotrichum orbiculars MAFF_240422

Fugarium fujlkur01 IMI 58289
Fugarium graminearum_PH-1

cubenze_race_ 1
cubense_race 4
lycopersici
lycopersici_MN25
radicis-lycopersici 26381
vasinfectum 25433
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Claviceps_purpurea_20.

Epichloe_fezstucae_ Fl1
Fusarium =p._5-19-5

Tolypocladium inflatum

Cordyceps_confragosa
Eutypa lata UCREL1

Claviceps_purpurea_20.
Epichloe_festucae_Fl1l

Heotyphodium lolii Lpl

Claviceps purpurea 20,
Epichloe_festucae_Fl1

Fusarium_oxysporum 26-
Fugarium oxyaporum £.
Fusarium oxysporum £.
Fusarium oxysporum £.
Fusarium_oxysporum .
Fusarium oxysporum f.

Fusarium oxysporum f.

1

Trichoderma_koningii_sMF2
Trichoderma reesei QMea

Trichoderma virens Gvig-8
Beauveria bassiana BRSEF 2860

1

g

Zeremonium chrysogeanum C10

1

1

_=p._
_EP._
_BP._
P
—5n-
_8p.
Fugarium verticillicides_7600
Metarhizium acridum CQMa 102
Mstarhizium album ARSEF 1941
Metarhizium anisoplias ARSEF 549
Metarhizium anisoplias_ Eé
Metarhizium brunneum ARSEF 3237
Metarhizium . gulzhouense ARSEF 977
Metarhizium majus_ARSEF 287
Metarhizium robertaii ARSE:F 22
Wectria_haematococca_mpVI_77-13-4
Trichoderma_atroviride IMI_ 206040
Villogsiclava_virens_UV-8b

Beauveria_bassiana_ARSEF_Z5Z
Beauveria_baszsiana_ ARSEF_ 2860
Beauveria_brongniartii 101%

Engyodont ium_album ATCC 22563
Engyodont fum album ATCC 22663 _1

Hirsutella_minnesotensis_CES115627
Hirsutella rhossiliensis OWVT-1
LecanicillTum psallictae YMF1.00112
Metacordyceps_chlamydosporia 123
Metarhizium acridum CQMa_ 102
Metarhizium album ARSEF_1941
Mstarhizium anisoplias ARSEF 549
Metarhizium anisoplias E&
Metarhizium brunneum AESEF_3297
Metarhizium guizhousnse ARSEF_ %77
Metarhizium lepidiotas CGE48
Metarhizium majus RRSEF_297
Metarhizium robertsii ARSEF_22
Ophlocordyceps 2inenzis CO1E
ophiocordyceps_sinensis_CS2
Pochonia chlamydosporla var._catenulata
Pochonia_rubescens CBS 46488
purpureocillium 1iTacinum IFC
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]

JMetarhizium acridum ARSEF_324
JMetarhizium_acridum CQMa_To2
JMetarhizium album ARSEF_1941
JMetarhizium . anlsopllae ERAEF 2575 1
JMetarhizium anisopliae ARSEF_ 549
JMetarhizium_anizopliae_ARSEF_220
JMetarhizium anisopliae_E&
JMetarhizium brunneum BZRSEF_3297
JMetarhizium gquishouense_BRRSEF_977
JMetarhizium majus_ARSEF_297
JMetarhizium robertsii ARSEF_23
JMetarhizium robertsii ARSEF 23 1

) sarocladium_strictum 5571
)Metarhlzlum acridum CQMa 102
JMatarhizium album 2RSEF 1941
JMetarhizium anisopliae EHé
JMetarhizium brunneum ARSEF 328%7
JMetarhizium guizhouense BRSEF_977
JMetarhizium majus ARSEF_ 297
JMetarhizium robertsii ARSEF_23
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Metarhizium acridum L COMa_102
Metarhizium_album ARSEF 1541
Metarhizium . anlsopllae ERSEF 549
Metarhizium_anisopliae ARSEF_ 820
Metarhizium anisopliae E6
Metarhizium brunneum ARSEF 2287
Metarhizium . gulzhouense ARSEF 977
Metarhizium majus ARSEF 297
Metarhizium robertsii ARSEF 23

Colletotrichum glososporioides Cg-14
Colletotrichum orbiculars MAFF_240422

Fugarium fujlkur01 IMI 58289
Fugarium graminearum_PH-1

cubenze_race_ 1
cubense_race 4
lycopersici
lycopersici_MN25
radicis-lycopersici 26381
vasinfectum 25433
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APENDICE 15: ALINHAMENTO PR1D

Metarhizium_acridum_ ARSEF_324
Metarhizium_acridum_CQMa 1032
Metarhizium_alluam ARSEF_1941
Metarhizium_anisoplize ARSEF_Z2575
Metarhizium_anisoplize E6
Metarhizium_brunneum_ ARSEF_32937
Metarhizium guizhouense AREEF 377
Metarhizium majus ARSEF 237
Metarhizium robertsii ARSEF 23

Metarhizium acridum ARSEF 324
Metarhizium acridum CQMa 102
Metarhizium alluam ARSEF 1941
Metarhizium anisoplize ARSEF 2575
Metarhizium anisoplize E6
Metarhizium brumnsum BRSEF 3237
Metarhizium guizhcusense ARSEF 977
Metarhizium_majus_ ARSEF_237
Metarhizium_robertsii ARSEF_23

195
Metarhizium_acridum_ ARSEF_324
Metarhizium acridum CQOMa 102
Metarhizium album ARSEF 1341
Metarhizium anisoplise ARSEF 2575
Metarhizium anisoplise E$
Metarhizium brunnsum BRSEF 3297
Metarhizium guizhcusnse ARSEF 977
Metarhizium majus ARSEF 2937
Metarhizium robertsii ARSEF 23

292
Maetarhizium_acridum ARSEF_ 324
Metarhizium_acridum_ COMa 1032
Metarhizium_allbum ARSEF_1941
Matarhizium anisoplias ARSEF 2575
Metarhizium anisopliae ES -
Metarhizium brunneum ARSEF 3297
Metarhizium guizhousnse ARSEF 977
Metarhizium majus ARSEF 237
Metarhizium robertsii ARSEF 23
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Metarhizium_acridum_ ARSEF_324
Metarhizium acridum CQMa 102
Metarhizium album ARSEF 1941
Metarhizium anisoplias ARSEF 2575
Metarhizium anisoplias Es
Metarhizium brummeum BRSEF 3297
Metarhizium guizhouense ARSEF 977
Metarhizium majus ARSEF 297
Metarhizium rokertsii ARSEF 23

15]
15]
P
P
P
P
P
P
P

155



Apéndices

APENDICE 16: ALINHAMENTO PR1E

Metarhizium acridum CQMa 102
Metarhizium anisopliss ARSEF 2576
Metarhizium anisoplises ARSEF 820
Metarhizium anisopliass E6
Metarhizium anisoplises Eé 1
Metarhizium anisopliss Eé 2
Metarhizium rumnsum ARSEF 3237
Metarhizium brumnsum ARSEF 3237 1
Metarhizium brumnsum ARSEF 3237 2
Metarhizium guizhcusense ARSEF 977
Metarhizium majus ARSEF 237
Metarhizium robertsii ARSEF 23
Metarhizium robertsii ARSEF 23 1
Metarhizium_ robertsii ARSEF_ 23 2
Metarhizium_ robertsii ARSEF 2575
Metarhizium_ robertsii BRSEF 2575 1

Metarhizium acridum CQMa 102
Metarhizium_anisopliae ARSEF_2575
Metarhizium_aniscpliae ARSEF_820
Metarhizium_anisopliae E6
Metarhizium_aniscplias FEeé_1
Matarhizium anisoplias E6 2
Metarhizium brunneum ARSEF 3297
Metarhizium brunnsum BARSEF 3237 1
Metarhizium brunnsum ARSEF 3227 2
Metarhizium guizhcusnse ARSEF 977
Metarhizium majus ARSEF 237
Metarhizium robertsii ARSEF 23
Metarhizium robertsii ARSEF 23 1
Metarhizium_robertsii ARSEF_ 23 2
Metarhizium_robertsii ARSEF_ 2575
Metarhizium robertsii ARSEF 2575 1
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Metarhizium_acridum_CQMa 102
Metarhizium anlsopllae ARESEF 2575
Metarhizium anisopliae ARSEF 8§20
Metarhizium anisoplias Es
Metarhizium anisoplias Es 1
Metarhizium anisoplias Es 2
Metarhizium brummsum ARSEF 3297
Metarhizium brummesum ARSEF 3297 1
Metarhizium brummesum ARSEF 3297 2
Matarhizium gulzhouense _RRSEF_977
Metarhizium_majus ARSEF_2%7
Metarhizium rebertsii ARSEF a3
Metarhizium rebertsii ARSEF 23 1
Metarhlzlum_robert511_ARSEF_23_2
Maetarhizium robertsii ARSEF 2575
Metarhizium robertsii ARSEF 2575 1

Ho-g-ddddddoddgogdd

Metarhizium acridum CQMa 102
Metarhizium anisoplias ARSEF 2575
Metarhizium anisoplias ARSEF 820
Metarhizium_anisopliae FEs
Metarhizium_anisopliae FEs_1
Metarhizium_anisopliae FEe_2
Metarhizium brunneum ARSEF 3297
Metarhizium brunneum . ARSEF 3297_1
Metarhizium brunneum ARSEF 3297 2
Metarhizium guizhouense ARSEF 9377
Metarhizium majus ARSEF 2937
Metarhizium rokbsrtsii ARSEF 23
Metarhizium rokbsrtsii ARSEF 23 1
Metarhizium roksrtsii ARSEF 23 2
Metarhizium robertsii ARSEF 2575
Metarhizium robertSll ARSEF 2575 1
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Metarhizium_acridum CQMa 102
Metarhizium_anisopliase ARSEF_257E
Metarhizium_anisopliae ARSEF_820
Metarhizium_anisepliae Es
Metarhizium anisopliase E& 1
Metarhizium anisopliae Es I
Metarhizium brunneum ARSEF 3297
Metarhizium brunneum ARSEF 23297 1
Metarhizium brunneum ARSEF 3297 2
Metarhizium_guizhouense ARSEF_ 977
Metarhizium_majus ARSEF_297
Metarhizium rebertsii ARSEF 23
Maetarhizium reobertsii ARSEF 23 1
Maetarhizium reobertsii ARSEF 23 2
Maetarhizium reobertsii ARSEF 2575
Metarhizium robert511 ARSEF 2575 1

157



Apéndices

APENDICE 17: ALINHAMENTO PR1F

Metarhizium_acridum_ARSEF_324
Metarhizium album ARSEF 1341
Metarhl21um_anlsopllae_ARSEF_549_1
Metarhizium_aniscpliae ARSEF_S820
Metarhizium_aniscpliae FEe
Metarhizium_aniscpliae Fe_1
Metarhizium brunnsum ARSEF 3297
Metarhizium brunneum ARSEF 3297 1
Metarhizium guizhcousense ARSEF 977
Metarhizium majus ARSEF 2937
Metarhizium robertsii ARSEF 23
Metarhizium robertsii ARSEF 232 1
Matarhizium robert911 ARSEF 2575 1

Metarhizium_acridum ARSEF_ 324
Metarhizium_alluam ARSEF_1941
Metarhizium anisoplias ARSEF 549 1
Metarhizium anisopliae ARSEF 820
Metarhizium anisopliase E6
Metarhizium anisoplise Eé 1
Metarhizium brunneum ARSEF 3297
Metarhizium brunneum ARSEF 2297 1
Metarhizium gulzhouense ARSEF 977
Metarhizium majus ARSEF 297
Metarhizium robertsii ARSEF 23
Metarhizium robertsii ARSEF 23 1
Metarhizium robert511 ARSEF 2575 1

Metarhizium acridum ARSEF 324
Matarhizium album ARSEF 1941
Matarhizium anlsopllae ARSEF 549 1
Metarhl21um_anlsopllae_ARSEP_820
Maetarhizium_aniscpliaze Eé
Matarhizium_aniscpliae Eé 1
Matarhizium brummeum ARSEF 3297
Metarhizium brunnsum ARSEF 3297 1
Metarhizium gulzhouense ARSEF 977
Metarhizium majus ARSEF 237
Metarhizium robertsii ARSEF 23
Metarhizium robertsii ARSEF 23 1
Metarhizium robert511 ARSEF 2575 1
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Metarhizium_acridum_ ARSEF_324
Metarhizium album ARSEF 1341
Metarhizium anisopliae ARSEF 549 1
Metarhizium anisoplias ARSEF 820
Metarhizium anisoplias Es
Metarhizium anisoplias Es 1
Metarhizium brumeum BRSEF 3297
Metarhizium brummeum BARSEF 3297 1
Metarhizium guizhouense ARSEF 977
Metarhizium_majus_ ARSEF_2%7
Metarhizium_ rcbertsii ARSEF_23
Metarhizium_ robertsii ARSEF_23_1
Metarhizium_ robertsii ARSEF_2575_1
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APENDICE 18: ALINHAMENTO PR1J

Epichlece festucas F11
Metarhizium acridum ARSEF 324
Metarhizium acridum COMa 1032
Metarhizium acridum COMa 102 1
Metarhizium anisoplizse ARSEF 2575
Metarhizium anisoplizs ARSEF 820
Metarhizium_aniscplias_ FEe
Metarhizium_aniscplias FEe_1
Metarhizium brunnsum ARSEF 3297
Metarhizium brunneum ARSEF 2297 1
Matarhizium gulzhouense ARSEF 977
Matarhizium gulzhouense ARSEF 977 _1
Metarhizium majus ARSEF 2937
Metarhizium robertsii ARSEF 23
Metarhizium robertsii ARSEF 23 1
Metarhizium robert511 ARSEF 2575 1

Epichlee festucae Fl1
Metarhizium_acridum_ ARSEF_324
Metarhizium_acridum_CQMa 102
Metarhizium acridum _CQMa_102_1
Matarhizium anlsopllae ARSEF 2575
Metarhizium aniscpliae ARSEF 820
Metarhizium anisopliae ES -
Metarhizium anisopliss E& 1
Metarhizium brunnsum ARSEF 3297
Metarhizium brunneum ARSEF 3297 1
Metarhizium gulzhouense ARSEF 977
Metarhizium gulzhouense ARSEF 977 1
Metarhizium majus ARSEF 2937
Metarhizium robertsii ARSEF 23
Metarhizium robertsii ARSEF 23 1
Matarhizium robert511 ARSEF 2575 1
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Epichlee festucae F11

Metarhizium acridum ARSEF 324
Metarhizium acridum _CQMa 10z
Matarhizium acridum _CQMa 102 1
Metarhizium anisopliae ARSEF 2575
Metarhizium anisoplias ARSEF 820
Metarhizium anisoplias Es
Metarhizium anisoplias Es 1
Metarhizium brumnmsum ARSEF 3297
Metarhizium brunneum ARSEF_ 3297 1
Matarhizium gulzhouense ARSEF 977
Metarhizium_guizhcuense | ARSEF 977_1
Metarhlzlum_majuS_ARSEF_z97
Metarhizium_ rcbertsii ARSEF_23
Matarhizium robertsii ARSEF 23 1
Metarhizium robertsii ARSEF 2575 1

Epichlce festucas Fl1

Metarhizium acridum ARSEF 324
Matarhizium acridum CQMa 102
Metarhizium acridum _CQMa_102_1
Matarhizium anlsopllae ARSEF 2575
Metarhl21um_anlsopllae_ARSEF_82O
Metarhizium_anisopliae FEe
Metarhizium_anisopliae FEe_1
Maetarhizium brunmneum ARSEF 3297
Metarhizium brunneum ARSEF 3297 1
Metarhizium gulzhouense ARSEF 977
Metarhizium gulzhouense ARSEF 377 1
Metarhizium majus ARSEF 2937
Metarhizium robertsii ARSEF 23
Metarhizium robertsii ARSEF 23 1
Metarhizium robertSll ARSEF 2575 1

Epichlee festucas FI11
Metarhizium_acridum ARSEF_324
Metarhizium_acridum CQMa 102
Metarhizium acridum _CQMa_102_1
Metarhizium anisopliae ARSEF 2576
Metarhizium anisopliae . ARSEF 820
Metarhizium anisopliae Es
Metarhizium anisopliase Eé 1
Metarhizium brumneum BRSEF 3297
Metarhizium brumneum BRSEF 3297 1
Metarhizium guizhouense ARSEF 977
Metarhizium_guizhousnse | ARSEF 977_1
Metarh1z1um_majus_ARSEF_Z97
Metarhizium_ rcbertsii ARSEF_23
Matarhizium robertsii ARSEF 23 1
Metarhizium robert511 ARSEF 2575 1
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APENDICE 19: ALINHAMENTO SF2

{DIMatarhizium ascridum ARSEF 324

(DI Matarhizium ascridum COMa 102
{DIMatarhizium album ARSEF 1941
|DIMatarhizium sniscplias ARSEF 2575
{DIMatarhizium sniscpliaas Eé
{D}Matarhizium brunneum ARSEF 32397
(D) Metarhizium_guizhouense ARSEF_977
{D)Metarhizium_wajus_ARSEF_297

D} Metarhizium robertsii ARSEF 23
(E)Metarhlzlum acridum CQMa 102
IEiMatarhizium _smiscplias BRSEF_2575
{E)Metarhizium aniscplias ARSEF 820
(E)Metarhizium:anisopliae:E6 -
{ElMatarhizium sniscplias Eé 1
|ElMetarhizium smiscplias | T5 2
|ElMetarhizium brunneum ARSEF 3297
[E)Metarhiz ium brunneum ARZEF 2297 1
{E)Metarhiziun brunneum ARSEF 3297 2
|ElMetarhizium guizhousnse RREEF 977
[ElMetarhizium majus_ ARSEF_237
[ElMetarhizium robertsii ARSEF 23
IElMaetarhizium robertsiil ARSEF 23 1
(E)Metarhlzlum robarteii . ARSEF 23 2
(E)Metarhlzlum robarteii . ARSEF 2575
IEiMatarhizium robertsii ARSEF 2575 1
(P)Metarhlzlum acridum ARSEF 324
{F)Metarhizium album AREEF 1841
{FiMetarhizium sniscpliae ARSEF 549 1
{FlMetarhizium smiscpliae ARSEF £20
{FlMetarhizium smiscplias Eé
{FlMetarhizium smiscplias Eé 1
[FlMatarhizium brunneum ARSEP 3237
(P)Metarhlzlum brunneum ARSEF 2237 1
(P)Metarhlz1um_gulzhouense_ARSEP_977
{FlMatarhizium majus_ ARSEF_237
[FiMatarhizium robertsii ARSEF 23
(P)Metarhlzlum robartsii . ARSEF 23_1
IFiMatarhizium robertsii . ARSEF 2575 1
(J)EplchloegﬁestucaeiFll
IJIMetarhizium acridum ARSEF 324
{JIMetarhizium scridum CQMa 102
{JIMetarhizium scridum CQMa 102 1
{JIMetarhizium smiscplias BARSEF 2575
{JIMetarhizium smiscplias ARSEF &20
ITIMatarhizium amiscplias Ee
ITIMetarhizium amiscplias Ee 1
{J)Metarhizium_ brunnseum ARSEF 3237
(J)Metarhlzlum brunneum ARSEF 2237 1
(J)Metarhlz1um_gulzhouense_ARSEF_977
{J)Metarhizium guizhouense ARSEF 977 1
{T}Metarhizium majus ARSEF 237
{(T)Metarhizium rebertsii ARSEF 23
{(T)Metarhizium rebertsii ARSEF 23 1
{(T)Metarhizium rebertsii ARSEF 2575 1
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{D)Metarhizium_acridum_ ARSEF_324

D) Matarhiz ium acridum _COMa_ Toz

(D} Metarhizium album ARSEF 1941
{D)Metarhizium amismoplias ARSEF 2575
iDiMetarhizium smiscplias E6

(Dl Metarhizium brunnsum ARSEF 3287
Dl Metarhizium guizhouenss ARSEF 977
iDiMetarhizium majus ARSEF 297
{D)Metarhizium robertsii ARSEF 23
(E)Metarhlzlum acridum CQMa 102

Bl Matarhiz ium . anlsopllae ARSEF 2575
(E)Metarhlz1um_anlsopllae_ARSEF_820
{ElMetarhizium_ smiscplias E¢
{ElMatarhizium_ smiscplias Ee_1
{ElMaetarhizium_ smiscplias E6_2
{E}Metarhizium brunneum ARSEF 3297
{E)Metarhizium brunneum ARSEF 3297 1
{E)Metarhizium brunnsum ARSEF 3297 2
IElMetarhizium guizhouenss ARSEF 977
IElMetarhizium majus ARSEF 297
IElMetarhizium robertsii ARSEF 23
|E)Metarhizium rokbertsii ARSEF 23 1
(E)Metarhlzlum robertsii . ARSEF 23 2
(E)Metarhlzlum robertsii ARSEF 2575
(E)Metarhlzlum robertsii ARSEF 2576 1
(F)Metarhlz1um_acr1dum_ARSEF_324
|FiMetarhizium_ album ARSEF_1941
[FiMatarhiz ium . anlsopllae DREEF 549 1
[FyMetarhiz ium . | anisoplias | "ARSEF 820
{FlMetarhizium aniscplias E&
{FlMetarhizium aniscplias E& 1
{FlMetarhizium brunnsum ARSEF 3297 e HHP -
(F)Metarhlzlum brunneum ARSEF 3297 1
IFiMetarhizium - gulzhouense ARSEF7977
IFiMatarhizium majus ARSEF_297
[FlMatarhizium robertsii ARSEF 23
(P)Metarhlzlum robartsii ARSEF 23 1
(P)Metarhlzlum robartsii ARSEF 2575 i 12 i
(J)Eplchloe_festucae_Pll
ITiMatarhizium acridum ARSEF_ 324
{JiMetarhizium acTidum  COMa Toz
(J)Metarhlzlum acridum C C0Ma 102 1
{J)Metarhizium . | amiscplias ARSEF T 257%
{T)Metarhizium animcplias ARSEF 820
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{JiMatarhizium gulzhouense ARSEF 977
I
I
I
1)
(T}

Metarhizium_ guizhousnse ARSEF 977_1

Metarhizium majus ARSEF_297
Metarhizium robsrtsii BRSEF 23
Metarhizium robsrtsii ARSEF 23 1
Metarhlzlum robertsii ARSEF 2575 1
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{D)Metarhizium_acridum_ ARSEF_324

D) Matarhiz ium acridum _COMa_ Toz

(D} Metarhizium album ARSEF 1941
{D)Metarhizium amismoplias ARSEF 2575
iDiMetarhizium smiscplias E6

(Dl Metarhizium brunnsum ARSEF 3287
Dl Metarhizium guizhouenss ARSEF 977
iDiMetarhizium majus ARSEF 297
{D)Metarhizium robertsii ARSEF 23
(E)Metarhlzlum acridum CQMa 102

Bl Matarhiz ium . anlsopllae ARSEF 2575
(E)Metarhlz1um_anlsopllae_ARSEF_820
{ElMetarhizium_ smiscplias E¢
{ElMatarhizium_ smiscplias Ee_1
{ElMaetarhizium_ smiscplias E6_2
{E}Metarhizium brunneum ARSEF 3297
{E)Metarhizium brunneum ARSEF 3297 1
{E)Metarhizium brunnsum ARSEF 3297 2
IElMetarhizium guizhouenss ARSEF 977
IElMetarhizium majus ARSEF 297
IElMetarhizium robertsii ARSEF 23
|E)Metarhizium rokbertsii ARSEF 23 1
(E)Metarhlzlum robertsii . ARSEF 23 2
(E)Metarhlzlum robertsii ARSEF 2575
(E)Metarhlzlum robertsii ARSEF 2576 1
(F)Metarhlz1um_acr1dum_ARSEF_324
|FiMetarhizium_ album ARSEF_1941
[FiMatarhiz ium . anlsopllae DREEF 549 1
[FyMetarhiz ium . | anisoplias | "ARSEF 820
{FlMetarhizium aniscplias E&
{FlMetarhizium aniscplias E& 1
{FlMetarhizium brunnsum ARSEF 3297
(F)Metarhlzlum brunneum ARSEF 3297 1
IFiMetarhizium - gulzhouense ARSEF7977
IFiMatarhizium majus ARSEF_297
[FlMatarhizium robertsii ARSEF 23
(P)Metarhlzlum robartsii ARSEF 23 1
(P)Metarhlzlum robartsii ARSEF 2575 1
(J)Eplchloe_festucae_Pll
ITiMatarhizium acridum ARSEF_ 324
{JiMetarhizium acTidum  COMa Toz
(J)Metarhlzlum acridum C C0Ma 102 1
{J)Metarhizium . | amiscplias ARSEF T 257%
{T)Metarhizium animcplias ARSEF 820
{J!Metarhizium aniscplias Eé
{JIMetarhizium sniscplias Eé 1
{J)Metarhizium brunnesum ARSEF 3297
(J)Metarhlzlum brunneum ARSEF 3297 1
{JiMatarhizium gulzhouense ARSEF 977
I
I
I
1)
(T}

Metarhizium_ guizhousnse ARSEF 977_1

Metarhizium majus ARSEF_297
Metarhizium robsrtsii BRSEF 23
Metarhizium robsrtsii ARSEF 23 1
Metarhlzlum robertsii ARSEF 2575 1

511
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{D)Metarhizium_acridum_ ARSEF_324

D) Matarhiz ium acridum _COMa_ Toz

(D} Metarhizium album ARSEF 1941
{D)Metarhizium amismoplias ARSEF 2575
iDiMetarhizium smiscplias E6

(Dl Metarhizium brunnsum ARSEF 3287
Dl Metarhizium guizhouenss ARSEF 977
iDiMetarhizium majus ARSEF 297
{D)Metarhizium robertsii ARSEF 23
(E)Metarhlzlum acridum CQMa 102

Bl Matarhiz ium . anlsopllae ARSEF 2575
(E)Metarhlz1um_anlsopllae_ARSEF_820
{ElMetarhizium_ smiscplias E¢
{ElMatarhizium_ smiscplias Ee_1
{ElMaetarhizium_ smiscplias E6_2
{E}Metarhizium brunneum ARSEF 3297
{E)Metarhizium brunneum ARSEF 3297 1
{E)Metarhizium brunnsum ARSEF 3297 2
IElMetarhizium guizhouenss ARSEF 977
IElMetarhizium majus ARSEF 297
IElMetarhizium robertsii ARSEF 23
|E)Metarhizium rokbertsii ARSEF 23 1
(E)Metarhlzlum robertsii . ARSEF 23 2
(E)Metarhlzlum robertsii ARSEF 2575
(E)Metarhlzlum robertsii ARSEF 2576 1
(F)Metarhlz1um_acr1dum_ARSEF_324
|FiMetarhizium_ album ARSEF_1941
[FiMatarhiz ium . anlsopllae DREEF 549 1
[FyMetarhiz ium . | anisoplias | "ARSEF 820
{FlMetarhizium aniscplias E&
{FlMetarhizium aniscplias E& 1
{FlMetarhizium brunnsum ARSEF 3297
(F)Metarhlzlum brunneum ARSEF 3297 1
IFiMetarhizium - gulzhouense ARSEF7977
IFiMatarhizium majus ARSEF_297
[FlMatarhizium robertsii ARSEF 23
(P)Metarhlzlum robartsii ARSEF 23 1
(P)Metarhlzlum robartsii ARSEF 2575 1
(J)Eplchloe_festucae_Pll
ITiMatarhizium acridum ARSEF_ 324
{JiMetarhizium acTidum  COMa Toz
(J)Metarhlzlum acridum C C0Ma 102 1
{J)Metarhizium . | amiscplias ARSEF T 257%
{T)Metarhizium animcplias ARSEF 820
{J!Metarhizium aniscplias Eé
{JIMetarhizium sniscplias Eé 1
{J)Metarhizium brunnesum ARSEF 3297
(J)Metarhlzlum brunneum ARSEF 3297 1
{JiMatarhizium gulzhouense ARSEF 977
I
I
I
1)
(T}

Metarhizium_ guizhousnse ARSEF 977_1

Metarhizium majus ARSEF_297
Metarhizium robsrtsii BRSEF 23
Metarhizium robsrtsii ARSEF 23 1
Metarhlzlum robertsii ARSEF 2575 1
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613
{D)Metarhizium_acridum_ ARSEF_324

D) Matarhiz ium acridum _COMa_ Toz

(D} Metarhizium album ARSEF 1941
{D)Metarhizium amismoplias ARSEF 2575
iDiMetarhizium smiscplias E6

(Dl Metarhizium brunnsum ARSEF 3287
Dl Metarhizium guizhouenss ARSEF 977
iDiMetarhizium majus ARSEF 297
{D)Metarhizium robertsii ARSEF 23
(E)Metarhlzlum acridum CQMa 102

Bl Matarhiz ium . anlsopllae ARSEF 2575
(E)Metarhlz1um_anlsopllae_ARSEF_820
{ElMetarhizium_ smiscplias E¢
{ElMatarhizium_ smiscplias Ee_1
{ElMaetarhizium_ smiscplias E6_2
{E}Metarhizium brunneum ARSEF 3297
{E)Metarhizium brunneum ARSEF 3297 1
{E)Metarhizium brunnsum ARSEF 3297 2
IElMetarhizium guizhouenss ARSEF 977
IElMetarhizium majus ARSEF 297
IElMetarhizium robertsii ARSEF 23
|E)Metarhizium rokbertsii ARSEF 23 1
(E)Metarhlzlum robertsii . ARSEF 23 2
(E)Metarhlzlum robertsii ARSEF 2575
(E)Metarhlzlum robertsii ARSEF 2576 1
(F)Metarhlz1um_acr1dum_ARSEF_324
|FiMetarhizium_ album ARSEF_1941
LF)
(F)
(F)
(F)
(F)
(F)
(F)
{F)
{F)
{F)
{F)
1)
1)
1J)
(T}
(T}
(T}
(T}
(T}
(T}
I
I
I
I
I
1)
(T}

Il
Il
=)
=)
=)
=)
=)
=)
=)
il

Metarhizium . anlsopllae ZRSEF 549 1
Metarhizium amisopliae ARSEF 320
Metarhizium anisopliase E&
Metarhizium anisoplise Eé 1
Metarhizium brunneun ARSEF 3237
Metarhizium brunneum “RRSEF 3297 1
Metarhizium gulzhouense ARSEF 977
Metarhizium majus ARSEF_297
Metarhizium robertsii ARSEF 23
Metarhizium robertsii ARSEF 23 1
Metarhizium robertsii ARSEF 2575 1
Eplchloe_festucae_Pll

Metarhizium_ acridum ARSEF_324
Metarhizium acridum _ COMa_ 1oz
Metarhizium acridum - CQMa_102 1
Metarhizium . | amiscplias ARSEF 2575
Metarhizium anisopliae ARSEF 820
Metarhizium anisopliass E&
Metarhizium anisopliass Eé 1
Metarhizium brunneum ARSEF 3297
Metarhizium brunneum ARSEF 3297 1
Metarhizium . gulzhouense ARSEF 977
Metarhizium_ guizhousnse ARSEF e B L
Metarhizium majus ARSEF_297
Metarhizium robsrtsii BRSEF 23 EENEEEYRGE- - - - - - - - - oo
Metarhizium robertsii ARSEF 23 1 [DMNBBBENGW- — - — - — -~ - - -~ ———————— -~ = —————m oo
Metarhizium robertsii ARSEF 25756 1  [IMNEEBENOM- - - - - - -----------—-------oo oo

DY Ydddidd g g g g g id g idid g g g g g g g g g

174



Apéndices

{D)Metarhizium_acridum_ ARSEF_324  ------
D) Matarhiz ium acridum _COMa_ Toz 0 —-----
(D} Metarhizium album ARSEF 1941
{D)Metarhizium amismoplias ARSEF 2575
iDiMetarhizium smiscpliase E& 0 ------
iDiMetarhizium brunnsum ARSEF 3287 0 - -----
Dl Metarhizium guizhouenss ARSEF 977 -
iDiMetarhizium majus ARSEF 297 0 ------
{D)Metarhizium robertsii ARSEF 23 ------
(E)Metarhlzlum acridum CQMa 102

Bl Matarhiz ium . anlsopllae ARSEF 2575
(E)Metarhlz1um_anlsopllae_ARSEF_820
{ElMetarhizium_ smiscplias E¢

{ElMatarhizium_ smiscplias Ee_1

{ElMaetarhizium_ smiscplias E6_2

{E}Metarhizium brunneum ARSEF 3297
{E)Metarhizium brunneum ARSEF 3297 1
{E)Metarhizium brunnsum ARSEF 3297 2
IElMetarhizium guizhouenss ARSEF 977
IElMetarhizium majus ARSEF 297

IElMetarhizium robertsii ARSEF 23
|E)Metarhizium robertsii ARSEF 23 1 ------
(E)Metarhlzlum robertsii . ARSEF 23 2 i5)
(E)Metarhlzlum robertsii ARSEF 2575 ()
(E)Metarhlzlum robertsii ARSEF 2576 1 j5)
(F)Metarhlz1um_acr1dum_ARSEF_324 -RBC---
|FiMetarhizium_ album ARSEF_1%41 ------
LF)
(F)
(F)
(F)
(F)
(F)
(F)
{F)
{F)
{F)
{F)
1)
1)
1J)
(T}
(T}
(T}
(T}
(T}
(T}
I
I
I
I
I
1)
(T}

Metarhizium . anlsopllae ZRSEF 549 1 -RAl---
Metarhizium amisopliae ARSEF 320 -H®C-- -
Metarhizium anisopliase E& -H/C-- -
Metarhizium anisoplise Eé 1 -RA[---
Metarhizium brunneun ARSEF 3237 -H®C-- -
Metarhizium brunneum “RRSEF 3297 1 -RA[---
Metarhizium gulzhouense ARSEF 977 -EV---
Metarhizium majus ARSEF_297 -QP---
Metarhizium robertsii ARSEF 23 -RA|---
Metarhizium robertsii ARSEF 23 1 -RC---
Metarhizium robertsii ARSEF 2575 1 -RC---
Epichloe festucas P11~ —---- K
Metarhizium_ acridum ARSEF_324 ------
Metarhizium acridum _ COMa_ o T 2 ———

Metarhizium acridum - CQMa_102 1 -
Metarhizium . | amiscplias ARSEF 2575 - ----
Metarhizium anisoplime ARSEF 820 -----
Metarhizium anisopliass E& -
Metarhizium anisoplisse E6 1 —----

Metarhizium brunneum ARSEF 32%7 ------
Metarhizium brunneum ARSEF 3297 1 -
Metarhizium . gulzhouense ARSEF 977 -
Metarhizium_ guizhousnse ARSEF 9F7T_1  -----
Metarhizium majus ARSEF_297 -
Metarhizium robsrtsii BRSEF 23 - -
Metarhizium robsrtsii ARSEF 23 1 -----
Metarhizium robertsii ARSEF 2575 1 -----
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APENDICE 20: PR1A-AA-BI.

Arvore obtida utilizando o conjunto de aminoéacidos pelo método de Inferéncia

Bayesiana, modelo LG+I+G, com amostragem de 10.000.000 de geracdes.

Metarhizium anisopliae E6
Metarhizium anisopliae ARSEF 549
Metarhizium majus ARSEF 297
Metarhizium guizhouense ARSEF 977
Metarhizium brunneum ARSEF 3297
Metarhizium robertsii ARSEF 23
Metarhizium lepidiotae CG648
Metarhizium acridum CQMa 102
Metarhizium album ARSEF 1941
Pochonia rubescens CBS 464.88

— Metacordyceps chlamydosporia 123

\— Pochonia chlamydosporia var. catenulata
— Epichloe festucae FI1

0.98

0.98

 Claviceps purpurea 20.1
Ophiocordyceps sinensis CS2
Purpureocillium litacinum IPC
Hirsutella minnesotensis CBS115627
Ophiocordyceps sinensis CO18
Hirsutella rhossiliensis OWVT-1
Tolypocladium inflatum

Trichoderma virens Gv29-8
Trichoderma reesei QM6a
Trichoderma koningii SMF2
Engyodontium album ATCC 22563
Engyodontium album ATCC 22563 1
Lecanicillium psalliotae YMF1.00112
Fusarium sp. S-19-5

Beauveria brongniartii 1019
Beauveria bassiana ARSEF 2860
Beauveria bassiana ARSEF 252
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APENDICE 21: PR1A-AA-ML

Apéndices

Arvore obtida utilizando o conjunto de aminoéacidos pelo método de Maxima

Verossimilhanca, modelo LG+I1+G, com 1.000 replicatas de bootstrap.

’ﬂE Metarhizium anisopliae E6
Metarhizium anisopliae ARSEF 549
877 ﬂc Metarh:rzr:um majus ARSEF 297
Metarhizium guizhouense ARSEF 977

———— Metarhizium robertsii ARSEF 23
Metarhizium brunneum ARSEF 3297
922 —— Metarhizium lepidiotae CG648
Metarhizium acridum CQMa 102
Metarhizium album ARSEF 1941
— Pochonia rubescens CBS 464.88

1,000 Metacordyceps chlamydosporia 123

E Pochonia chlfamydosporia var. catenulata

998 — Epichioe festucae Fi1
\— Claviceps purpurea 20.1

Purpureocillium litacinum IPC
— 923 ———— Ophiocordyceps sinensis CS2
968 Hirsutella minnesotensis CBS115627

926 — Ophiocordyceps sinensis CO18

Hirsutella rhossiliensis OWVT-1
Tolypocladium inflatum

W Trichoderma virens Gv29-8
—{ 997 E Trichoderma reesei QM6a
Trichoderma koningii SMF2

1,000 E Engyodontium album ATCC 22563
Engyodontium album ATCC 22563 1
948 999 — L ecanicillium psalliotae YMF1.00112
Fusarium sp. S-19-5
Beauveria brongniartii 1019
942 — Beauveria bassiana ARSEF 2860
Beauveria bassiana ARSEF 252

944

1,000
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APENDICE 22: PR1A-NT-ML

Arvore obtida utilizando o conjunto de nucleotideos pelo método de Maxima

Verossimilhanca, modelo GTR+I1+G, com 1.000 replicatas de bootstrap.

1,000

999

858
297
987

1,000 E Metarhizium anisopliae E6
Metarhizium anisopliac ARSEF 549
1000 | 986 E Metarhizium majus ARSEF 297
Metarhizium guizhouense ARSEF 977
Metarhizium robertsii ARSEF 23
Metarhizium brunneum ARSEF 3297
Metarhizium lepidiotae CG648
Metarhizium acridum CQMa 102
Metarhizium album ARSEF 1941
Pochonia rubescens CBS 464.88

1,000 — Metacordyceps chlamydosporia 123

\— Pochonia chlamydosporia var. catenulata
1,000 — Epichloe festucae FI1

\— Claviceps purpurea 20.1
Purpureociflium lilacinum IPC
Ophiocordyceps sinensis CS2
Hirsutella minnesotensis CBS115627
1,000 — Ophiocordyceps sinensis CO18
Hirsutella rhossiliensis OWVT-1

998
992
976

Tolypocladium inflatum

— 1,000 Trichoderma virens Gv29-8
—E Trichoderma reesei QM6a
Trichoderma koningii SMF2

1,000 — Engyodontium album ATCC 22563
— Engyodontium album ATCC 22563 1

976

Lecanicillium psalliotae YMF1.00112
1000 Fysarium sp. S-19-5

1,000 Beauveria brongniartii 1019
‘i 996 EBeauveria bassiana ARSEF 2860

Beativeria bassiana ARSEF 252
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APENDICE 23: PR1B-AA-BlI

Arvore obtida utilizando o conjunto de aminoéacidos pelo método de Inferéncia

Bayesiana, modelo WAG+G, com amostragem de 29.000 geracoes.

Metarhizium anisopliae E6

Metarhizium anisopliae ARSEF 549

Metarhizium anisopliae ARSEF 2575 1

Metarhizium robertsii ARSEF 23

Metarhizium robertsii ARSEF 23 1

Metarhizium anisopliae ARSEF 820

Metarhizium brunneum ARSEF 3297
0.87 E Metarhizium guizhouense ARSEF 977

1 Metarhizium majus ARSEF 297

1— Metarhizium acridum CQMa 102

— ! Metarhizium acridum ARSEF 324

Metarhizium album ARSEF 1941

— Beauveria bassiana ARSEF 2860

1— Eutypa lata UCREL1

Cordyceps confragosa

Sarocladium strictum SS71

0.99
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APENDICE 24: PR1B-AA-ML

Arvore obtida utilizando o conjunto de aminoacidos pelo método de Maxima
Verossimilhanca, modelo WAG+G, com 1.000 replicatas de bootstrap.

987 Metarhizium anisopliae E6
Metarhizium anisopliae ARSEF 549
999 — Metarhizium anisopliae ARSEF 820
Metarhizium brunneum ARSEF 3297
824 Metarhizium guizhouense ARSEF 977
Metarhizium majus ARSEF 297
.71 Metarhizium robertsii ARSEF 23
997 Metarhizium robertsii ARSEF 23 1
Metarhizium anisopliae ARSEF 2575 1

1,000 — Metarhizium acridum CQMa 102
o id Metarhizium acridum ARSEF 324
Metarhizium album ARSEF 1941

Beauveria bassiana ARSEF 2860
998 — Eutypa lata UCREL1

Cordyceps confragosa
Sarocladium strictum SS71

1,060
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APENDICE 25: PR1B-NT-ML

Apéndices

Arvore obtida utilizando o conjunto de nucleotideos pelo método de Maxima

Verossimilhangca, modelo HKY+I+G, com 1.000 replicatas de bootstrap.

859

831

Metarhizium anisopliae E6
Metarhizium anisopliae ARSEF 549
Metarhizium anisopliae ARSEF 820
Metarhizium brunneum ARSEF 3297
Metarhizium robertsii ARSEF 23 1
Metarhizium anisopliae ARSEF 2575 1
Metarhizium robertsii ARSEF 23

— Metarhizium guizhouense ARSEF 977

1,000

985

\— Metarhizium majus ARSEF 297
— Metarhizium acridum CQMa 102

\ Metarhizium acridum ARSEF 324

1,000

Metarhizium album ARSEF 1941
Beauveria bassiana ARSEF 2860

964 — Eutypa lata UCREL1

Cordyceps confragosa
Sarociladium strictum SS71
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APENDICE 26: PR1G-AA-BI

Arvore obtida utilizando o conjunto de aminoéacidos pelo método de Inferéncia

Bayesiana, modelo JTT+l, com amostragem de 60.000 geracdes.

— Metarhizium anisopliae E6
Metarhizium brunneum ARSEF 3297

! — Metarhizium robertsii ARSEF 23

0.98 — Metarhizium majus ARSEF 297

— Metarhizium quizhouense ARSEF 377
= Metarhizium acridum CQMa 102
Metarhizium album ARSEF 1941
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APENDICE 27: PR1G-AA-ML

Arvore obtida utilizando o conjunto de aminoéacidos pelo método de Maxima

Verossimilhanca, modelo JTT+I, com 1.000 replicatas de bootstrap.

939

925

Metarhizium anisopliae E6
Metarhizium robertsii ARSEF 23
Meftarhizium brunneum ARSEF 3297
Metarhizium quizhouense ARSEF 977
Metarhizium majus ARSEF 297
Metarhizium acridum CQMa 102
Metarhizium album ARSEF 1941
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APENDICE 28: PR1G-NT-ML

Arvore obtida utilizando o conjunto de nucleotideos pelo método de Maxima
Verossimilhanca, modelo HKY+G com 1.000 replicatas de bootstrap.

o1 Metarhizium anisopliae E6
—E Metarhizium robertsii ARSEF 23
Metarhizium brunneum ARSEF 3297
——— Metarhizium majus ARSEF 297
Metarhizium guizhouense ARSEF 977
Metarhizium acridum CQMa 102
Metarhizium album ARSEF 1941

965
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APENDICE 29: PR1I-AA-BI

Arvore obtida utilizando o conjunto de aminoéacidos pelo método de Inferéncia

Bayesiana, modelo WAG+G, com amostragem de 10.000.000 de geracoes.

Metarhizium anisopliae E6
Metarhizium anisopliae ARSEF 549
Metarhizium robertsii ARSEF 23
Metarhizium anisopliae ARSEF 820
Metarhizium brunneum ARSEF 3297
Metarhizium guizhouense ARSEF 977
Metarhizium majus ARSEF 297
Metarhizium acridum CQMa 102
Metarhizium album ARSEF 1941

1— Neotyphodium lolii Lp19

Epichloe festucae Fl1

Claviceps purpurea 20.1
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APENDICE 30: PR1I-AA-ML

Arvore obtida utilizando o conjunto de aminoéacidos pelo método de Maxima
Verossimilhanca, modelo WAG+G, com 1.000 replicatas de bootstrap.

1,000 — Metarhizium anisopliae ARSEF 820
Metarhizium brunneum ARSEF 3297
Metarhizium majus ARSEF 297

— ~ Metarhizium guizhouense ARSEF 377
Metarhizium album ARSEF 1941

100] { Metarhizium acridum CQMa 102

1,000 — Neotyphodium lolii Lp19
. ‘ EEpichIoe festucae Fl1
Claviceps purpurea 20.1

835

1,000 — Metarhizium anisopliae E6
008 ‘ E Metarhizium anisopliae ARSEF 549
, ‘ Metarhizium robertsii ARSEF 23
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APENDICE 31: PR1I-NT-ML

Arvore obtida utilizando o conjunto de nucleotideos pelo método de Maxima

Verossimilhanca, modelo GTR+I, com 1.000 replicatas de bootstrap.

1,000 — Metarhizium anisopliae E6
Metarhizium anisopliae ARSEF 549
Metarhizium robertsii ARSEF 23
Metarhizium anisopliae ARSEF 820
Metarhizium brunneum ARSEF 3297
975 Metarhizium guizhouense ARSEF 977
Metarhizium majus ARSEF 297

Metarhizium acridum CQMa 102

997

1,000 Metarhizium album ARSEF 1941
1,000 — Neotyphodium lolii Lp19
E Epichloe festucae Fl1

Claviceps purpurea 20.1

187



Apéndices

APENDICE 32: PR1K-AA-BI

Arvore obtida utilizando o conjunto de aminoéacidos pelo método de Inferéncia

Bayesiana, modelo WAG+I+G, com amostragem de 42.000 geracdes

1— Metarhizium anisopliae E6
Metarhizium anisopliae ARSEF 549
Metarhizium brunneum ARSEF 3297
Metarhizium robertsii ARSEF 23
Metarhizium majus ARSEF 297
Metarhizium guizhouense ARSEF 977
Metarhizium acridum CQMa 102
Metarhizium album ARSEF 1941
— Villosiclava virens UV-8b
Epichloe festucae Fl1
— Claviceps purpurea 20.1
Trichoderma atroviride IMI 206040
— Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici 26381
— Fusarium oxysporum f. sp. cubense race 1
Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum 25433
— Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici MN25
— ’ — Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
Fusarium oxysporum f. sp. cubense race 4
Fusarium oxysporum 26-1
Fusarium verticillioides 7600
Fusarium fujikuroi IMI 58289
Fusarium graminearum PH-1
Nectria haematococca mpVI 77-13-4
1 — Colletotrichum gloeosporioides Cg-14

\— Colletotrichum orbiculare MAFF 240422
Acremonium chrysogenum C10

0.88

T
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Apéndices

APENDICE 33: PR1K-AA-ML

Arvore obtida utilizando o conjunto de aminoéacidos pelo método de Maxima

Verossimilhanca, modelo WAG+1+G, com 1.000 replicatas de bootstrap.

948

998

ﬂc Metarhizium anisopliae E6
Metarhizium anisopliae ARSEF 549
Metarhizium brunneum ARSEF 3297
Metarhizium roberisii ARSEF 23
Metarhizium guizhouense ARSEF 977

Metarhizium majus ARSEF 297
Metarhizium acridum CQMa 102
Metarhizium album ARSEF 1641

Viflosiclava virens UV-8b

[Epichloe festucae Fi1
Claviceps purpurea 20.1
Trichoderma atroviride IMI 206040

842

997

Fusarium oxysporum f. sp. cubense race 1
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici

Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum 25433
Fusarium oxysporum f, sp. lycopersici MN25
Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici 26381
Fusarium oxysporum f. sp. cubense race 4
Fusarium oxysporum 26-1

ﬂ[ Fusarium verticillioides 7600
Fusarium fujikuroi IMI 58289
Nectria haematococca mpVI 77-13-4

Fusarium graminearum PH-1

1,000 E Colletotrichum gloeosporioides Cg-14

Colletotrichum orbiculare MAFF 240422
Acremonium chrysogenum C10
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Apéndices

APENDICE 34: PR1K-NT-ML

Arvore obtida utilizando o conjunto de nucleotideos pelo método de Méaxima
Verossimilhanca, modelo GTR+I1+G, com 1.000 replicatas de bootstrap.

1,000 — Metarhizium anisopliae E6

816 Metarhizium anisopliae ARSEF 549
Metarhizium brunneum ARSEF 3297
1,000 Metarhizium robertsii ARSEF 23
Metarhizium guizhouense ARSEF 977
Metarhizium majus ARSEF 297
Metarhizium acridum CQMa 102
Metarhizium album ARSEF 1941
[—Villosiclava virens UV-8b
Claviceps purpurea 20.1

l— Epichloe festucae FI1
Trichoderma atroviride IMI 206040
Fusarium oxysporum f. sp. cubense race 1
Fusarium oxysporum f. sp. cubense race 4
949 | — Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum 25433
Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici 26381
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici MN25
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
Fusarium oxysporum 26-1
Fusarium verticillioides 7600
Fusarium fujikuroi IMI 58289
Nectria haematococca mpV| 77-13-4
Fusarium graminearum PH-1

1,000 E Colletotrichum gloeosporicides Cg-14

Colletotrichum orbiculare MAFF 240422

Acremonium chrysogenum C10

096

1,000

877
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APENDICE 35: SF1-AA-BI

Apéndices

Arvore obtida utilizando o conjunto de aminoéacidos pelo método de Inferéncia

Bayesiana, modelo LG+I+G, com amostragem de 265.000 geracfes

(A)Metarhizium anisopliae E6

(A)Metarhizium anisopliae ARSEF 549

(A)Metarhizium majus ARSEF 297

(A)Metarhizium guizhouense ARSEF 977

(A)Metarhizium brunneum ARSEF 3297

(A)Metarhizium robertsii ARSEF 23

(A)Metarhizium acridum CQMa 102

(A)Metarhizium album ARSEF 1941

(A)Metarhizium lepidiotae CG648

(A)Pochonia rub CBS 464.88

— (AIM fycep i ia 123

L (A)Pochonia chlamydosporia var. catenulata

(A)Epichioe festucae FI1

(A)Claviceps purpurea 20,1

1— (A)Lecanicillium psalliotae YMF1.00112
(A)Fusatium sp. 5-19-5

1— (A)Beauveria bassiana ARSEF 2860

(A)Beauveria bassiana ARSEF 252
Lc

1

( ii 1019
(A)Engyodontium album ATCC 22563
(A)Engyodontium album ATCC 22563 1
(A)Ophiocordyceps sinensis CO18
(A)Hirsutella rhossiliensis OWVT-1
(A)Hirsutella minnesotensis CBS115627
(A)Purpureocillium lilacinum IPC
(A)Ophiocordyceps sinensis CS2
(B)Metarhizium robertsii ARSEF 23
(B)Metarhizium robertsii ARSEF 23 1
(B)Metarhizium anisopliae ARSEF 2575 1
(B)Metarhizium anisopliae E6
(B)Metarhizium anisopliae ARSEF 549
(B)Metarhizium anisopliae ARSEF 820
(B)Metarhizium brunneum ARSEF 3297
(B)Metarhizium guizhouense ARSEF 977
(B)Metarhizium majus ARSEF 297
(B)Metarhizium acridum CQMa 102
(B)Metarhizium acridum ARSEF 324
(B)Metarhizium album ARSEF 1941

(B)B i i ARSEF 2860
(B)Eutypa lata UCREL1

(B)Cordyceps confragosa
(B)Sarocladium strictum SST1

(A) T inflatum
T‘E (A)Trichoderma reesei QM6a
1 (A)Tri koningii SMF2

L (A) Trichoderma virens Gv29-8
(I)Metarhizium anisopliae E6
()Metarhizium anisopliae ARSEF 543
()Metarhizium robertsii ARSEF 23
([)Metarhizium anisopliae ARSEF 820
()Metarhizium brunneum ARSEF 3297
U i guiz ARSEF 977
()Metarhizium majus ARSEF 297
(I)Metarhizium acridum CQMa 102
()Metarhizium album ARSEF 1941
()Neotyphodium lolii Lp19
(I)Epichice festucae FI1
(I)Claviceps purpurea 20.1
(G)Metarhiziurn anisopliae E6
(G)Metarhizium robertsii ARSEF 23
! (G)Metarhiziurm brunneum ARSEF 3297
3| | vas — (G)Metarhizium majus ARSEF 297
s (G)Metarhizium guizhouense ARSEF 977
(G)Metarhizium acridum CQMa 102
(G)Metarhizium album ARSEF 1941
(K)Metarhizium anisopliae E6
(K)Metarhizium anisopliae ARSEF 549
(K)Metarhizium brunneum ARSEF 3297
(K)Metarhizium robertsii ARSEF 23
(K)Metarhizium majus ARSEF 297
(K)Metarhizium guizhouense ARSEF 977
(K)Metarhizium acridum CQMa 102
(K] iz album ARSEF 1941
(K)Villosiclava virens UV-8b
(K)Epichioe festucae FI1
(K)Claviceps purpurea 20.1
(K)Tr troviride IMI 206040
(K)Fusarium D f. sp. radici. ici 26381
(K)Fusarium oxysporum f. sp. cubense race 1
(K)Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum 25433
(K)Fusatium oxysporum f. sp. lycopersici MN25
(K)Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
(K)Fusarium verticillioides 7600
(K)Fusarium fujikuroi IMI 58289
(K)Fusarium oxysporum f. sp. cubense race 4
(K)Fusarium oxysporum 26-1
(K)Fusarium gramir PH-1
(K)Nectria mpVl 77-13-4
(K). jum chrysog c10
— (K)Ci 7 Cg-14
L (K)Colletotrichum orbiculare MAFF 240422
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APENDICE 36: SF1-AA-ML

Apéndices

Arvore obtida utilizando o conjunto de aminoéacidos pelo método de Maxima

Verossimilhanca, modelo LG+I+G,

967

o016 |94

com 1.000 replicatas de bootstrap.

(A)Metarhizium anisopliae E6
(A)Metarhizium anisopliae ARSEF 549
(A)Metarhizium majus ARSEF 297
(A)Metarhizium guizhouense ARSEF 977
(A)Metarhizium robertsii ARSEF 23
(A)Metarhizium brunneum ARSEF 3297

as2 |10 [:(f)Melacor_dycepschlamyd.osporia 123

(A) lydosp var.
(A)Pochonia rubescens CBS 464.88
(A izi idiotae CG648

979

994

9% | 950

(A acridum CQMa 102
(A)Metarhizium album ARSEF 1941

1,000 C (A)Epichloe festucae FI1
(A)Claviceps purpurea 20.1

(A)Lecanicillium psalliotae YMF1.00112
(A)Fusarium sp. S-19-5

(A)Beauveria bassiana ARSEF 2860
(A)Beauveria bassiana ARSEF 252

1,000

( ii 1019
(A)Engyodontium album ATCC 22563
(A)Engyodontium album ATCC 22563 1

[ﬁc (A)Trichoderma reesei QM6a

(A)Tri koningii SMF2

(A)Trichoderma virens Gv29-8

973 — (A)Ophiocordyceps sinensis CO18

L‘—_C (A)Hirsutella rhossiliensis OWVT-1
(A)Hirsutella minnesotensis CBS115627

(A)Oy sinensis CS2
(A)Purp. litacinum IPC
(A)Toly inflatum

950

1,000

(B)Metarhizium robertsii ARSEF 23 1
(B)Metarhizium robertsii ARSEF 23
(B)Metarhizium anisopliae ARSEF 2575 1
(B)Metarhizium anisopliae ARSEF 820
(B)Metarhizium brunneum ARSEF 3297
(B)Metarhizium anisopliae E6
(B)Metarhizium anisopliae ARSEF 549
(B)Metarhizium majus ARSEF 297
(B)Metarhizium guizhouense ARSEF 977
(B)Metarhizium acridum CQMa 102
(B)Metarhizium acridum ARSEF 324
(B)Metarhizium album ARSEF 1941

ARSEF 2860
lata UCREL1

-
- (B)Cordyceps confragosa

963

1,000 882

1.000

77 { 1,000

(B) strictum SS71
(G)Metarhizium anisopliae E6
(G)Metarhizium robertsii ARSEF 23
(G)Metarhizium brunneum ARSEF 3297
(G)Metarhizium majus ARSEF 297
(G)Metarhizium guizhouense ARSEF 977
(G)Metarhizium acridum CQMa 102
(G)Metarhizium album ARSEF 1941
(I)Metarhizium anisopliae ARSEF 820
(I)Metarhizium brunneum ARSEF 3297
()Metarhizium anisopliae E6
()Metarhizium anisopliae ARSEF 549
()Metarhizium robertsii ARSEF 23
()Metarhizium acridum CQMa 102
(I)Metarhizium majus ARSEF 297

ARSEF 977
(I)Metarhizium album ARSEF 1941
(I)Neotyphodium lolii Lp19

(I)Epichloe festucae FI1

(l)Claviceps purpurea 20.1
(K)Metarhizium anisopliae E6
(K)Metarhizium anisopliae ARSEF 549
(K)Metarhizium majus ARSEF 297
(K)Metarhizium guizhouense ARSEF 977
(K)Metarhizium robertsii ARSEF 23
(K)Metarhizium brunneum ARSEF 3297
(K)Metarhizium acridum CQMa 102
(K)Metarhizium album ARSEF 1941

[— (K)Villosiclava virens UV-8b

813

801

[_ (K)Ep festucae FI1

(K)Claviceps purpurea 20.1

(K)Fusarium fujikuroi IMI 58289

(K)Fusarium verticillioides 7600

(K)Fusarium oxysporum f. sp. cubense race 4
(K)Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici

(K)Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici MN25
(K)Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum 25433
(K)Fusarium oxysp f. sp. radicis persici 26381
(K)Fusarium oxysporum f. sp. cubense race 1

L] (K)Fusarium oxysporum 26-1
(K)Fusarium PH-1
(K)Nectria mpVI 77-13-4
1000 — (K)C Cg-14
- (K)Colletotrichum orbiculare MAFF 240422
(K)Tri iride IMI 206040
(KA ium ch c10
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Apéndices

APENDICE 37: SF1-NT-ML

Arvore obtida utilizando o conjunto de nucleotideos pelo método de Maxima

Verossimilhanca, modelo GTR+I+G, com 1.000 replicatas de bootstrap.

B

1,000 — (A)Metarhizium anisopliae E6
(A)Metarhizium anisopliae ARSEF 549
(A)Metarhizium majus ARSEF 297
(A)Metarhizium guizhouense ARSEF 977
859 (A)Metarhizium robertsii ARSEF 23
985 (A)Metarmztum brunneum ARSEF 3297
CG648
(A)Metam:zmm acridum CQMa 102
- (A album ARSEF 1941
1,000 (A 123
— (A)Pochoma chlamydospona var. catenulata
(A) CBS 464.88
1.000 (— (A)Epi festucae FI1

1,000 | %92

\— (A)Claviceps purpurea 20.1
7 — (A)Beauveria bassiana ARSEF 2860
1000 (A)Beauveria bassiana ARSEF 252
(A)Beauvena bmngmanu 1019
(A)Lecani YMF1.00112

(A)Fusarium sp. S-19-5
(A ium album ATCC 22563
C (A)Engyodonlmm album ATCC 22563 1
1.000 — (A)Ophiocordyceps sinensis CO18
o (A)Hirsutella rhossiliensis OWVT-1
(A)Hirsutella minnesotensis CBS115627

1 (Alf‘ i sinensis CS2
P! il litacinum IPC
(A \) Trichoderma reesei QM6a
a0 (A) Tri koningii SMF2

(A)Trichoderma virens Gv29-8

(A)T inflatum
(B)Melem:zmm anisopliae E6

(B)Matarmzmm anlsophss ARSEF 2575 1

—(®) ARSEF 977
\ (B)Metarhizium majus ARSEF 297
1,000 izium acridum CQMa 102

L (B)Me.‘amtzmm acridum ARSEF 324
ium album ARSEF 1941

ARSEF 2860
1,000 lata UCREL1
C (B)Cordyceps confragosa
(B). ium strictum SS71

(G)Metarhizium brunneum ARSEF 3297
(G)Metarhizium anisopliae E6
995 (G)Metarhizium robertsii ARSEF 23
1000 (G)Metarhizium majus ARSEF 297
(G)Metarhizium guizhouense ARSEF 977

izium acridum CQMa 102

(G)Mslarmzmm album ARSEF 1941
(I)Metarhizium anisopliae E6
(I)Metarhizium anisopliae ARSEF 549
(I)Melarmzmm robertsii ARSEF 23
— ARSEF 820
— (I)Me!armz/um brunneum ARSEF 3297
ARSEF 977
; ()Metarhizium majus ARSEF 297
izium acridum CQMa 102
album ARSEF 1941

(I)Neolyphodrum lolii Lp19

L E festucae FI1

— ()Claviceps purpurea 20.1
(K)Metarhizium anisopliae E6
(K)Metarhizium anisopliae ARSEF 549
(K)Metarhizium brunneum ARSEF 3297
(K)Metam:zmm mbensn ARSEF 23

(K) ARSEF 977
(K)Metarhizium majus ARSEF 297

(K) izium acridum CQMa 102

(K) izium album ARSEF 1941

(K)Epichloe festucae FI1

(K)Tric IMI 206040
(K)Fusarium oxysporum f. sp. cubense race 1
(K)Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
(K)Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici 26381
917 (K)Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum 25433
(K)Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici MN25
1000 (K)Fusarium oxysporum f. sp. cubense race 4
[ F——— (K)Fusarium oxysporum 26-1
(K)Fusarium verticillioides 7600

(K)Fu: fujikuroi IMI 58289
(K)Nectria mpVI 77-13-4
(K)Fusarium graminearum PH-1

(K) chr Cc10
1,000 —(K)C i ioides Cg-14

' (K)Colletotrichum orbiculare MAFF 240422
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Apéndices

APENDICE 38: PR1D-AA-BI

Arvore obtida utilizando o conjunto de aminoéacidos pelo método de Inferéncia

Bayesiana, modelo JTT+G, com amostragem de 10.000.000 de geracoes.

0.98 — Metarhizium robertsii ARSEF 23

— Metarhizium anisopliae ARSEF 2575
— Metarhizium anisopliae E6

— Metarhizium brunneum ARSEF 3297
Metarhizium majus ARSEF 297
Metarhizium guizhouense ARSEF 977
Metarhizium acridum ARSEF 324

— Metarhizium album ARSEF 1941

— Metarhizium acridum CQMa 102
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Apéndices

APENDICE 39: PR1D-AA-ML

Arvore obtida utilizando o conjunto de aminoéacidos pelo método de Maxima

Verossimilhanga, modelo JTT+G, com 1.000 replicatas de bootstrap.

968
861
855
900

EE Metarhizium robertsii ARSEF 23
Metarhizium anisopliae ARSEF 2575
Metarhizium anisopliae E6

Metarhizium brunneum ARSEF 3297
Metarhizium majus ARSEF 297

Metarhizium guizhouense ARSEF 977
Metarhizium acridum ARSEF 324

{ l

— Metarhizium acridum CQMa 102

\— Metarhizium album ARSEF 1941

195



Apéndices

APENDICE 40: PR1D-NT-ML

Arvore obtida utilizando o conjunto de nucleotideos pelo método de Maxima

Verossimilhanca, modelo HKY+G, com 1.000 replicatas de bootstrap.

929
985
985

990

ﬂc Metarhizium robertsii ARSEF 23
Metarhizium anisopliae ARSEF 2575

Metarhizium anisopliae E6

Metarhizium brunneum ARSEF 3297
Metarhizium majus ARSEF 297

Metarhizium quizhouense ARSEF 977
Metarhizium acridum ARSEF 324

(— Metarhizium acridum CQMa 102

\ Metarhizium album ARSEF 1941
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Apéndices

APENDICE 41: PR1E-AA-BI

Arvore obtida utilizando o conjunto de aminoéacidos pelo método de Inferéncia

Bayesiana, modelo JTT+G, com amostragem de 78.000 de geracoes.

0.99 E Metarhizium robertsii ARSEF 2575
Metarhizium robertsii ARSEF 23
Metarhizium anisopliae E6 2
Metarhizium brunneum ARSEF 3297 2
1 E Metarhizium guizhouense ARSEF 977
Metarhizium majus ARSEF 297
! Metarhizium acridum CQMa 102
1 — Metarhizium anisopliae ARSEF 820
0.83 — Metarhizium brunneum ARSEF 3297
000 [ Metarhizium robertsii ARSEF 2575 1
—{ ! — Metarhizium robertsii ARSEF 23 2
— Metarhizium anisopliae ARSEF 2575
Metarhizium anisopliae E6
1 [— Metarhizium anisopliae E6 1
Metarhizium robertsii ARSEF 23 1
Metarhizium brunneum ARSEF 3297 1
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Apéndices

APENDICE 42: PR1E-AA-ML

Arvore obtida utilizando o conjunto de aminoéacidos pelo método de Maxima

Verossimilhanga, modelo JTT+G, com 1.000 replicatas de bootstrap.

967

1,000

1,000

ﬂc Metarhizium quizhouense ARSEF 977
Metarhizium majus ARSEF 297

979

—

846

Metarhizium brunneum ARSEF 3297 2
Metarhizium anisopliae E6 2
Metarhizium robertsii ARSEF 2575
Metarhizium robertsii ARSEF 23
Metarhizium acridum CQMa 102

— Metarhizium anisopliae ARSEF 820

— Metarhizium brunneum ARSEF 3297
— Metarhizium robertsii ARSEF 23 2
Metarhizium robertsii ARSEF 2575 1

1,000

— Metarhizium anisopliae ARSEF 25756
Metarhizium anisopliae E6

[— Metarhizium robertsii ARSEF 23 1

Metarhizium anisopliae E6 1
Metarhizium brunneum ARSEF 3297 1
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Apéndices

APENDICE 43: PR1E-NT-BI

Arvore obtida utilizando o conjunto de nucleotideos pelo método de Inferéncia

Bayesiana, modelo GTR+G, com amostragem de 44.000 geracoes.

Metarhizium robertsii ARSEF 2575

Metarhizium robertsii ARSEF 23

Metarhizium anisopliae E6 2

Metarhizium brunneum ARSEF 3297 2

Metarhizium quizhouense ARSEF 977

Metarhizium majus ARSEF 297

Metarhizium acridum CQMa 102

{ Metarhizium anisopliae ARSEF 820
Metarhizium brunneum ARSEF 3297

—— Metarhizium anisopliae E6

] — Metarhizium robertsii ARSEF 2575 1

- Metarhizium robertsii ARSEF 23 2

— Metarhizium anisopliae ARSEF 2575

— Metarhizium anisopliae E6 1

Metarhizium robertsii ARSEF 23 1

— Metarhizium brunneum ARSEF 3297 1
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Apéndices

APENDICE 44: PR1F-NT-BI

Arvore obtida utilizando o conjunto de nucleotideos pelo método de Inferéncia

Bayesiana, modelo GTR+G, com amostragem de 151.000 geracdes.

Metarhizium robertsii ARSEF 23
0.99 — Metarhizium anisopliae E6 1

095 [ L Metarhizium anisopliae ARSEF 549 1
Metarhizium brunneum ARSEF 3297 1
Metarhizium guizhouense ARSEF 977
Metarhizium majus ARSEF 297
Metarhizium anisopliae E6
Metarhizium anisopliae ARSEF 820
Metarhizium album ARSEF 1941
Metarhizium brunneum ARSEF 3297
[— Metarhizium robertsii ARSEF 2575 1

Metarhizium robertsii ARSEF 23 1
Metarhizium acridum ARSEF 324
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Apéndices

APENDICE 45: PR1F-AA-ML

Arvore obtida utilizando o conjunto de aminoéacidos pelo método de Maxima
Verossimilhanca, modelo WAG+G, com 1.000 replicatas de bootstrap.

Metarhizium robertsii ARSEF 23
Metarhizium brunneum ARSEF 3297 1
ﬂE Metarhizium anisopliae E6 1

Metarhizium anisopliae ARSEF 549 1
Metarhizium guizhouense ARSEF 977
Metarhizium majus ARSEF 297
Metarhizium anisopliae E6
Metarhizium anisopliae ARSEF 820
Metarhizium album ARSEF 1941
Metarhizium brunneum ARSEF 3297
s64 [— Metarhizium acridum ARSEF 324

Metarhizium robertsii ARSEF 23 1
L Metarhizium robertsii ARSEF 2575 1

844

999
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Apéndices

APENDICE 46: PR1F-NT-ML

Arvore obtida utilizando o conjunto de nucleotideos pelo método de Maxima

Verossimilhanca, modelo GTR+G, com 1.000 replicatas de bootstrap.

Metarhizium robertsii ARSEF 23
Metarhizium brunneum ARSEF 3297 1
ﬂc Metarhizium anisopliae E6 1
Metarhizium anisopliae ARSEF 549 1
Metarhizium guizhouense ARSEF 977
Metarhizium majus ARSEF 297
Metarhizium album ARSEF 1941
Metarhizium anisopliae E6
Metarhizium brunneum ARSEF 3297
] Metarhizium anisopliae ARSEF 820
|r— Metarhizium acridum ARSEF 324
Metarhizium robertsii ARSEF 23 1
Metarhizium robertsii ARSEF 2575 1

893
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Apéndices

APENDICE 47: PR1J-AA-BI

Arvore obtida utilizando o conjunto de aminoéacidos pelo método de Inferéncia

Bayesiana, modelo WAG+G, com amostragem de 20.000 geracoes.

0.98 — Metarhizium robertsii ARSEF 23
0-95 ‘ E Metarhizium anisopliae ARSEF 2575
Metarhizium anisopliae E6
095 — Metarhizium gquizhouense ARSEF 977
1 — Metarhizium majus ARSEF 297
(] 1 — Metarhizium anisopliae ARSEF 820
— Metarhizium brunneum ARSEF 3297
Metarhizium acridum ARSEF 324
Metarhizium acridum CQMa 102
— 1— Metarhizium anisopliae E6 1
1 Metarhizium brunneum ARSEF 3297 1
1— Metarhizium robertsii ARSEF 23 1
Metarhizium robertsii ARSEF 2575 1
Metarhizium quizhouense ARSEF 977 1
Metarhizium acridum CQMa 102 1
Epichloe festucae FI1
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Apéndices

APENDICE 48: PR1J-NT-BI

Arvore obtida utilizando o conjunto de nucleotideos pelo método de Inferéncia

Bayesiana, modelo GTR+I+G, com amostragem de 17.000 geracdes.

1— Metarhizium robertsii ARSEF 23

;E Metarhizium anisopliae ARSEF 2575
Metarhizium anisopliae E6
0.9 098 E Metarhizium guizhouense ARSEF 977
Metarhizium majus ARSEF 297

Metarhizium brunneum ARSEF 3297
Metarhizium anisopliae ARSEF 820
Metarhizium acridum ARSEF 324
Metarhizium acridum CQMa 102
Metarhizium robertsii ARSEF 23 1
Metarhizium robertsii ARSEF 2575 1
Metarhizium anisopliae £E6 1
Metarhizium brunneum ARSEF 3297 1
Metarhizium guizhouense ARSEF 977 1
Metarhizium acridum CQMa 102 1
Epichloe festucae FI1
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APENDICE 49

Arvore obtida

Apéndices

: PR1J-AA-ML

utilizando o conjunto de amino&cidos pelo método de Maxima

Verossimilhanca, modelo WAG+G, com 1.000 replicatas de bootstrap.

995

873 — Metarhizium robertsii ARSEF 23
828 Metarhizium anisopliae ARSEF 2575
Metarhizium anisopliae E6
Metarhizium quizhouense ARSEF 977
Metarhizium majus ARSEF 297
931 Metarhizium anisopliae ARSEF 820
Metarhizium brunneum ARSEF 3297
Metarhizium acridum ARSEF 324

)

|

Metarhizium acridum CQMa 102

1,000

991

Epichloe festucae FI1
884 — Metarhizium anisopliae E6 1
835 Metarhizium brunneum ARSEF 3297 1
998 — Metarhizium robertsii ARSEF 23 1
Metarhizium robertsii ARSEF 2575 1
Metarhizium guizhouense ARSEF 977 1

Metarhizium acridum CQMa 102 1
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Apéndices

APENDICE 50: SF2-AA-BI

Arvore obtida utilizando o conjunto de aminoéacidos pelo método de Inferéncia

Bayesiana, modelo WAG+I+G, com amostragem de 100.000 geracoes.

(D)Metarhizium robertsii ARSEF 23
(D)Metarhizium anisopliae ARSEF 2575
(D)Metarhizium anisopliae E6
(D)Metarhizium brunneum ARSEF 3297
(D)Metarhizium majus ARSEF 297
(D)Metarhizium guizhouense ARSEF 977
(D)Metarhizium acridum ARSEF 324
(D)Metarhizium acridum CQMa 102
(D)Metarhizium album ARSEF 1941
(J)Metarhizium robertsii ARSEF 23
(J)Metarhizium anisopliae ARSEF 2575
(J)Metarhizium anisopliae E6
(J)Metarhizium anisopliae ARSEF 820
(J)Metarhizium brunneum ARSEF 3297
(J)Metarhizium guizhouense ARSEF 977
(J)Metarhizium majus ARSEF 297
(J)Metarhizium acridum ARSEF 324
(J)Metarhizium acridum CQMa 102
(J)Epichloe festucae Fi1

(J)Metarhizium anisopliae E6 1
(J)Metarhizium brunneum ARSEF 3297 1
(J)Metarhizium robertsii ARSEF 23 1
(J)Metarhizium robertsii ARSEF 2575 1
(J)Metarhizium guizhouense ARSEF 977 1
(J)Metarhizium acridum CQMa 102 1
(E)Metarhizium robertsii ARSEF 2575 1
(E)Metarhizium robertsii ARSEF 23 2
(E)Metarhizium anisopliae ARSEF 2575
(E)Metarhizium anisopliae ARSEF 820
(E)Metarhizium brunneum ARSEF 3297
(E)Metarhizium anisopliae E6
(E)Metarhizium anisopliae E6 1
(E)Metarhizium robertsii ARSEF 23 1
(E)Metarhizium brunneum ARSEF 3297 1
(E)Metarhizium robertsii ARSEF 2575
(E)Metarhizium robertsii ARSEF 23
(E)Metarhizium anisopliae E6 2
(E)Metarhizium brunneum ARSEF 3297 2
(E)Metarhizium guizhouense ARSEF 977
(E)Metarhizium majus ARSEF 297
(E)Metarhizium acridum CQMa 102
(F)Metarhizium anisopliae E6 1
(F)Metarhizium anisopliae ARSEF 549 1
(F)Metarhizium robertsii ARSEF 23
(F)Metarhizium brunneum ARSEF 3297 1
(F)Metarhizium guizhouense ARSEF 977
(F)Metarhizium majus ARSEF 297
(F)Metarhizium album ARSEF 1941
(F)Metarhizium robertsii ARSEF 2575 1
(F)Metarhizium robertsii ARSEF 23 1
(F)Metarhizium acridum ARSEF 324
(F)Metarhizium anisopliae ARSEF 820
(F)Metarhizium brunneum ARSEF 3297
(F)Metarhizium anisopliae E6

206



Apéndices

APENDICE 51: SF2-AA-ML

Arvore obtida utilizando o

conjunto de aminoacidos pelo método de Maxima

Verossimilhanca, modelo WAG+1+G, com 1.000 replicatas de bootstrap.

874

998

973

843

1,000

999

1,000

886 — (D)Metarhizium robertsii ARSEF 23
(D)Metarhizium anisopliae ARSEF 2575
(D)Metarhizium anisopliae E6
(D)Metarhizium brunneum ARSEF 3297
(D)Metarhizium majus ARSEF 297
(D)Metarhizium acridum CQMa 102
(D)Metarhizium acridum ARSEF 324
(D)Metarhizium guizhouense ARSEF 977
(D)Metarhizium album ARSEF 1941
(J)Metarhizium robertsii ARSEF 23
(J)Metarhizium anisopliae ARSEF 2575
(J)Metarhizium anisopliae E6
(J)Metarhizium anisopliae ARSEF 820
(J)Metarhizium brunneum ARSEF 3297
817 (J)Metarhizium acridum ARSEF 324
(J)Metarhizium acridum CQMa 102
(J)Metarhizium guizhouense ARSEF 977
(J)Metarhizium majus ARSEF 297
(J)Epichloe festucae Fl1
(J)Metarhizium robertsii ARSEF 23 1
(J)Metarhizium robertsii ARSEF 2575 1
(J)Metarhizium anisopliae E6 1
(J)Metarhizium brunneum ARSEF 3297 1
(J)Metarhizium guizhouense ARSEF 977 1
(J)Metarhizium acridum CQMa 102 1
ﬁ[: (E)Metarhizium anisopliae ARSEF 820
(E)Metarhizium brunneum ARSEF 3297

——— (E)Metarhizium anisopliae E6

wsa [ (E)Metarhizium anisopliae ARSEF 2575
——— (E)Metarhizium robertsii ARSEF 2575 1
— (E)Metarhizium robertsii ARSEF 23 2
— (E)Metarhizium anisopliae E6 1
— (E)Metarhizium robertsii ARSEF 23 1
— (E)Metarhizium brunneum ARSEF 3297 1
(E)Metarhizium brunneum ARSEF 3297 2
(E)Metarhizium anisopliae E6 2
(E)Metarhizium guizhouense ARSEF 977
(E)Metarhizium majus ARSEF 297
(E)Metarhizium robertsii ARSEF 2575
(E)Metarhizium robertsii ARSEF 23
(E)Metarhizium acridum CQMa 102
(F)Metarhizium robertsii ARSEF 23
(F)Metarhizium brunneum ARSEF 3297 1
(F)Metarhizium anisopliae E6 1
(F)Metarhizium anisopliae ARSEF 549 1
(F)Metarhizium guizhouense ARSEF 977
(F)Metarhizium majus ARSEF 297
(F)Metarhizium album ARSEF 1941
—— (F)Metarhizium anisopliae E6
——— (F)Metarhizium brunneum ARSEF 3297

950

874
834

987

1,000

1,000

993 955

824

(F)Metarhizium anisopliae ARSEF 820
(F)Metarhizium acridum ARSEF 324
(F)Metarhizium robertsii ARSEF 2575 1
(F)Metarhizium robertsii ARSEF 23 1
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APENDICE 52: SF2-NT-ML

Apéndices

Arvore obtida utilizando o conjunto de nucleotideos pelo método de Maxima

Verossimilhanca, modelo GTR+I+G, com 1.000 replicatas de bootstrap.

1,000

993

(D)Metarhizium robertsii ARSEF 23
(D)Metarhizium anisopliae ARSEF 2575
(D)Metarhizium anisopliae E6
(D)Metarhizium brunneum ARSEF 3297
(D)Metarhizium majus ARSEF 297
(D)Metarhizium guizhouense ARSEF 977
(D)Metarhizium acridum ARSEF 324

(D)Metarhizium album ARSEF 1941

(D)Metarhizium acridum CQMa 102
(J)Metarhizium robertsii ARSEF 23
(J)Metarhizium anisopliae ARSEF 2575
(J)Metarhizium anisopliae E6
(J)Metarhizium anisopliae ARSEF 820
(J)Metarhizium brunneum ARSEF 3297
(J)Metarhizium guizhouense ARSEF 977
(J)Metarhizium majus ARSEF 297
(Y)Metarhizium acridum CQMa 102
(J)Metarhizium acridum ARSEF 324

1,000

974

1,000

1,000

(J)Epichloe festucae Fi1
(J)Metarhizium anisopliae E6 1
(J)Metarhizium brunneum ARSEF 3297 1
(J)Metarhizium robertsii ARSEF 23 1
(J)Metarhizium robertsii ARSEF 2575 1
(J)Metarhizium guizhouense ARSEF 977 1
(J)Metarhizium acridum CQMa 102 1
EE (E)Metarhizium anisopliae ARSEF 820
(E)Metarhizium brunneum ARSEF 3297

9P ——— (E)Metarhizium anisopliae E6

oo [ (E)Metarhizium anisopliae ARSEF 2575

1.000

—— (E)Metarhizium robertsii ARSEF 2575 1
‘— (E)Metarhizium robertsii ARSEF 23 2
— (E)Metarhizium brunneum ARSEF 3297 1

1,000

(E)Metarhizium anisopliae E6 1

— (E)Metarhizium robertsii ARSEF 23 1
(E)Metarhizium brunneum ARSEF 3297 2
(E)Metarhizium anisopliae E6 2
(E)Metarhizium robertsii ARSEF 2575
(E)Metarhizium robertsii ARSEF 23
(E)Metarhizium guizhouense ARSEF 977
(E)Metarhizium majus ARSEF 297
(E)Metarhizium acridum CQMa 102
—— (F)Metarhizium anisopliae E6

——— (F)Metarhizium brunneum ARSEF 3297
——— (F)Metarhizium anisopliae ARSEF 820
(F)Metarhizium acridum ARSEF 324

1,000

(F)Metarhizium robertsii ARSEF 2575 1

(F)Metarhizium robertsii ARSEF 23 1

(F)Metarhizium album ARSEF 1941
— (F)Metarhizium majus ARSEF 297
——— (F)Metarhizium guizhouense ARSEF 977
——— (F)Metarhizium robertsii ARSEF 23
—— (F)Metarhizium brunneum ARSEF 3297 1

ﬁ[ (F)Metarhizium anisopliae E6 1
(F)Metarhizium anisopliae ARSEF 549 1
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“— But what about the End of the Universe?
We’ll miss the big moment.

—I've seen it. It’s rubbish ,

- said Zaphod -

nothing but a gnab gib.

— A what?

— Opposite of a big bang. Come on, let’s get zappy.”

- Douglas Adams, The Restaurant at the End of the Universe
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