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RESUMO

As abelhas nativas sem ferrdo (Apidae: Meliponini) apresentam intera¢fes simbidticas com as
leveduras, apontadas como as principais responsaveis pela fermentacdo do polen, alimento
preferido pelos meliponideos, e pela fermentacdo de outros materiais de origem vegetal
coletados pelas abelhas. Neste projeto, foi proposto identificar leveduras associadas ao ninho de
duas abelhas nativas da Amazonia e estabelecer um banco de estirpes amazénicas de referéncia.
Para isso, os substratos (p6len, mel, alimento larval e cera) foram coletados do ninho de
Melipona interrupta e Cephalotrigona femorata em trés meliponéarios, localizados em Iranduba,
Parintins e Parana de Parintins, (n=12 amostras). Os procedimentos metodolégicos adotados
neste trabalho seguem a seguinte ordem: (1) isolamento em YPD, (2) triagem em CHROM&agar
para separacdo dos isolados em grupos de cores, (3) extragdo de DNA, (4) triagem de padrdes
moleculares por PCR/RFLP baseado na amplificacdo das regides 18S, 1TS1-5,85-ITS2 e D1/D2
do gene 26S rRNA e digestdo do amplicon com a enzima Dde | (5) sequenciamento dos
amplicons dos diferentes padrGes obtidos na RFLP e a identificagdo mediante comparacgdo das
sequéncias obtidas contra os bancos de dados de sequéncias nucleotidicas do consércio INSDC,
com auxilio da ferramenta BLASTN. Foram isoladas 749 leveduras associadas ao ninho das
abelhas Melipona interrupta e Cephalotrigona femorata, das quais, 15 linhagens foram
identificas, a saber: SMO01 Candida sp., SM02 Hyphopichia sp., SM03 Rhodotorula sp., SM04
Wickerhamiella versalitis, SM05 Debaryomyces sp., SM06 Candida orthopsilosis, SMOQ7
Candida apicola, SM08 Metschnikowia sp., SMO09 Zygosaccharomyces siamensis, SM10
Hanseniaspora opuntiae, SM11 Pichia sp., SM12 Pichia kluyveri, SM13 Trichosporon asabhii,
SM14 Kodamaea ohmeri e SM15 Aureobasidium sp. Este trabalho resultou em (1) dados
inéditos a respeito das leveduras associadas as abelhas sem ferrdo da Amaz6nia, (2) contribuiu
com os bancos de dados por meio do dep6sito de sequéncias nucleotidicas completas de regides
génicas usadas para identificacdo de leveduras, (3) estabeleceu 14 novos padrbes de RFLP, (4)
forneceu quinze linhagens a serem exploradas em estudos futuros, das quais cinco podem ser
espécies ainda ndo descritas na literatura, que visem prospectar processos e biomoléculas de

interesse biotecnoldgico.

Palavras-chave: Leveduras, Abelhas sem ferrdo, Perfil de restricdo, Simbiose, Inseto.
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ABSTRACT

Native stingless bees (Apidae: Meliponini), as well as the other social insects of the order
hymenoptera, present symbiotic interactions with the yeasts, indicated as the main responsible
for the processing of pollen, fermented food preferred by the meliponids, and by the
fermentation of other vegetal materials taken to these nests. In this project, it was proposed to
identify yeasts associated with the nest of two Amazon native bees and establish a reference
database for Amazonian strains. For this, the substrates (pollen, honey, larval food and wax)
were collected from the nest of Melipona interrupta and Cephalotrigona femorata in three
meliponaria, located in Iranduba, Parintins and Parana de Parintins, (n = 12 samples). The
methodological procedures adopted in this work are as follows: (1) isolation in YPD, (2)
screening in CHROMAgar for separation of the isolates in groups of colors, (3) DNA extraction,
(4) screening for RFLP standards based on the amplification of the 18S, I1TS1-5,8S-1TS2 and
D1/ D2 regions of the 26S rRNA gene and digestion of the amplicon with the Dde | restriction
enzyme. The amplicons of the different profiles were sequenced and the identification was
achieved comparing the sequences against the nucleotide databases of the INSDC consortium
using the BLASTN tool. A total of 749 nest bees associated yeasts were isolated, among these
15 lines were identified, namely: SM01 Candida sp., SM02 Hyphopichia sp., SMO03
Rhodotorula sp., SM04 Wickerhamiella versalitis, SM05 Debaryomyces sp., SM06 Candida
orthopsilosis, SM07 Candida apicola, SM08 Metschnikowia sp., SM09 Zygosaccharomyces
siamensis, SM10 Hanseniaspora opuntiae, SM11 Pichia sp., SM12 Pichia kluyveri, SM13
Trichosporon asahii, SM14 Kodamaea ohmeri and SM15 Aureobasidium sp. This work
contributed to (1) the identification of yeast associated to the natives stingless bees, (2)
contributed to the databases through the deposit of complete nucleotide sequences, useful for
yeast identification, (3) established thirteen new RFLP standards, (4) in addition to compose a
database of yeasts, which from this bank, future works may prospect processes and

biomolecules of biotechnological interest.

Keywords: Yeast, Stingless bees, Restriction profile, Symbiosis, Insect.
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1 INTRODUCAO

As leveduras sdo microrganismos de grande importancia na bioindudstria, pois
sdo potenciais fermentadoras de acguUcares e/ou produtoras de enzimas Uteis a
bioprocessos utilizados pelo homem. A utilizagdo das leveduras em diversos
bioprocessos resulta de sua facil prospeccdo e manipulacdo, pois sdo seres eucarioticos
unicelulares de rapido crescimento em ampla variedade de substratos, curto tempo para
fermentacdo, capacidade de secretar proteinas para o meio extracelular e baixo potencial
patogénico (COUTO, 2008; BARRIGA et al. 2011).

As leveduras sdo ubiquas, podendo desenvolver as mais diversas interacdes
simbidticas possiveis, abrangendo virtualmente todos 0s grupos. Entre esses, 0s insetos,
gque na maioria dos casos apresenta associacdo neutra (ou seja, nenhum dos dois
participantes se beneficia ou sofre com a associa¢do). Eventualmente a associacdo pode
ser mutualistica (positiva para ambos 0s participantes), comensal (positiva para um,
neutra para o outro), amensal (negativa para um, neutra para outro) ou parasitaria
(negativa para um, positiva para outro) (STARMER e LACHANCE, 2011).

Um exemplo classico da relacdo de simbiose entre levedura e insetos sociais é
encontrado em formigas. Nesse caso as leveduras oferecem varios beneficios para seus
anfitribes como nutrientes e protecdo contra patogenos (KROISS et al. 2010;
KALTENPOTH e ENGL, 2013). Estas simbioses impulsionaram a evolucdo de
comportamentos complexos e estruturas de ninho associadas com a cultura dos
microrganismos simbidticos (MUELLER e GERARDO, 2002; SACHS et al. 2011).

Em ninhos de abelhas nativas sem ferrdo, microrganismos como bactérias
(MACHADO, 1971), fungos filamentosos (KACANIOVA et al. 2011) e leveduras
(ROSA et al. 2003; DANIEL et al. 2013; PALUDO et al. 2018) vivem em sinergia. Tal
interacdo € vista desde o nivel de individuo (abelha) até os diferentes microambientes
dispostos dentro do ninho (colmeia) (NACIF-MARCAL, 2017), como o0s potes de
armazenamento de alimento (p6len e mel), construidos a partir de cera secretada pelas
proprias abelhas, contendo o substrato essencial para o crescimento de leveduras, 0s

acucares.

A associacdo entre leveduras e abelhas pode ser espécie-especifica, relacionada a

fase de desenvolvimento e até mesmo do microambiente encontrado no ninho



(PALUDO et al. 2018). Algumas leveduras sdo encontradas nas flores, no polen, no
néctar e conseguinte, recuperadas a partir do intestino de adultos. Outras sdo isoladas de
disposicoes larvais e pupas (INGLIS et al. 1993; ROSA et al. 1999; TEIXEIRA et al.
2003; PIMENTEL et al. 2005; DANIEL et al. 2013; PALUDO et al. 2018). As
leveduras isoladas desses locais pertencem principalmente ao clado Starmerella, que
atualmente é composto por mais de 40 espécies identificadas. Este clado é definido
como um ramo Unico dos ascomicetos que apresentam o0s tracos ecolégicos comuns da
associagéo entre insetos e flores efémeras (LACHANCE et al. 2001; ROSA et al. 2003;
2005).

A microbiota associada aos microambientes do ninho de abelhas sem ferréo da
Amazbnia ainda é, em boa parte, desconhecida. H& pouca informacdo acerca do
envolvimento das leveduras na fermentacdo do alimento das meliponas, no processo
estimulacéo olfativa que alimentos presentes nas flores exercem sobre estas abelhas e na
salde imunoldgica das mesmas. Entretanto, € notoria a presenca de leveduras em
processos dentro da colmeia, como a fermentacdo de material de origem vegetal
coletado pelas abelhas, ricos em carboidratos e proteinas. A propria arquitetura dos
ninhos parece estabelecer as condicdes ideais para um biorreator natural, estes sao
construidos em ocos de arvores com alta umidade e temperatura, um ambiente favoravel

para o crescimento de leveduras e outros microrganismos com potencial biotecnologico.

Cientes da crescente procura por novos microrganismos com potencial
biotecnologico, cuja etapa inicial de selecdo pode ser feita através da exploracdo da
biodiversidade, propds-se, como modelo de estudo, prospectar leveduras em ninhos de
abelhas nativas sem ferrdo para criar uma colecdo de referéncia desses microrganismos
que possa ser usada em estudos futuros, seja do ponto de vista ecoldgico, ajudando no
entendimento das complexas relacfes de simbiose entre microrganismos e insetos
sociais ou contribuindo com conhecimentos acerca da microbiota funcional dos
meliponideos e principalmente, fornecer base para a prospeccdo de processos ou

biomoléculas de interesse biotecnolégico.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos gerais das leveduras

As leveduras sdo fungos eucarioticos unicelulares, ndo filamentosos, com ampla
distribuicdo na natureza. S&o encontradas em tecidos vegetais (folhas, flores e frutos),
no ar, solo, agua, em relacdo de comensalismo ou parasitismo com animais, em
ambientes especializados ou extremos, com altas concentracfes de aclcar ou sal ou com
baixa temperatura e baixa disponibilidade de oxigénio (WALKER, 2009; MONTES DE
OCA et al. 2016).

A funcdo das leveduras nesses ambientes € diversa, por exemplo, algumas
espécies proporcionam uma barreira natural contra patdgenos para as plantas, no solo
contribuem para a reciclagem e a mineralizagdo do carbono. Em simbiose com animais,
por sua vez, sdo vitais; a0 passo que juntamente com os fungos filamentosos e as
bactérias heterotroficas sdo os principais decompositores de matéria organica da
biosfera, considerados essenciais para a continuidade da vida (FOKKEMA et al. 1979;
RAVEN et al. 2007; STARMER e LACHANCE, 2011).

As leveduras sdo evolutivamente diversas e estdo agrupadas em dois filos
separados, Ascomycota e Basidiomycota (KURTZMAN, 1994). Atualmente, existem
mais de 1500 espécies conhecidas, sendo 700 espécies descritas e classificadas em 93
géneros, as quais pertencem a classe Saccharomycetos, comumente chamadas de
“leveduras verdadeiras” (VEGA e DOWD, 2005).

Algumas caracteristicas morfologicas das leveduras sdo essenciais para a sua
identificacdo, a saber: sdo exclusivamente unicelulares, ndo sao filamentosas, as paredes
celulares contém os polissacarideos glicana e manana, alimentam-se por absorcao,
contém nucleo organizado com membrana nuclear, ndo possuem flagelo, sdo imdveis,
possui cerca de 1 x 10 um de comprimento, tipicamente com células esféricas ou ovais,
reproduzem-se via reproducdo sexuada através de esporos e/ou reproducdo assexuada
por brotamento e as leveduras que realizam fissdo para se dividir (KURTZMAN e
FELL, 1998, TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

As leveduras sdo anaerobicas facultativas, ou seja, podem utilizar o oxigénio
para produzir energia ou ndo, pois na auséncia do oxigénio também sdo capazes de

continuar a crescer utilizando fermentagcdo ou a respiracdo anaerébica (TORTORA;



FUNKE; CASE, 2012). Os géneros de leveduras mais utilizados nos processos
fermentativos para producdo de etanol e para producdo de varias enzimas industriais
(celulases, pectinases, lipases, proteases e xilanase) sdo: Candida, Debaryomyces,
Hanseniaspora, Hansenula, Sporobolomyces, Kloeckera, Pichia, Metschnikowia,
Saccharomyces, Bullera, Torulaspora, Rodotorula e Zygosacharomyce.

O uso de algumas espécies desses géneros de leveduras nas industrias é possivel:
(1) por ndo apresentarem caracteristicas patogénicas, o que torna seguro sua
manipulac&o e aplicacdo (CRUZ et al. 2009); (2) pelo seu répido crescimento em varios
substratos; (3) curto tempo para fermentacdo; e (4) pela capacidade de secretar proteinas
para 0 meio extracelular (COUTO, 2008, TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

2.2 Aspectos importantes da simbiose entre insetos/abelhas nativas e

leveduras

As associacOes de insetos com fungos sdo comuns e podem ser ocasionais ou
altamente especificas e até obrigatorias (VEGA e DOWD, 2005; PALUDO et al. 2018).
Em um ecossistema 0s organismos estdo constantemente interagindo entre si, através de
relacbes que podem ser intraespecificas ou interespecificas. O termo simbiose foi
cunhado por Albert Frank em 1877 para descrever interagcGes ndo-parasitas envolvendo
micrdébios (SAPP, 1994). O significado foi refinado posteriormente pelo patologista
Anton de Bary em 1879, em seu trabalho pioneiro sobre doencas flngicas das plantas.
Na sua formulagdo original, significa a associacdo entre diferentes espécies que vivem
em constante contato, podendo ser ou ndo vantajosa para todos os participantes.

Um importante exemplo de interacdo entre leveduras e insetos, bem descritos na
literatura, ocorre em gafanhotos e besouros, conhecidos por abrigarem fungos
endossimbiontes no trato digestério que desempenham fungbes importantes na nutricao,
aumentando a gama de recursos disponiveis, fornecendo enzimas para a degradacdo ou
desintoxicacdo do material vegetal oriundo de sua alimentacdo (DOWD, 1992;
DOUGLAS, 2009; VISSA e HOFSTETTER, 2017).

Os beneficios da associacdo entre leveduras e insetos tém continuamente
despertados interesse (DOUGLAS e SMITH, 1989). Atualmente, supde-se que 0s
principais servicos oferecidos ao fungo pelo inseto estdo relacionados a protecdo e
dispersdo dos seus esporos (VEGA e DOWD, 2008). Para os insetos as leveduras

poderiam fornecer muitas vantagens, tais como nutri¢do, desintoxicagdo de substancias



prejudiciais, protecdo a estresses bidticos, e comunica¢do quimica (CHRISTENSEN,
2010; GIBSON e HUNTER, 2010; WITZGALL et al. 2012; ENGEL e MORAN,
2013). Ja a funcdo das leveduras na alimentacdo dos insetos tem sido descrita de forma
indireta, mediante a diminuicdo do desempenho do inseto na auséncia de leveduras
associadas (VEGA e DOWD, 2005). As leveduras séo ricas em certas vitaminas do
complexo B (B3 e B5), proteinas, alguns metais e acidos aminados, além de possuirem
melhor fonte de nitrogénio e outros nutrientes que o préprio tecido da planta (GIBSON
e HUNTER, 2010; VEGA e DOWD, 2005).

A associacdo entre leveduras e meliponideos (familia taxon6mica das abelhas
sem ferrdo) foi reportada no trabalho de Rosa e colaboradores, onde se constatou o
cultivo de leveduras dos géneros Candida, Cryptococcus, Metschnikowia e Starmerella.
Estas sdo responsaveis por produzir e liberar enzimas que melhoram, protegem e
preserva o polen, principal alimento proteico das abelhas, podendo ter um papel na
producdo de antimicrobianos, protegendo a colbnia de doencas (GILLIAM, 1997;
ROSA et al. 2003).

2.3 Aspectos bioldgicos das abelhas sem ferrdo

As abelhas da familia Apidae (abelhas altamente sociais/eussociais), vivem em
colénias perenes com divisdes de castas e divisdo etéria de trabalho (CAMPOS et al.
1987). Sao popularmente denominadas ‘“abelhas sem ferrdo” pelo fato de serem
incapazes de ferroar, pois possuem o aclleo atrofiado (NOGUEIRA-NETO, 1997;
CAMARGO e PEDRO, 2013).

As abelhas sem ferrdo ocorrem nos tropicos e subtropicos do mundo
(MICHENER, 1974) e existem mais de 500 espécies descritas em 33 géneros,
exclusivamente neotropicais, sendo no Brasil 242 espécies descritas em 29 géneros com
possibilidade deste nimero estar subestimado (MICHENER, 2000; MICHENER, 2013;
CAMARGO e PEDRO, 2013; PEDRO, 2014).

Melipona (Melikerria) interrupta Latreille, 1811 é nativa da Amazobnia
brasileira. No Brasil ha registro de ocorréncia em todo o territorio, sendo a bacia
Amazodnica a area de maior diversidade. M. interrupta é comumente conhecida como
jupara ou jandaira-preta-da-Amazonia (KERR et al. 2001; MICHENER, 2007).



Cephalotrigona femorata Smith, F. (1854) também é nativa da Amazbnia
brasileira, e tem como habitat ecossistemas de terra firme (OLIVEIRA et al. 1995),
quanto a nidificacdo, sdo encontradas em ocos de arvores (CAMARGO, 1994) e
popularmente sdo chamadas de “mombucao-da-Amazonia” (NOGUEIRA-NETO, 1997,
CORTOPASSI-LAURINO et al. 2011; CAMARGO e PEDRO, 2013).

O ninho das abelhas sem ferrdo tem como principal caracteristica o
armazenamento de alimento em potes de cera construidos pelas proprias abelhas, sendo
polen apicola (principal fonte de proteina) (MICHENER, 1974) e néctar (fonte de
carboidratos) (ROUBIK, 1982; MAIA-SILVA et al. 2015). O alimento (néctar e polen)
é transportado para as coldnias por abelhas operarias, responsaveis pelo forrageamento,
e armazenado em potes construidos de cerume (NOGUEIRA-NETO, 1997).

O grao de polen recolhido pelas abelhas € composto por proteinas, lipidios,
vitaminas e minerais (NOGUEIRA-NETO, 1997). As abelhas em contato com o pélen
na flor produzem substancias salivares, juntamente com a deposicdo de pequenas
quantidades de néctar para adesdo dos grdos nas corbiculas, estrutura com formato de
“cesta” localizada na tibia do terceiro par de pernas das abelhas, em destaque na figura
1. O polen apicola é o resultado da aglutinacdo do poélen das flores com néctar ou
secrecOes salivares da abelha (HERBERT e SHIMANUKI, 1978; VIT e SANTIAGO,
2008). Estes sao posteriormente depositados em “potes de polen” (FREITAS, 2003).

Figura 1 Colénia de Melipona interrupta, em
destaque (seta), operaria transportando o pdlen
apicola em corbiculas.

i B ¢

Fonte répha.




O pote de polen estd localizado geralmente ao redor das células de cria,
juntamente com os potes de mel (KERR et al. 1996; NOGUEIRA, 1997) (Figura 2). A
descricdo do mecanismo de armazenagem do polen conforme se segue, € importante
para contextualizar a interacdo entre substrato/in6culo (no caso a levedura), as quais
nortearam as decisdes metodoldgicas deste projeto. No pote de p6len as abelhas usam as
mandibulas para depositar a massa de pdlen apicola recém-colhida, regurgitam
secregdes ricas em enzimas a ¢  glucosidase provenientes das glandulas mandibulares
e hipofaringeanas (NOGUEIRA-NETO, 1997), juntamente com microrganismo. Em
seguida, o pote é vedado com cera, onde processos bioquimicos sdo continuados
resultando em um novo produto, popularmente conhecido como saburd, rico em

nutrientes essenciais para a sobrevivéncia da colonia (NOGUEIRA-NETO, 1997).

A composicdo bioquimica do pdlen antes de ser processado no ninho varia de
acordo com cada espécie de planta (ZUCOLOTO, 1994) e os fatores como idade e as
condicdes nutricionais do vegetal de onde o polen é obtido podem influenciar a sua
composicdo (PORTELA e GALLEGO, 1999).

Os componentes do pdlen da flor sdo: exina (membrana mais externa)
constituida por terpenos polimeros, material resistente conhecido como esporopolenina;
Intina (membrana mais interna), composta por celulose e pectina, substancias passiveis
de digestdo bacteriana; Protoplasma (contetdo interno do polen) no qual estdo
mergulhadas duas células: | - célula vegetativa, responsavel pela organizacdo do tubo
polinico e, 11 - célula germinativa, composta pelo material genético destinado a unir-se a
célula feminina. Esse conteddo interno do pdlen pode ser digerido por enzimas
digestivas proteoliticas das abelhas (BRAND, 2011).

A composicdo nutricional do pdlen consiste em proteinas, lipidios, fibras, mais
de 21 sais minerais (célcio, cloro, cobre, ferro, magnésio, iodo, molibdénio, selénio e
etc) (MARCHINI et al., 2006), cerca de 34 vitaminas (A, B, C, D, E), oligo-minerais
(cobalto, niquel, silicio, titanio e etc.) (RIBEIRO e SILVA, 2007) e aminoacidos.

Ja o polen fermentado apresenta caracteristicas distintas do pdlen in natura. Este
(pélen fermentado) é distribuido nas células de cria pelas abelhas operérias,
homogeneizado com mel e enzimas em preparacdo a oviposicdo da rainha, em seguida a
célula é vistoriada e fechada pelas operéarias, permanecendo assim até a emergéncia do
adulto. (MACHADO, 1971).



O polen de Melipona seminigra e M. interrupta foram analisados por Rebelo et
al (2016), assim como o de Melipona scutellaris por Ferreira (2012), de acordo com a

tabela abaixo.

Tabela 1. Caracteristicas fisico-quimicas do pdlen coletados por Melipona seminigra e por
Melipona interrupta da Amazdnia e Melipona scutellaris do Nordeste (retirado de Rebelo et al.,
2016 e Ferreira, 2012).

Caracteristicas Pélen coletado por Pélen coletado por ~ Pdlen coletado por
fisico-quimicas M. seminigra M. interrupta M. scutellaris
Umidade 53,39% 37,12% 51,7%
Proteina 37,63% 24,00% 19,7%
Lipideos 10,81% 6,47% 2,5%;
Cinzas 4,03% 2,74% 2,4%;
Fibra bruta 9,30% 13,65% 2,76%
Carboidratos 25,66% 44,27%
Energia 350,47% 331,33kcal%
pH 3,70% 3,34 3,8
Sélidos totais 46,60% 62,87%
Atividade de 4gua 0,91% 0,85%

Rebelo e colaboradores (2016), além dos dados acima também observaram
tracos caracteristicos de substancias fenolicas por cromatografia em camada delgada e,
em espectros de RMN 'H, sinais similares aos de a e p-glicose, alanina, etanol e acido
acético.

No trabalho de Vollet-Neto et al (2016) observou-se uma maior preferéncia de
polen fermentado (polen) pelas abelhas do que pelo pdlen fresco (apicola). De acordo
com os autores esse comportamento pode ter sido acarretado pela existéncia de uma
tendéncia inata das abelhas jovens, ou devido a aprendizagem associativa remanescente
dos habitos alimentares das larvas diante dos niveis elevados de substancias atrativas no
polen.

A fermentacdo é o processo de degradacdo anaerdbia de nutrientes organicos
para obtencdo de energia na forma de Trifosfato de Adenosina (ATP) e é um processo
biolégico no qual diferentes tipos de microrganismos promovem a transformacao de
compostos organicos complexos (carboidratos, proteinas e lipidios) em produtos mais
simples, tais como acidos organicos volateis (a4cidos acético, propibnico, isobutirico e
butirico), alcoois (etanol, butanol), diéxido de carbono (CAMPQOS, 1999; TORTORA,



FUNKE e CASE et al. 2012). Para produzir energia a partir da glicose, 0s
microrganismos utilizam dois processos gerais: a respiracdo e a fermentacdo. Ambos 0s
processos normalmente iniciam com a glicdlise que é a oxidacdo da glicose em &cido
piravico, mas seguem vias diferentes posteriormente (TORTORA, FUNKE e CASE et
al. 2012).

Em estudo sobre diversidade polinica de p6len no trato digestorio da abelha M.
seminigra foi mostrado haver grupos de pdlen que ndo sdo processados no intestino,
indicando a necessidade de processamento anterior, provavelmente mediado por
microrganismos (UEIRA-VIEIRA et al. 2015).

A identificacdo de leveduras associadas as abelhas sem ferrdo contribuird para o
conhecimento da estrutura microbiota da colmeia, podendo elucidar relagdes
importantes para a vida em sociedade nestes insetos, bem como prospectar potenciais
leveduras para uso em bioprocessos.

Figura 2 Ninho de Melipona. interrupta, no centro as células de cria e
circundando, os potes de polen e mel.

Fonte propria.



10

3 OBJETIVOS

Identificar leveduras associadas ao ninho das abelhas sem ferrdo Melipona
interrupta e Cephalotrigona femorata (Apidae: Meliponini) obtidas de trés
meliponarios no Estado do Amazonas.

3.1 Objetivos especificos

e Validar o método RFLP para identificacdo de leveduras ambientais,

especialmente de leveduras associadas as abelhas sem ferrdo da Amazonia;

e Identificar leveduras associadas ao ninho das abelhas sem ferrdo M. interrupta e
C. femorata obtidas de trés Meliponarios do Amazonas, utilizando o
sequenciamento dos transcritos internos ITS1, ITS2 e D1/D2 do fragmento do
gene 26S rDNA,;

e Estabelecer um banco de referéncia de leveduras associadas aos meliponideos
amazoénicos para posterior prospeccdo de processos e biomoléculas de interesse

biotecnologico.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Areas de coletas de pélen, mel, alimento larval e cera

As amostras de pdlen, mel, alimento larval e cera de M. interrupta e C. femorata
foram coletadas no Meliponario localizado em Iranduba (03° 12’ 59.72” S, 60° 79’
41.89” W) em setembro de 2017. Em outubro de 2017, outras duas coletas de polen,
mel, alimento larval e cera de M. interrupta foram realizadas nos meliponarios
localizados em Parintins (02° 38 04.3” S, 56° 44’ 02.5” W) e Parana de Parintins (02°
32> 38.4” S, 56°31° 22.6” W).

Uma colmeia (em estado de vigor) foi escolhida em cada Meliponario para
extracdo de pdlen de abelha (doravante denominado de polen), mel, alimento larval e
cera. Para a extracdo das amostras foi utilizado materiais estéreis e de cada colmeia trés
potes de pdlen, trés potes de méis e células de cria, as quais tiveram o material extraido

e armazenados em pools em recipientes estéreis (falcon, 50 mL).

Para a obtencdo do pdlen, utilizou-se uma ponteira de plastico de 5000 pL,
adaptada, conforme mostra a figura 3. A ponteira foi introduzida no pote de pdlen na
posicao vertical para atingir uma profundidade suficiente, atingindo os diversos extratos
de pdlen que estavam depositados. Em seguida, as amostras foram armazenadas em

tubos falcon de 20 mL com auxilio de swab.

Figura 3 Representacdo das etapas de coleta de polen de Melipona interrupta. A — Introducéo da
ponteira no pote de pdlen para coleta (posigdo vertical) em diferentes camadas; B — Retirada da
ponteira contendo diferentes camadas de polen. C — Armazenamento do pdlen coletado. O mesmo
procedimento foi realizado para a abelha Cephalotrigona femorata.

Fonte propria.
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Para obtencdo do mel, utilizou-se uma pipeta Pasteur graduada e estéril para a

retirada de 2 mL, os quais foram armazenados em tubos criogénicos de 2 mL (Fig. 4).

Figura 4 Obtencdo de mel de Melipona interrupta. A — Introducdo da pipeta no pote de mel; B
— armazenamento do mel extraido. O mesmo procedimento foi realizado para a abelha

Cephalotrigona. femorata.

o 5L

Fonte propria.

Os alvéolos de cada célula de cria foram abertos e com auxilio de pipeta
automatica estéril foi coletado 1mL de alimento larval, composto por pélen, néctar e

secre¢Oes salivares, e armazenado em tubo Falcon de 15mL, conforme mostra a figura

5.

Figura 5 Coleta do alimento larval depositado nas células de cria de Melipona interrupta com auxilio de
pipeta automatica. A — Introducédo da pipeta na célula de cria. B — Retirada da pipeta contendo alimento
larval. O mesmo procedimento foi realizado para a abelha Cephalotrigona femorata.

=

Fonte propria.
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Para a obtencdo de cera, utilizou-se pingas estéreis para cortar fragmentos de 5

cm a qual foi armazenada em placa de Petri descartavel (Fig. 6).

Figura 6 Armazenamento dos fragmentos de cera
obtidos do ninho de Melipona interrupta. O mesmo
procedimento foi realizado para a abelha Cephaltrigona
femorata.

Fonte propria.

A temperatura e a umidade das colmeias foram medidas com Termo-

Higrometro Digital com Sonda de Temperatura Externa (Incoterm).

4.2 Processamento do pdlen, mel, alimento larval e cera

Os experimentos foram realizados nas dependéncias da Universidade Federal do
Amazonas (UFAM), Setor Sul, no Laboratério de Biodegradacdo (Bloco D) e

Laboratorio de Biotecnologia (Bloco M).
4.2.1 Pre-inoculo e plagueamento

No preparo do pré-indculo, utilizou-se: 1,0 g de pélen, 200 uL de mel e alimento
larval e 1 cm de cera.

Cada amostra de pdlen (n=12) foi diluido sucessivamente até a concentracdo de
107 para suspensdo em meio de cultura liquida YPD (1% de extrato de levedura, 2% de
peptona, 2% de dextrose, 0.02% cloranfenicol), seguida de incubacdo por 24 horas a
28°C sob agitacdo constante a 150rpm (Cientec, CT-712). Para a obtencdo de isolados,
apos o periodo de incubagdo, cada diluicdo foi semeada pela técnica de espalhamento
em placa no meio de cultura sélido (2% de agar) e incubadas a 28°C em estufa BOD

pelo periodo de até seis dias.
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Apo6s incubagdo, com auxilio de um palito de dente, uma pequena porcao de
cada col6nia isolada foi semeada em meio sélido BD™ CHROMagar™ Candida
medium, para a separacdo das leveduras em grupos de cores. As placas foram mantidas
em incubadora BOD a 28 + 0, 2°C até que houvesse crescimento das leveduras e
producdo de cores. Isolados que apresentaram 0 mesmo padrdo de cores foram
separados em grupos. Os grupos contendo até trés isolados, tiveram todos os seus
representantes selecionados para as etapas seguintes do estudo. Grupos contendo mais
de trés isolados foram estudados por amostragem: apenas trés foram selecionados para a
extracdo de DNA e posterior identificagdo molecular.

4.2.2 Extracdo de DNA dos isolados

As extracOes de DNA foram realizadas de acordo com o protocolo estabelecido
por Mota e Nobrega (2013) com modificagdes. Dois mililitros de uma cultura fresca em
YPD foram centrifugados por 5 minutos, em minicentrifuga ajustada para velocidade
méaxima, seguido de descarte de sobrenadante e adicdo de 100 pL de tampdo de lise
[100 mM EDTA; 50 mM Tris pH 7,5; 1% SDS; 50 mM DTT; 0,2 mg/mL PK]. As
amostras foram incubadas por 30 min a 60 °C. Logo em seguida, foram acrescidos 100
ML de 5 M acetato de potassio (v/v), homogeneizado e resfriado por 15 min em freezer -
20 °C. Em seguida os microtubos foram centrifugados por 15 min a 10.000 g. O
sobrenadante foi recuperado e homogeneizado em 200 uL de isopropanol, seguido de
centrifugacdo por 10 min em velocidade maxima. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi lavado com 500 pL de 70% etanol. Apds centrifugacdo por 5 minutos, o
sobrenadante foi descartado e as amostras foram levadas ao banho seco a 37 °C, para a
evaporacdo do etanol residual. O DNA foi ressuspendido em 30 pL de TE-RNAse (10
mM Tris-Cl pH 7,5, 1 mM EDTA, 10 pg/mL RNAse) e incubado por 30 minutos a 37
°C.

O DNA extraido foi quantificado em aparelho espectrofotémetro — NanoDrop
2000 (Thermo Scientific), e a integridade foi avaliada a partir do perfil eletroforético em
1% gel de agarose corado com 0.5 ug/mL brometo de etidio. Em cada canaleta do gel
foram adicionados 2 pL da amostra + 2 pL de corante azul de bromofenol, tendo como
referéncia um marcador lambda da Invitrogen. O gel foi fotografado em transluminador

ultravioleta Quantum (Vilber Lourmat).
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4.2.3PCR

A PCR foi realizada com o kit GoTag® DNA Polymerase (Promega, Madison,
WI, USA). Foi utilizado o volume final de 25 uL, e para tanto as concentragoes finais
foram: 1X do tampdo para PCR, 1.5 mM MgCl,, 0.2 mM dNTPs, 0.2 mM de cada
iniciador, 377 e UniR (Tabela 1), 1- 100 ng/pL dos produtos de extragdo, 0.13 puL Taq
DNA polimerase (5 U. pL™) e agua ultrapura g.s.p. A amplificacdo foi realizada no
termociclador ProFlex-PCR System (Applied Biosystems), segundo o programa que
consta de uma desnaturacao inicial a 95 °C por 3 min, seguida de 35 ciclos de: 95 °C 3
min, 58 °C 30 s, 72 °C 3 min. e um ciclo transferase terminal a 72 °C por 7 min.

Seguida de eletroforese em 0,8% gel de agarose e subsequente fotodocumentagéo.

4.2.4 Purificagdo do produto da PCR

Os produtos da PCR foram purificados utilizando o kit AGENCOURT®
AMPURE® XP, seguindo as recomendacdes do fabricante.

4.2.5 RFLP

Foi montado uma reacdo de digestdo de 20 uL para todas as amostras, utilizando
2,0 uL de tampdo 10X NEB 3, 0,4 pL de enzima Ddel, 10 yuL de amplicon,
completando com &gua ultrapura. O sistema foi incubado a 37 °C overnight (MOTA e
NOBREGA, 2013).

4.2.6 Gel de RFLP e analise dos fragmentos de restri¢éo

Os padrdes dos fragmentos de restricdo foram verificados através de eletroforese
horizontal a 140V por 120 min. em 2% gel de agarose corado com 0.5 pg/mL brometo
de etidio. Em cada canaleta do gel foi adicionado todo o volume do sistema de digestao
+ corante azul de bromofenol. O perfil eletroforético foi avaliado a partir do uso do
marcador 1kb Plus (Invitrogen). O gel foi fotografado a cada 30 min. para
acompanhamento da separacdo dos fragmentos de restricdo, totalizando 120 min. A
analise do padrdo de restricdo foi feita com base no Pattern Identification Guide

proposto por Mota e Nobrega (2013).
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4.2.7 Reagao de sequenciamento

A reacdo de sequenciamento por terminacdo de cadeia foi realizada com volume
final de 10 pL, sendo 0.5 pL de BigDye Terminator (v3.1) (Applied Biosystems by
Thermo), 2 pL de 5X tampdo para sequenciamento, 50 ng do produto da PCR e 0.2 uM
do iniciador e agua ultrapura q.s.p. A ciclagem foi realizada em termociclador ProFlex-
PCR System (Applied Biosystems), nas seguintes condigdes: 40 ciclos de 95 °C 30 s, 50
°C 30 se 60 °C por 2 min (Tabela 1 e Fig. 7).

Tabela 2 Primers utilizados na reacdo de PCR e sequenciamento com seus respectivos codigos e referéncias.

Primer  Cddigo Sequéncia Referéncia
NS1 377 5 AAC CTG GTT GAT CCT GCC AGT - 3’
NS2 607 5’ -GGC TGC TGG CAC CAG ACT TGC - 3’
NS3 608 5’ - GCA AGT CTG GTG CCA GCAGCC - 3’
NS4 609 5-CTTCCGTCAATTCCTTTAAG-3’ WHITEl,ng.é&; LEE,
N . -AACTTAAAG GAATTGACGGAAG -3’ :
ITS3 350 5 GCA TCG ATG AAG AAC GCA GC -3’
ITS4 351 5 TCCTCC GCT TAT TGATAT GC -3’
Uni-f 571 5" GCA TAT CAA TAA GCG GAG GAA AAG-3’ FELL, J.W, 1993,
Uni-r 579 5> GGT CCG TGT TTC AAG ACG — 3 FELL, J.W, 1993.
NS8 378 5 TGATCC TTC TGC AGG TTC ACC TAC — 3’ WHITE, T.B.; LEE,

1990.

Figura 7 Representacdo fisica do amplicon, correspondente as regides 18S, ITS1-5,8S-ITS2
e D1/D2 do gene 26S rRNA com seus respectivos primers internos. NUmeros e setas indicam
0s primers, com suas posicoes relativas, e direcdo da sintese.

NS1  N§3 NS5 ITS1_
NS4 NS8 !54 Uml' R

Fonte: Propria
4.2.8 Precipitacdo das reacOes de sequenciamento

Foram adicionados 4 pL da solucdo NG (1 mg.mL™ de glicogénio dissolvido em
5 M NH;OACc) e 40 pL de etanol absoluto, homogeneizando-0s por inversdao e em
seguida mantidos a -20 °C por 30 min. Os tubos foram centrifugados em velocidade

méaxima em centrifuga de bancada com rotor de placas. O sobrenadante foi desprezado



17

por inversdo dentro da centrifuga com um pulso de 300 rpm. O precipitado foi lavado
duas vezes com 110 pL de 70% etanol, com centrifugagéo entre as lavagens, a primeira
por 20 min e a segunda por 10 min. O etanol foi descartado por inversdo dentro da
centrifuga, aumentando o pulso para 500 rpm, para secagem do precipitado final os
tubos, ou placas, permaneceram em temperatura ambiente por alguns minutos e

guardados a -20 °C, até o momento do sequenciamento.

4.2.9 Anélise automatica e processamento das sequéncias

As amostras foram dissolvidas em 10 pL de formamida, submetidas a
desnaturacdo por 5 min. a 95 °C, seguido de um rapido resfriamento em gelo. Em
seguidas, as amostras foram injetadas em analisador genético ABI 3500 (Applied
Biosystems by Thermo) no protocolo de corrida SeqStander, capaz de determinar
sequéncias de até 1000 nt.

As sequéncias obtidas foram analisadas com o programa SeqgManPro da suite de
aplicativos DNASTAR 12 (LASERGENE, 2016). A identificacdo por comparacao das
sequéncias obtidas contra os bancos de dados (GenBank, DDBJ, EMBL) foi realizada
através da ferramenta BLAST, configurada na op¢do BLASTN contra o banco ndo
redundante (nr) (ALTSCHUL et al. 1990).

4.3 Confec¢do do mapa de restricao

As sequéncias de cada grupo de leveduras (padrdo de cores) foram submetidas a
digestdo, in silico, com a enzima Dde I, utilizando a ferramenta NEBcutter® da
plataforma BioLabs®. Essa ferramenta prevé o padrdo a ser obtido ap6s a digestdo in

vitro, etapa essencial no processo de validacdo de novos padroes.

4.4. Analise filogenética

A histdria evolutiva foi inferida por um método probabilistico baseado no modelo
de Tamura e Nei (1993), indicado pela ferramenta BestModel. A estabilidade da arvore
foi determinada pelo teste estatistico de bootstrap a partir de 1000 replicatas
(FELSENSTEIN, 1985). A analise envolveu quinze sequéncias de nucleotideos nao

codificantes. As posigdes contendo indels foram eliminadas. Todas as etapas da analise
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filogenética, incluindo o alinhamento multiplo e a matriz de dissimilaridade, foram
realizadas com o programa MEGA7 (KUMAR et al. 2016).

4.5 Preservacao das leveduras

Os isolados obtidos foram submetidos a preservacdo em tubo inclinado (meio
YPD solido em tubo falcon de 40 mL) e criopreservados em freezer a -80 C, em solugédo
YPD, 15% glicerol.

Figura 8 Representacdo dos métodos de preservacdo das leveduras: A- Tubo inclinado (meio
YPD so6lido em tubo falcon de 40 mL) e B- Criopreservados em freezer a -80 C, em solucao
YPD com 15% glicerol.

Fonte: Propria.
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5 RESULTADOS

Foram isoladas 749 colénias de leveduras no total, considerando todos os
substratos amostrados (p6len, mel, alimento larval e cera) dos trés meliponarios. Dessas,
402 leveduras foram isoladas na primeira coleta em Iranduba, no ninho de M. interrupta
e 187 na segunda coleta. Em Parintins e Parand de Parintins, também para M.
interrupta, foram isoladas 60 e 87 leveduras, respectivamente. Ja a partir dos substratos
de Cephalotrigona femorata, coletados em Iranduba, foram isoladas 13 leveduras. Os
749 isolados foram subagrupados em 15 padrdes distintos de cores (Fig. 9).

Figura 9. Caracteristicas macroscopicas das leveduras isoladas. As caracteristicas morfolégicas das
coldnias foram observadas em meio cromogénico CHROMagar (lado esquerdo) e meio nutriente YPD

(lado direito). Os nimeros codificam os 15 isolados estudados, respectivamente: 1-Al, 2-V1, 3-V9, 4-
110, 5-443, 6-591, 7-621, 8-626, 9-630, 10-632, 11-635, 12-642, 13-692, 14-698 e 15-707.
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A partir da triagem em substrato cromogénico, foram selecionadas trés amostras
de cada padréo de cor para extracdo de DNA gendmico (Fig. 10 e Tab. 2) e os testes
subsequentes de genotipagem.

Figura 10 Perfil eletroforético representativo da extracdo de DNA de leveduras de polen, mel,

alimento larval e cera de Melipona interrupta e Cephalotrigona femorata em gel de agarose a 1%.
M1 — marcador DNA A de 10 ng; M2 - marcador DNA A de 20ng SM01-SM15 amostras de DNA.

M1 M2 SMO1 SM02 SMO03 SM04 SMO0O5 SM06 SMO07 SMO08 SM09 SMI10 SMI11 SMI12 SM13 SMI14 SMI5

- e e S —

Tabela 3 Grau de pureza do DNA extraido de
Melipona interrupta e Cephalotrigona femorata,
quantificado em espectrofotémetro.

Linhagem 260/280 260/230
SMO01 2.17 2.30
SM02 2.15 2.23
SMO03 2.15 2.24
SM04 2.13 2.15
SMO05 2.15 2.18
SMO06 2.14 2.13
SMO7 2.14 2.21
SMO08 2.10 2.05
SMO09 2.12 2.12
SM10 2.13 2.18
SM11 211 2.18
SM12 2.13 2.13
SM13 2.10 211
SM14 2.10 2.05
SM15 211 2.22

A PCR convencional com os primers 377 e Uni-R, que flanqueiam o gene rRNA
18S e regido D1/D1 do gene rRNA 26S, resultou em amplicons com aproximadamente
3000 pb (Fig. 11). A RFLP dessa regido amplificada revelou que os 15 morfotipos
escolhidos possuem também polimorfismos de fragmentos de restricdo (Fig. 12). Os 15
perfis de RFLP foram validados a partir do sequenciamento do amplicon e digestdo, in
silico, das sequéncias com a enzima de restricdo Dde I, cujos sitios de restricdo estdo
detalhados nos mapas de restricdo de cada padrdo (Fig. 13 e Apéndice 1), sugerindo

uma colecdo de microrganismos realmente distintos.
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Figura 11 Perfil eletroforético em gel de agarose a 1% visualizado por brometo de etidio dos produtos da
PCR da regido 26S do rDNA amplificados a partir do polen, mel, alimento larval e cera de Melipona
interrupta e Cephalotrigona femorata.

1kbplus SMO1 SMO2 SMO0O3 SMO04 SMO5 SMO06 SMO07 SMO08 SMO09 SM10 SMI11 SMi12 SMi13 SMi14 SMIl5

PR = E e Bl B B B e B B B

Figura 12 Perfis de restricdo das leveduras. Linhagens: SMO01 Candida sp., SM02
Hyphopichia sp., SM03 Rhodotorula sp., SM04 Wickerhamiella versalitis, SM05
Debaryomyces sp., SM06 Candida orthopsilosis, SM07 Candida apicola, SM08
Metschnikowia sp., SM09 Zygosaccharomyces siamensis, SM10 Hanseniaspora
opuntiae, SM11 Pichia sp., SM12 Pichia kluyveri, SM13 Trichosporon asahii,
SM14 Kodamaea ohmeri e SM15 Aureobasidium sp. O padrdo de restricdo foi
avaliado a partir do uso do marcador 1kb Plus (ao lado) de cada perfil.

SM01 SMO02 SM03  SM04 SMO5 SMO06 SM07 SMO08

. Bledochive /N0
..( | 3
i
”
—

—_—
——
—

SM09 SM10 SM11 SM12 SM13 SM14 SMIS
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Figura 13 Mapa de restri¢do da digestdo com a enzima Dde | prevista pela ferramenta Nebcutter. A anlise in silico
mostra a digestdo de 14 linhagens de leveduras, sdo: SM01 Candida sp., SM02 Hyphopichia sp., SM03 Rhodotorula
sp., SM04 Wickerhamiella versalitis, SM05 Debaryomyces sp., SM06 Candida orthopsilosis, SM07 Candida
apicola, SM08 Metschnikowia sp., SM10 Hanseniaspora opuntiae, SM11 Pichia sp., SM12 Pichia kluyveri, SM13
Trichosporon asahii,M14 Kodamaea ohmeri e SM15 Aureobasidium sp.
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Ddel Ddel
Tsp4Ss| Mboll BaeGl Apol NmeAlll Fok!
SMO02 14688 SM10 ~ @A, R 199 aa L
1l 1 L 1 L 2724 1L | L 1 L 2773
| | i | | | I | | | | | | | A
Ddel Ddel Ddel "~ Ddel Ddel Ddel " Ddel Ddel Ddel Ddel Ddel Ddel Ddel Ddel
Ddel Ddel del Ddel
Ddel Ddel
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e
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2P 0 Ddel
SMO05 — SM13 Do
1l 1 L I 2997 11 1 L 1 2926
| | [ | | | | | | A | Lo | I
Ddel Ddel Ddel Ddel Ddel Ddel " Ddel Ddel Ddel Ddel "Ddel Ddel Ddel Ddel
Ddel Ddel Ddel Ddel
Ddel Ddel
Ddel
Ddel
SMO06 sl s e
T Az20@a SM14 I
13322
i l L 2045, 1 | | 2639
| | E B | | | | | | L | |
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SMO07 SM15 “IiozEEy, 145aa .
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A grande maioria dos perfis de restricdo ndo foi identificada entre os padrdes
estabelecidos por Mota e Nébrega, (2013). Assim, foi necessario fazer uma busca em
bancos de dados de sequéncias de nucleotideos para identificacdo em nivel de espécie,
preferencialmente, ou em nivel de género. Apesar de ter cerca de 3.000 pares de bases
sequenciados, somente as sequéncias que compreendem o ITS1, ITS2 e D1/D2 foram
utilizadas para fins de comparacao, isto porque as sequéncias disponiveis nos bancos
de dados em geral estdo limitadas a estas regides, a qualidade das sequéncias obtidas
estd no eletroferograma (Fig. 14). Com essa abordagem, foram identificadas as 15
linhagens apresentadas nesse trabalho, sete em nivel de género (SM01 Candida sp.,
SMO02 Hyphopichia sp., SM03 Rhodotorula sp., SM05 Debaryomyces sp., SM08

Metschnikowia sp., SM11 Pichia sp. e SM15 Aureobasidium sp.) e oito em nivel de
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espécie (SM04 Wickerhamiella versalitis, SM06 Candida orthopsilosis, SMO07

Candida apicola, SM10 Hanseniaspora opuntiae, SM12 Pichia Kkluyveri, SM13

Trichosporon asahii,

siamensis) (Tabela 3 e Apéndice 2).

SM14 Kodamaea ohmeri,

e SMO09 Zygosaccharomyces

Figura 14 Eletroferograma gerado pelo analisador genético correspondente aos primers internos 607 e 377
da linhagem SM15 (707), mostrando a qualidade das sequéncias.

Position: 1
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,
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TAGTGGCCTACCATGGTA{CAACGGGTAACGGGG

Tabela 4 Identificacdo de oito linhagens em nivel de género e sete em nivel de espécie, baseado no critério de
dissimilaridade > 1% a partir do alinhamento de sequéncias que compreendem os marcadores ITS1, ITS2 e

D1/D2.

Linhagem

SM10
SMO03
SM09
SM12
SM13
SM14
SMO04
SMO06
SM15
SMO7
SMO05
SM11

Identificacdo

Rhodotorula sp.

Pichia kluyveri

Trichosporon asahii

Kodamaea ohmeri

Aureobasidium sp.

Candida sp.

Debaryomyces sp.

Pichia sp.

Hanseniaspora opuntiae

Zygosaccharomyces siamensis

Wickerhamiella versalitis

Candida orthopsilosis

Genbank ID

KC870065.1
JX310560.1
MF420378.1
JX188199.1
KT282395.1
KC111448.1
KY106878.1
FN812686.1
FN665418.1
EU926480.1
GQ458025.1
DQ104714.1

Cobertura
(%0)

100
100
53
96
100
99
95
100
100
94
100
97

E_
value

0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

Identidade
(%)

99.90
99.84
99.80
99.78
99.74
99.56
99.47
99.46
99.36
98.80
98.40
98.25
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SM02 Hyphopichia sp.
SMO08 Metschnikowia sp.
SMO01 Candida sp.

HF952839.2 93
AY188370.1 96
AY861673.1 93

0.0 97.65
0.0 97.06
0.0 95.85

Os morfotipos mais frequentes foram semelhantes aos isolados Al (doravante,
linhagem SMO01), 621 — SM07, V1 — SM02 e 443 — SMO05 (Tabela 3). A linhagem
SMO1 possui 96% de identidade com Candida cellae (Apéndice 2), apresenta 37 mal

pareamentos e trés indels, e provavelmente € uma nova espécie, ou uma espécie sem

sequéncia de DNA depositada nos bandos de dados. Outros isolados semelhantes ao

SMO01 foram encontrados nos quatro substratos estudados (pélen, mel, alimento larval

e cera); é certamente a levedura mais abundante nos achados do presente projeto

(Tabela 4). Outras possiveis espécies novas sdo as linhagens SM05 (Debaryomyces
sp.), SM02 (Hyphopichia sp.), SM11 (Pichia sp.) e SM08 (Metschnikowia sp.).

Tabela 5 Ocorréncia de leveduras associadas aos microambientes do ninho das abelhas sem ferrdo
Melipona interrupta (MI) e Cephalotrigona femorata (C) de trés Meliponarios no Amazonas (lranduba,

Parintins e Paranda de Parintins).

Local/Linhagem

Iranduba

SMO01 Candida sp.
SMO02 Hyphopichia sp.
SMO03 Rhodotorula sp.
SMO04 Wickerhamiella
versalitis

SMO05 Debaryomyces sp.

SMO06 Candida orthopsilosis

SM10 Hanseniaspora
opuntiae

SM13 Trichosporon asahii
SM15 Aureobasidium sp.
Parintins

SMO02 Hyphopichia sp.
SMOQ7 Candida apicola
SMO08 Metschnikowia sp.
SMO09 Zygosaccharomyces
siamensis

SM11 Pichia sp.

SM12 Pichia kluyveri
Parana de Parintins

SMO7 Candida apicola
SM10 Hanseniaspora

Pélen Mel Alimento Cera
Larval
MI C M C MI C Ml C Total

115 250 15 21 401
60 15 75

5 5

1 1
107 107

2 5 7

2 2

2 2

2 2

2 2
45 45

4 3 1 8

1 1

2 2

2 2
75 75

6 6
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opuntiae
SM14 Kodamaea ohmeri 6 6
Total 207 8 299 5 76 148 749

A analise filogenética com base nas sequéncias obtidas nesse projeto apresenta o
padrdo caracteristico de grupos polifiléticos, com baixa repeticdo de padrdes para alguns
ramos (bootstrap < 48%) ou ainda a separacdo de um mesmo género em ramos
diferentes (Fig. 15). O género Candida é o mais polimdrfico, isso porque esse género é
dito virtual ou transitdrio, onde sdo classificadas as leveduras imperfeitas, isto €, sem o0
ciclo definido de reproducgéo sexuada. Entretanto, a partir da definicdo da fase sexuada
as leveduras séo reclassificadas para um género mais apropriado, em funcéo da estrutura

reprodutiva.

Figura 15 Analise da historia evolutiva das leveduras associadas as abelhas sem ferrdo pelo método da
maxima verossimilhanca. A arvore apresentada refere-se ao consenso do bootstrap e mostra apenas as
relacdes evolutivas, sem considerar o tempo decorrido. Os nlmeros préximos aos nés referem-se a taxa
de repeticdo para cada relacdo, tomadas a partir de 1000 replicatas. SM se referem as linhagens propostas
no presente trabalho

100 SMO07 Candida apicola
99 SMO01 Candida sp.
SMO04 Wickerhamiella versalitis
48 SMO08 Metschnikowia sp.
[ SMII1 Pichia sp.
100|— SM12 Pichia kluyveri
SM15 Aureobasidium sp.

62 { SMO03 Rhodotorula sp.
100

SM13 Trichosporon asahii

{ SM14 Kodamaea ohmeri

SMO02 Hyphopichia sp.

34 { SM06 Candida orthopsilosis
45

SMO05 Debaryomyces Sp.

54

43

[ SMI10 Hanseniaspora opuntiae

SMO09 Zygosaccharomyces siamensis
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6 DISCUSSAO

Os insetos estdo associados a microrganismos por meio de interagOes
simbidticas, que provavelmente contribuiram para seu sucesso evolutivo. (FELDHAAR
e GROSS, 2009). As leveduras, associadas aos insetos, vém sendo descritas em diversas
ordens, como: Neuroptera (NGUYEN et al. 2007), Lepidoptera (WITZGALL et al.
2012), Isoptera (BAUWENS et al. 2013), Hemiptera (PODSIADLO et al. 2018),
Coleoptera (JANICE et al. 2011), Diptera e finalmente, na ordem himendptera, cujos

principais representantes so 0s insetos sociais.

Os ninhos de insetos sociais fornecem uma fonte rica de alimentos para a
sobrevivéncia de muitos microrganismos que, por sua vez, oferecem varios beneficios
para 0s seus hospedeiros, como nutrientes e protecdo contra patégenos. (MUELLER et
al. 2005). Os estudos sobre identificacdo de leveduras associadas aos meliponideos tém
gerado dados taxondmicos importantes, pois, geralmente é reportado a identificagdo de
novas espécies, tanto associada as provisdes da colmeia (pote de pdlen e pote de mel),
quanto ao intestino das abelhas e no material fecal (ROSA et al. 2003; DANIEL et al.
2013; PALUDO et al. 2018).

Treze géneros de leveduras foram identificados neste estudo (Aureobasidium,
Candida, Debaryomyces, Hanseniaspora, Hyphopichia, Kodamaea, Pichia,
Metschnikowia, Rhodotorula, Trichosporon, Wickerhamiella e Zygosaccharomyces) e
espécies desses géneros geralmente estdo associadas a flores efémeras e insetos
floricolos (LACHANCE e KURTZMAN, 2011). Estes dados corroboram com os
achados de Rosa e colaboradores (2003), onde, ao estudar provisdes alimentares de
abelha sem ferrdo, identificaram leveduras dos géneros: Aureobasidium, Candida,
Metschnikowia, Pseudozyma, Starmerella e varias espécies de Cryptococcus e

Rhodotorula.

E atribuido as leveduras um papel metabolicamente ativo no processamento e
transformacdo do pdlen dentro dos ninhos, pois enzimas secretadas por esses
microrganismos contribuem para a biodisponibilizacdo de nutrientes do substrato
vegetal, melhorando assim a qualidade nutricional do alimento. Também sdo atribuidas
as relacdes simbioticas entre leveduras e insetos, funces anabdlicas (incluindo a sintese

de aminodcidos, vitaminas, lipidios, esterdis, feromdnios) e protetivas, como a
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degradacdo de compostos toxicos a colmeia (VEGA e DOWD, 2005, STARMER e
LACHANCE, 2011; PALUDO et al. 2018; VAN ARNAM et al. 2018).

Os meliponideos tém como preferéncia alimentar, o polen fermentado
(VOLLET-NETO et al. 2016), entretanto, o envolvimento direto das leveduras na
biodisponibilizagcdo e/ou conversdo metabdlica dos nutrientes encontrados no polen e
mel ainda ndo estdo elucidados. Sabe-se que o poélen fermentado apresenta
caracteristicas fisico-quimicas distintas do pélen in natura. Ha indicios de producéo de
alcool e é&cido acético, provenientes da fermentacdo promovida pelas leveduras
(REBELDO et al. 2016), que seriam o0s responsaveis pelo o odor acre caracteristico do
pélen de M. interrupta.

A biotransformacdo do pélen, em alimento foi a principal motivacdo desse
projeto, pois pode ser fonte de novas enzimas com potencial aplicacdo na industria
biotecnologica. Assim, o delineamento experimental do projeto esteve voltado mais
para a identificacdo de leveduras diferentes do que para a relacdo ecoldgica entre
leveduras e abelhas ou um estudo restrito a diversidade.

A primeira coleta resultou em maior namero de isolados porque o esforco
amostral foi maior. Entretanto, entre as 402 leveduras isoladas dos substratos da abelha
M. interrupta em Iranduba, foram identificadas apenas duas espécies diferentes: SM01
Candida sp. (401 isolados) e SM04 Wickerhamiella versalitis (1 isolado). E notavel a
baixa diversidade de leveduras isoladas da abelha M. interrupta em relacao a abelha C.
femorata coletada no mesmo meliponario (n=13 isolados). O extenso trabalho de
isolamento de leveduras foi inicialmente desenhado para garantir a maior cobertura
possivel da diversidade existente, entretanto a grande repeticdo e a baixa diversidade
reorientaram as coletas subsequentes que objetivaram alcancar um core diverso de
leveduras.

A regra de ouro que define 3% de dissimilaridade para agrupamento em nivel de
espécie foi estabelecida com base na sequéncia do gene rRNA 18S, cujo produto
compde a subunidade menor do ribossomo, entretanto, quando se amplia a janela de
analise contendo 4 regides variaveis, a adocdo dos 3% pode agrupar diferentes espécies,
principalmente quando se trabalha com um grupo polifilético, como é o género Candida
(ALID et al. 2013; PORTER et al. 2016). Portanto, nesse estudo foi adotado um cutoff
conservador até que estudos futuros sejam realizados, caracterizando padrdes de cultivo

e microcultivo, bioquimicos e eventualmente outras regifes génicas sequenciadas.
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Adotando esse critério, foram identificadas oito linhagens em nivel de espécie e
sete linhagens em nivel de género. O género Metschnikowia contem espécies
intimamente associadas as flores. Ha relatos de isolamento a partir do néctar, corola das
flores, frutos e outras partes das plantas. Neste estudo, foi descrito pela primeira vez a
ocorréncia de levedura deste género (SM08 Metschnikowia sp) a partir do pdlen e mel
de M. interrupta. A presenca dessas leveduras em diversos habitats pode estar associada
ao fato de que esses fungos sdo vetorizados por meio de insetos como abelhas e moscas
(LACHANCE et al. 2001). Estudos recentes tém mostrado que no néctar floral ha
presenca de espécies de Metschnikowia produzindo compostos volateis atrativos para 0s
insetos que se alimentam em flores. O nicho dessa levedura estd se tornando melhor
compreendido com o conhecimento sobre sua diversidade genética e sua relacdo de
mutualismo entre planta-polinizador (VEGA e HERRERA, 2012; RERING et al. 2017).

A linhagem SMQ9 Zygosaccharomyces siamensis foi isolada no presente estudo
do mel de M. interrupta. Outras espécies deste género tém sido isoladas do estdmago,
polen e mel de Apis melifera (Zygosaccharomyces sp. e Zygosaccharomyces favi)
(GILLIAM et al. 1974; CADEZ et al. 2015), assim como em pelotas de lixo da abelha
sem ferrdo Tetragonista angustula (Zygosaccharomyces machadoi). A funcdo dessas
leveduras no ninho estd relacionada com a deterioracdo do alimento rico em
carboidratos (PIMENTEL et al. 2005). No entanto, em estudo recente, realizado por
Paludo e colaboradores (2018), foi descrito pela primeira vez uma relacdo de simbiose
mutualistica intima entre larvas da abelha sem ferrdo Scaptutrigona depilis com a
levedura do género Zygosaccharomyces sp., provavelmente por fornecer precursores
esteroides essenciais para a metamorfose da pupa, por meio da alimentacéo.

Os nossos achados sdo inéditos sobre a micobiota associada as abelhas sem
ferrdo e promissores numa perspectiva de melhor compreensdo da ecologia de
comunidades de leveduras associadas as abelhas (e insetos sociais em geral) e também
biotecnolodgica, pois entre as linhagens identificadas, existem espécies que vislumbram
aplicacdo na bioindustria, como: i) Aureobasidium sp., género composto por leveduras
de importante aplicabilidade na bioindUstria, capazes de produzir enzimas (amilase,
proteinase, lipase, celulase, xilanase, mananase e transferases, antibiGticos e
polissacarideos (PRASONGSUK et al. 2018); ii) Debaryomyces sp. com espécies
capazes de acumular substancias quimicas finas lipossolUveis de alto valor, como
carotendides, surfactantes e aromatizantes, tem aplicacdo aminoxidase na degradacao de
aminas biogénicas em alimentos (BAUMLISBERGER et al. 2015), séo utilizadas no
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controle bioldgico de fungos patogénicos em alimentos (MEDINA-CORDOVA et al.
2018), na producdo de toxinas assassinas para o controle de doengas pds-colheita em
industrias agricolas (CORBACI e UCAR, 2017) e producdo de &lcoois secundarios
quirais, enantiomericamente puros, que podem ser facilmente convertidos em diferentes
grupos funcionais (SAHIN, 2017); iii) Kodamaea ohmeri, utilizada na cofermentacéo de
acucares mistos, com excelente crescimento, tolerancia a inibidores e producdo de
etanol em hidrolisados de palha de arroz (SHARMA et al. 2018) e; iv) Pichia kluyveri
com potencial aromatico e pectinolitico na fermentacdo mista de cacau (CRAFACK et
al. 2013).

Quinze linhagens obtidas em trés locais distintos de coleta € um ndmero
representativo, pois em geral, leveduras sdo restritivas em relagdo a colonizagcdo mutua
de um mesmo habitat, em decorréncia de um comportamento denominado killer, que é
resultante da producdo de toxinas killer (SANGORRIN, 2001). Assim, os dados obtidos
neste trabalho em relagcdo as leveduras associadas as abelhas M. interrupta e C.
femorata abrem novas perspectivas para estudos posteriores com abordagens ecologicas
e biotecnologicas, em especial (1) confirmacgéo da identificacdo em nivel de espécie por
métodos dependentes de cultivo das oito linhagens identificadas em nivel de espécie
pela abordagem molecular; (2) definir se as sete linhagens identificadas em nivel de
género sdo de fato novas espécies, (3) prospectar biocompostos e bioprocessos nessas
quinze linhagens, em especial enzimas, antioxidantes, aromatizantes, pigmentos naturais

e antimicrobianos.
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7 CONCLUSAO

v" 0O uso combinado do método de cultivo em YPD e triagem em CHROMagar

permitiram pela primeira vez o acesso a leveduras associadas as abelhas nativas;

v A técnica de RFLP foi validada para amostras ambientais, a qual pode servir de
modelo para estudos posteriores;

v’ Catalogou-se 15 linhagens de leveduras, das quais, seis sdo sugestivas para
novas espécies e quatro apresentam potencial biotecnolégico em diferentes

ramos na bioindustria;

v' Os achados inéditos deste trabalho contribuiram com os bancos de dados por
meio do depdsito de sequéncias nucleotidicas completas de grande interesse na

identificacdo de leveduras.
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8 PERSPECTIVAS

v Os dados obtidos permitem reiterar a necessidade de estudos ecoldgicos a fim de
compreender o tipo de relacdo simbidtica que ocorre entre as leveduras e abelhas

nativas;

v' Recomenda-se a realizacdo da caracterizagdo morfologica, bioquimica e
filogenética para a identificacdo das leveduras sugestivas como novas espécies e
ainda, novas parcerias com grupos de pesquisas especializados em taxonomia de

leveduras;

v' E, numa perspectiva biotecnoldgica, sugere-se a disponibilizacdo das leveduras
para prospeccdo de processos e biomoléculas de interesse biotecnologico em
trabalhos futuros, principalmente das linhagens apontadas com potenciais

aplicacdes na bioindustria (Debaryomyces sp. e Aureobasidium sp.).
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APENDICES

APENDICE I: Comparacdo do padréo de restricdo fisico com o padréo in silico gerado pela ferramenta NEBcutter®.

SMO01

SMo03

# Ends Coordinates | Length (bp)
1 Ddel-Ddel 1622-2236 615
2 Ddel-Ddel 2312-2670 359
3 Ddel-Ddel 58-369 312
4 Ddel-Ddel 647-958 312
5 Ddel-Ddel 959-1241 283
6 Ddel-Ddel 370-646 277
7 Ddel-Ddel 1398-1621 224
8 Ddel-Ddel 1242-1335 94
9 Ddel-Ddel 1336-1397 62
10 | (LeftEnd)-Ddel 1-57 57
11 Ddel-Ddel 2266-2311 46
12 | Ddel-(RightEnd) | 2671-2707 37
13 Ddel-Ddel 2237-2265 29

# Ends Coordinates | Length (bp)

1 Ddel-Ddel 1710-2341 632

2 Ddel-Ddel 1123-1616 494
3 Ddel-Ddel 300-740 441
4| (LefiEnd)-Ddel 1-299 299
5 Ddel-Ddel 898-1122 225
6 Ddel-Ddel 741-835 95
7 Ddel-Ddel 1617-1709 93
8 Ddel-Ddel 836-897 62
9 | Ddel-(RightEnd) | 2388-2437 50

10 Ddel-Ddel 2342-2387 46

SMO02

LI

|

SMo04

|1 LTI
|

o Ends Coordinates | Length (bp)
1 Ddel-Ddel 388-1260 873
2 Ddel-Ddel 1664-2051 388
3 Ddel-Ddel 59-387 329
4 | Ddel-(RightEnd) | 2416-2724 309
5 Ddel-Ddel 2251-2415 165
6 Ddel-Ddel 1504-1663 160
7 Ddel-Ddel 2052-2207 156
8 Ddel-Ddel 1261-1355 95
9 Ddel-Ddel 1356-1417 62
10| (LeftEnd)-Ddel 1-58 58
11 Ddel-Ddel 1453-1503 51
12 Ddel-Ddel 2208-2250 43
13 Ddel-Ddel 1418-1452 35

" Ends Coordinates | Length (bp)

1 Ddel-Ddel 1797-2328 $32
2 Ddel-Ddel 59-384 326
3 Ddel-Ddel 668-988 321
4 | Ddel-(RightEnd) | 2470-2761 292
s Ddel-Ddel 989-1275 287
6 Ddel-Ddel 385-667 283
7 Ddel-Ddel 1436-1660 228
8 Ddel-Ddel 2329-2447 119
9 Ddel-Ddel 1276-1373 98

10 Ddel-Ddel 1705-1796 92

11 Ddel-Ddel 1374-1435 62

12| (LeftEnd)-Ddel 1-58 58

13 Ddel-Ddel 1661-1704 a4

14 Ddel-Ddel 2448-2469 22

43



SMO05 SMO06

1R = —
. — | # Ends Coordinates | Length (bp) L = —
—_ 1| Ddel-Ddel 396-1285 890 et —_— ¥ Ends Coordinates | Length (bp)
e = — [ 2| Ddel-Ddel | 1668-2198 531 = _ 1| Ddel-Ddel 392-1267 876
pey R 3 | Ddel-(RightEnd) | 2647-2997 351 —_—— 2 Ddel-Ddel 1650-2289 640
— — | Ddel-Ddel 60-395 336 : ? —= 3 Ddel-Ddel 60-391 332
_— - S| Ddel-Ddel | 2199-2435 237 - —— | 4] Ddel-Ddel | 2502-2791 290
Ve — 6 Ddel-Ddel 1444-1667 224 : 5 Ddel-Ddel 1426-1649 224
_— 7 Ddel-Ddel 2436-2646 211 - - 6 Ddel-Ddel 2290-2501 212
8 Ddel-Ddel 1286-1381 96 — 7 Ddel-Ddel 1268-1363 96
9|  Ddel-Ddel 1382-1443 62 8|  Ddel-Ddel 1364-1425 62
L 10| (LeftEnd)-Ddel 1-59 59 9| (LeftEnd)-Ddel 1-39 59
— =t =— 10 | Ddel-(RightEnd) | 2792-2848 57
_
SMO07 SMO08
_ # Ends Coordinates | Length (bp) == g L] (‘oordlna_tes Length (bp)
o — | Ddel-Ddel 384-877 494
FE— 1 Ddel-Ddel 369-958 590 Ikb 626 — ~ X 5% 371
_— — 2| Ddel-Ddel | 1622-2206 585 — 2]_DikiDidd 1 878138 -
_— - p— 3 Ddel-Ddel 61-383 323
o 3 | Ddel-(RightEnd) | 2281-2688 408 _— 1 Ddel-Ddel 15202138 319
_ 4] Ddel-Ddel 57-368 312 — ___ 5| Ddel-(RightEnd) | 2335-2652 318
5 = 5| Ddel-Ddel 959-1241 283 B 6| Ddel-Ddel | 1460-1628 169
_ 6 Ddel-Ddel 1398-1621 224 - 7 Ddel-Ddel 2139-2304 166
e 7 Ddel-Ddel 1242-1335 94 8 Ddel-Ddel 1680-1819 140
_ 8|  Ddel-Ddel 1336-1397 62 e— 9| Ddel-Ddel | 1301-1406 106
9| (LeftEnd)-Ddel 1-56 56 P 10 | (LeftEnd)-Ddel 1-60 60
10 Ddel-Ddel 2236-2280 45 11 Ddel-Ddel 1407-1459 53
—_ — 11 Ddel-Ddel 2207-2235 29 —_— 12 Ddel-Ddel 1629-1679 51
- _ [13] Ddel-Ddel | 1252-1300 19
— = [ 14| Ddel-Ddel | 2305-2334 30




[¢)]
=
e
(=)

NN

N
=
[
()

# Ends Coordinates | Length (bp)

1 Ddel-Ddel 392-1274 883

2 | Ddel-(RightEnd) | 2523-3001 479

3 Ddel-Ddel 1915-2275 361

4 Ddel-Ddel 60-391 332

5 Ddel-Ddel 1674-1914 241

6|  Ddel-Ddel 1429-1651 223

7 Ddel-Ddel 1275-1428 154

8 Ddel-Ddel 2411-2522 112

9|  Ddel-Ddel 2327-2410 84
10 | (LeftEnd)-Ddel 1-59 59
11 Ddel-Ddel 2276-2326 51
12 Ddel-Ddel 1652-1673 22
# Ends Coordinates | Length (bp)

1 Ddel-Ddel 302-1261 960

2| (LeftEnd)-Ddel 1-301 301

3 | Ddel-(RightEnd) | 2344-2628 285

4|  Ddel-Ddel 1324-1546 223

5| Ddel-Ddel 1547-1750 204

6|  Ddel-Ddel 1751-1912 162

7|  Ddel-Ddel 1913-2032 120

8|  Ddel-Ddel 2147-2241 95

9|  Ddel-Ddel 2242-2321 80
10| Ddel-Ddel 2044-2117 74
11 Ddel-Ddel 1262-1323 62
12| Ddel-Ddel 2118-2146 29
13| Ddel-Ddel 2322-2343 22
14| Ddel-Ddel 2033-2043 11

wn
=
[
e

SM13

# Ends Coordinates | Length (bp)
| Ddel-Ddel 386-1044 659
2 Ddel-Ddel 1629-1993 365
3 | Ddel-(RightEnd) | 2443-2773 331
Rl Ddel-Ddel 56-385 330
5 Ddel-Ddel 1045-1343 299
6 Ddel-Ddel 1406-1628 223
7 Ddel-Ddel 1994-2143 150
8 Ddel-Ddel 2339-2442 104
9 Ddel-Ddel 2144-2246 103

10 Ddel-Ddel 2247-2338 92

11 Ddel-Ddel 1344-1405 62

12| (LeftEnd)-Ddel 1-55 55
B Ends Coordinates Length (bp)

1 Ddel-Ddel 1665-2832 1168
2 Ddel-Ddel 911-1282 372
3 Ddel-Ddel 59-392 334
R Ddel-Ddel 393-682 290
5 Ddel-Ddel 720-910 191
6 Ddel-Ddel 1528-1664 137
7 Ddel-Ddel 1283-1377 95
8 Ddel-Ddel 1378-1439 62
9| (LeftEnd)-Ddel 1-58 58
10 Ddel-Ddel 2833-2880 48
11 | Ddel-(RightEnd) | 2881-2926 46
12 Ddel-Ddel 683-719 37
13 Ddel-Ddel 1440-1474 35
14 Ddel-Ddel 1501-1527 27
15 Ddel-Ddel 1475-1500 26

45



)]
<
e
-

“ Ends Coordinates | Length (bp)
1| Ddel-Ddel 382-1240 T 859
2| Ddel-Ddel 1618-2153 536
3 | Ddel-(RightEnd) | 2154-2639 486
4| Ddel-Ddel 62-381 320
S| Ddel-Ddel 1396-1617 222
6| Ddel-Ddel 1241-1333 93
7] Ddel-Ddel 1334-1395 62
8| (LefiEnd)-Ddel 1-61 61

N
<
(-
h

46

@ Ends Coordinates | Length (bp)

1 Ddel-Ddel 390-1281 892

2 Ddel-Ddel 58-389 332

— | 3] Ddel-Ddel 2172-2471 300
1 Ddel-Ddel 2472-2765 294

5 Ddel-Ddel 1438-1662 225

6 Ddel-Ddel 1954-2171 218

e 7 Ddel-Ddel 1663-1812 150
— 8 Ddel-Ddel 2766-2877 112
—_— 9 Ddel-Ddel 1282-1376 95
10 Ddel-Ddel 1813-1899 87

11 | Ddel-(RightEnd) | 2878-2946 69

12 Ddel-Ddel 1377-1437 61

— | 13| (LefiEnd)-Ddel 1-57 57
14 Ddel-Ddel 1900-1953 54
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Apéndice I1: Alinhamento dos nucleotideos que compreendem as regibes ITS1-5,8S-1TS2
e D1/D2 do gene 26S rRNA obtidas, contra os bancos de dados (GenBank, DDBJ, EMBL),
utilizando a ferramenta BLAST.

Linhagem: SMO1
AY861673.1 Candida cellae

Reference: Zheng Zhang, Scott Schwartz, Lukas Wagner, and Webb Miller (2000), "A
greedy algorithm for aligning DNA sequences", J Comput Biol 2000; 7(1-2):203-14.
Reference for database indexing: Aleksandr Morgulis, George Coulouris, Yan
Raytselis, Thomas L. Madden, Richa Agarwala, Alejandro A. Schaffer (2008),
"Database Indexing for Production MegaBLAST Searches", Bioinformatics 24:1757-
1764.

ALIGNMENTS

>AY861673.1 Candida cellae internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA
gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and large subunit
ribosomal RNA gene, partial sequence

Length=940

Score = 1441 bits (780), Expect = 0.0

Identities = 856/893 (96%), Gaps = 3/893 (0%)

Query 99 GTAGTCTGGCACTACTTGGGCGGAGCTTGCTCTGCCCAACTTCAAAACTTTTACCAATTT 158

Frrrrrrrrrrer rerererrer e rrrrr e e e trrrr e
Sbjct 42  GTAGTCTGGCACTGCTTGGGCGGAATTCGTTCTGCCCAACTTC-AAACTTTTACCAATTT 100

Query 159 ATCTGAAAACTTGAAAATTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCACATCGATG 218

FErrrrreerr rrrrrrrr et et et e e e e e e e e e
Sbjct 101 ATCTGAAAACTGAAAAATTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGITCTCACATCGATG 160

Query 219 AAGAACGCAGCAAAGCGCGATAGGTAATGCGAATTGCAGACGTGAGTCATTGAATCITTG 278
FEErrrrrrrrrrrrr e et e e et e e e e e e e e e et e e
Sbjct 161 AAGAACGCAGCAAAGCGCGATAGGTAATGCGAATTGCAGACGTGAGTCATTGAATCITTG 220

Query 279 AACGCACATTGCGCTTCTAGGTTCTCCTAGTAGCATGCTTGTTGGAGCGCCGAACTTTCT 338
FEErrrrrrrrrrrrr e et e e et e e e e e e e e e et e e
Sbjct 221 AACGCACATTGCGCTTCTAGGTTCTCCTAGTAGCATGCTTGTTGGAGCGCCGAACTTTICT 280

Query 339 CTCTAACTCATTICTTTATGAACGAGTTATGAGGTGITGCTCCITATTGGAGTCAAAGAAA 398
FEErr ot RN PRt r e e e et
Sbjct 281 CTCTAGCACTTTCTTCGGAAACGC--TACGAGGTGTTGCTCCTTATTGGAGTCAAAGAAA 338

Query 399 TGGAACAGCACACGTTAATAACTCTGTGCAGTAATATTTTTTATGGCCCCCAATCAAGCA 458
FErrrrrrrrrrrrrerr et et et e et e e e e e e e e
Sbjct 339 TGGAACAGCACACGTTAATAACTCTGIGCAGTAATATTTTTTATGGCCCCCAATCAAGCA 398

Query 459 AGATTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTG 518

R R e R R
Sbjct 399 AGATTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTG 458

Query 519 CCTTAGTAACGGCGAGTGAACAGGCAAAAGCTCAGATTTGAAAGCCTTTTTGGCATTGTA 578

RNy
Sbjct 459 CCCTAGTAACGGCGAGTIGAACAGGCAAAAGCTCAGATTITGAAAGCCTTTITGGCATTGTA 518

Query 579 TTCTGAAGTCAGTTTCCTGAGTATCGATGTTTAAGTCTTCTGGAAAGGAGCGCCATAGAG 638

PEEEEErrrrrr et e e et e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 519 TTCIGAAGTCAGTTICCTGAGTATCGATGITTAAGICTTCIGGAAAGGAGCGCCATGGAG 578

Query 639 GGTGATAGCCCCGTACGACATCTCACTCATTGTAGGATTCTGACGTGGAGTCGAGTTGTT 698

FETTEEEEEErnn FCEEEE rrrrr et et e e e e e e
Sbjct 579 GGTGATAGCCCCGTGTAACATCACACTCATTGTAGGAGTCTGACGTGGAGTCGAGTIGTT 638

Query 699 TGGGAATGCAGCTCAAACGGGTGGTATGCTCCATCTAAAGCTAAATATCTGTGAGAGACC 758
FPEEEEErrrrrrrrr et e et et e e e e e e e e e e e e e
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Sbjct 639 TGGGAATGCAGCTCAAAAGGGTGGTATGCTCCATCTAAAGCTAAATATCTGTGAGAGACC 698

Query 759 GATAGCGAACAAGTACTGTGAAGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAATAG 818

FErrrrrrrrrrrrrr rrer rrrrrr et e e e e e e e e e
Sbjct 699 GATAGCGAACAAGTACCGTGAGGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAATAG 758

Query 819 TACGTGAAATTGTTGAAATGGAAGGATAGGCCGCTAACCATGTAGAACCGTGTTTGAGGG 878

Frrrrrrrrrrrreerrrrrreerr rerrrrrr e e e rr et
Sbjct 759 TACGTGAAATTGTTGAAATGGAAGGGTAGGCCGCTAACCATGTAGAACCGTGTCTGGGGG 818

Query 879 GAGGACAAAAGCTGAAGAATGTGGCTCTTCGGAGTGTTATAGCTTCAGTCAATACTCCCA 938

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrert reer trrrr e e e e e e e e e
Sbjct 819 GAGGACAAAAGCTGAAGAATGTAGCTCCTCGGAGTGTTATAGCTTCAGTCAATACTCCCA 878

Query 939 TTCGAGCGCGAGGATCTCAGGTTCTACTAAATGGTGGTCTATCACCCGTCTTG 991

e rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr et e e trr e
Sbjct 879 TCCGGGCGCGAGGATCTCAGGTTCTACTAAATGGTGGTCTACCACCCGTCTTG 931

Linhagem: SM02
HF952839.2 Hyphopichia burtonii

Reference: Zheng Zhang, Scott Schwartz, Lukas Wagner, and Webb Miller (2000), "A
greedy algorithm for aligning DNA sequences", J Comput Biol 2000; 7(1-2):203-14.
Reference for database indexing: Aleksandr Morgulis, George Coulouris, Yan
Raytselis, Thomas L. Madden, Richa Agarwala, Alejandro A. Schaffer (2008),
"Database Indexing for Production MegaBLAST Searches", Bioinformatics 24:1757-
1764.

ALIGNMENTS

>HF952839.2 Hyphopichia burtonii partial 26S rRNA gene, isolate 34
Length=1342

Score = 1605 bits (869), Expect = 0.0

Identities = 916/938 (98%), Gaps = 8/938 (1%)

Query 66 CGATTATGTTTaaca—-acacaacaaagcaacttaattatgtcaacaacaac---c-aaaa 120

R R e R R R R R R R RN R RN
Sbjct 1 CGTTTACGTTTAACATATACAACTAACCAACTTAATTATGTCAACAACAACAACCAARAA 60

Query 121 tcaaaactttcaacaacGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGC 180

FEEErrrrrrrrrrr et et et et e e e et e e e e e e e e
Sbjct 61  TCAAAACTTTCAACAACGGATCTICTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGC 120

Query 181 GATAAGTAATATGAATTGCAGATTTTCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCAC 240

FErrrrrrrrrrrr e e et r et e e e et et et er e e e
Sbjct 121 GATAAGTAATATGAATTGCAGATTTTCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCAC 180

Query 241 CTTGTGGTATTCCACAAGGTATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCTCCCTCAACCTTC-TGGG 299

FPEEEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrreerrrrrrerr 0 b
Sbjct 181 CTTGTGGTATTCCACAAGGTATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCTCCCTCAACCCCCGCGGG 240

Query 300 TTGGCGTTGAATGGCACGAGCTCTTAGTCAGTCCATTCGAAATGTATTTTTACCATGTTG 359

FEEEEEEr e e e e e et e e e e e e e RRN
Sbjct 241 TTGGCGTTGAATGGCACGAGCTCYTAGTCAGTCCATTCGAAAAGTATTTITICTTGTGTTG 300

Query 360 TTATTTTCTAATTTAGTAGTGACAAC-A-ACTAAAAACACATTTTCCTCAAATCAGGTAG 417

FErrrrrrrrrrrrrerrerrerert o rrrr e e e e e e e e e e
Sbjct 301 TTATTTTCTAATTTAGTAGI GACAACCACACTAAAAACACATTTTCCTCAAATCAGGTAG 360

Query 418 GACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGC 477

PEEEEErr et e e et e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 361 GACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGC 420

Query 478 CTCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGGAATCTCAGTCTTTCAGGCTG 537
FPEEEEEErrrrr et e e et e e e e e e e e e e e e e e e
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Sbjct 421 CTCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGGAATCTCAGTICTTTCAGGCTG 480

Query 538 CGAGTTGTAATTTGAAGACGTATTTTGAAGTAAGCACATGTCGAAGTTCCTTGGAACAGG 597

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrr et et e e et r e e e e e e
Sbjct 481 CGAGTTGTAATTTGAAGACGTATTTTGAAGTAAGCACATGTCGAAGTTCCTTGGAACAGG 540

Query 598 ACGTCACAGAGGGTGAGAATCCCGTGCGATGTGTTCACTGCTTCATGTAAAATGCAGTCG 657

Frrrrrrrrrrrreerrrrrrrrrrr e ettt e et e e
Sbjct 541 ACGTCACAGAGGGTGAGAATCCCGTGCGATGTGTTCACTGCTTCATGTAAAATGCAGTCG 600

Query 658 AAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAA 717

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrr et et e e e e e e e e e e
Sbjct 601 AAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAA 660

Query 718 ATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGA 777

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrr et et e e e e e e e e e e
Sbjct 661 ATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGA 720

Query 778 AAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCTTGAGATCAGACTCGGG 837

Frrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrr e et e e e et r et e
Sbjct 721 AAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCTTGAGATCAGACTCGGG 780

Query 838 CAACCGGGCCAGCATGGGGTGGGGGAGTAGGATAACCCTGCAGGAAAGTGGCTTCGCTTC 897

FErrrrrrrrrrrerrrrrrrerrrrrerr ettt et r e e
Sbjct 781 CAACCGGGCCAGCATGGGGTGGGGGAGTAGGATAACCCTGCAGGAAAGTGGCTTCGCTTC 840

Query 898 GGTGGAGTGTTATAGCCTGTAGCTATACTGCTACCCTCGCCCGAGGACTGCGGAAACAAG 957

FErrrrrrrrrrrrrrrrrer et et e e e e e e e e e e
Sbjct 841 GGTGGAGTIGTTATAGCCTGTAGCTATACTGCTACCCTCGCCCGAGGACTGCGGAAACAAG 900

Query 958 GATGCTGGCATAATGATCTTAAGCCGCCCGTCTTGAAA 995

PEEEEEErrr et e et e e et
Sbjct 901 GATGCTGGCATAATGATCTTAAGCCGCCCGTCTTGAAA 938

Linhagem: SMO03
JX310560.1 Rhodotorula sp.

Reference: Zheng Zhang, Scott Schwartz, Lukas Wagner, and Webb Miller (2000), "A
greedy algorithm for aligning DNA sequences", J Comput Biol 2000; 7(1-2):203-14.
Reference for database indexing: Aleksandr Morgulis, George Coulouris, Yan
Raytselis, Thomas L. Madden, Richa Agarwala, Alejandro A. Schaffer (2008),
"Database Indexing for Production MegaBLAST Searches", Bioinformatics 24:1757-
1764.

ALIGNMENTS

>JX310560.1 Rhodotorula sp. VITJzNO3 18S ribosomal RNA gene, partial sequence;
internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed
spacer 2, complete sequence; and 26S ribosomal RNA gene, partial sequence
Length=1731

Score = 2278 bits (1233), Expect = 0.0

Identities = 1237/1239 (99%), Gaps = 0/1239 (0%)

Query 1 TTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTA 60
CETEErr e et et ettt ettt e et el

Sbjct 61 TTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTA 120

Query 61 GTGAATATAGGACGTCCAACTTAACTTGGAGTCCGAACTCTCACTTTCTAACCCTGTGCA 120

PEEEEEEEEr e et e et e et e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 121  GTGAATATAGGACGTCCAACTTAACTTGGAGTCCGAACTCTCACTTTCTAACCCTGTGCA 180

Query 121  CTTGTTTGGGATAGTAACTCTCGCAAGAGAGCGAACTCCTATTCACTTATAAACACAAAG 180
Frrrrrrrrrrrrrrrrrr et r e et e e e e e e e e e e



Sbijct

Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query

Sbijct

181

181

241

241

301

301

361

361

421

421

481

481

541

541

601

601

661

661

721

721

781

781

841

841

901

901

961

961

1021

1021

1081

1081

1141

CTTGTTTGGGATAGTAACTCTCGCAAGAGAGCGAACTCCTATTCACTTATAAACACAAAG

TCTATGAATGTATTAAATTTTATAACAAAATAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTC

FErrrrrrrrrrrrrrrr et r e e e e et e e e e e e e e e
TCTATGAATGTATTAAATTTTATAACAAAATAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTC

TCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA

FEErrrrrrrrrrrrr et et r et et et e e e e e e e e e
TCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA

ATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCATGGTATTCCGTGGAGCATGCCTGTTTG

Frrrrrrrrrrrrrerrrrrrrerr e e rrr et r e e
ATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCATGGTATTCCGTGGAGCATGCCTGTTTG

AGTGTCATGAATACTTCAACCCTCCTCTTTCTTAATGATTGAAGAGGTGTTTGGTTTCTG

Frerrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrr et e e e e e et e e e
AGTGTCATGAATACTTCAACCCTCCTCTTTICTTAATGATTGAGGAGGTGTTTGGTTTCTG

AGCGCTGCTGGCCTTTACGGTCTAGCTCGTTCGTAATGCATTAGCATCCGCAATCGAACT

FEErrrrrrrrrrrrr et rr e e et e e e e e e e e e
AGCGCTGCTGGCCTTTACGGTCTAGCTCGTTCGTAATGCATTAGCATCCGCAATCGAACT

TCGGATTGACTTGGCGTAATAGACTATTCGCTGAGGAATTCTAGTCTTCGGATTAGAGCC

FEEEErrrrrrrrr e ettt e e e e e e e e e e e e
TCGGATTGACTTGGCGTAATAGACTATTCGCTGAGGAATTCTAGTCTTCGGATTAGAGCC

GGGTTGGGTTAAAGGAAGCTTCTAATCAGAATGTCTACATTTTAAGATTAGATCTCAAAT

bt rr et e e e e e e e e e
GAGTTGGGTTAAAGGAAGCTTCTAATCAGAATGTCTACATTT TAAGATTAGATCTCAAAT

CAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACTAACAA

FEEEEEErrrrrrr e ettt e e e e e e e e e e e
CAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACTAACAA

GGATTCCCCTAGTAGCGGCGAGCGAAGCGGGAAGAGCTCAAATTTATAATCTGGCACCTT

FEEEEEErrrrr et e et e e e e e e e e e e e e
GGATTCCCCTAGTAGCGGCGAGCGAAGCGGGAAGAGCTCAAATTTATAATCTGGCACCTT

CGGTGTCCGAGTTGTAATCTCTAGAAATGTTTTCCGCGTTGGACCGCACACAAGTCTGTT

FEEEEEErrrrr et ettt et e e e e e e e e e
CGGTGTCCGAGTTGTAATCTCTAGAAATGTTTTCCGCGTTGGACCGCACACAAGTCTGTT

GGAATACAGCGGCATAGTGGTGAGACCCCCGTATATGGTGCGGACGCCCAGCGCTTTGTG

FEEEEEErrrrr et ettt et e e e e e e e e e
GGAATACAGCGGCATAGTGGTGAGACCCCCGTATATGGTGCGGACGCCCAGCGCTITTGTG

ATACATTTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCAAATTGGGTGGTAAATTCCA

PEEEEErr e rrrrerere e e et e e e e e e e e e e e e
ATACATTTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCAAATTGGGTGGTAAATTCCA

TCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACCGTGAGGGAAAGATGAA

PEETEEEr e rrerrrerere e et e e e e e e e e e e e
TCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACCGTGAGGGARAGATGAA

AAGCACTTTGGAAAGAGAGTTAACAGTACGTGAAATTGTTGGAAGGGAAACGCTTGAAGT

FEEEEETE et e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e
AAGCACTTTGGAAAGAGAGTTAACAGTACGTGAAAT TGTTGGAAGGGAAACGCTTGAAGT

CAGACTTGCTTGCCGAGCAATCGGTTTGCAGGCCAGCATCAGTTTTCCGGGATGGATAAT

FEEEEEEErr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
CAGACTTGCTTGCCGAGCAATCGGTTTGCAGGCCAGCATCAGTTTTCCGGGATGGATAAT

GGTAGAGAGAAGGTAGCAGTTTCGGCTGTGTTATAGCTCTCTGCTGGATACATCTTGGGG

FEEEEEEErr e et e et et et e e e e e e e e e e e e
GGTAGAGAGAAGGTAGCAGTTICGGCTGTGTTATAGCTCTCTGCTGGATACATCTTGGGG
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240

240
300
300
360
360
420
420
480
480
540
540
600
600
660
660
720
720
780
780
840
840

900

960

960

1020
1020
1080
1080
1140
1140

1200
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Query 1141 GACTGAGGAACGCAGTGTGCCTTTGGCGGGGGTTTCGACCTCTTCACACTTAGGATGCTG 1200

Frrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrr e et r et r e
Sbjct 1201 GACTGAGGAACGCAGTGTGCCTTTGGCGGGGGTTTCGACCTCTTCACACTTAGGATGCTG 1260

Query 1201 GTGGAATGGCTTTAAACGACCCGTCTTGAAACACGGACC 1239

FEEErrrrrrr e et e et e
Sbjct 1261 GTGGAATGGCTTTAAACGACCCGTCTTGAAACACGGACC 1299

Linhagem: SM0O4
KY106878.1 Wickerhamiella versatilis

Reference: Zheng Zhang, Scott Schwartz, Lukas Wagner, and Webb Miller (2000), "A
greedy algorithm for aligning DNA sequences", J Comput Biol 2000; 7(1-2):203-14.
Reference for database indexing: Aleksandr Morgulis, George Coulouris, Yan
Raytselis, Thomas L. Madden, Richa Agarwala, Alejandro A. Schaffer (2008),
"Database Indexing for Production MegaBLAST Searches", Bioinformatics 24:1757-
1764.

ALIGNMENTS

>KY106878.1 Wickerhamiella versatilis culture CBS:5007 large subunit ribosomal
RNA gene, partial sequence

Length=1170

Score = 1038 bits (562), Expect = 0.0
Identities = 568/571 (99%), Gaps = 0/571 (0%)

Query 413 ACTTGTACACCAAGCTTTCTTTAAAAGACCTCGTATCAGGCAAGACTACCCGCTGAACTT 472

FEEErrrrrrrrerrrrr et e et e e et e e e e e e e
Sbjct 600  ACTTGTACACCAAGCTTTCTTTAAAAGACCTCGTATCAGGCAAGACTACCCGCTGAACTT 659

Query 473  AAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCCTAGTAACGGCGAGTG 532
FEErrrrrrrrrrrrrrrrerr et rr et e e e e e e e e
Sbjct 660  AAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCCTAGTAACGGCGAGTG 719

Query 533 AAGCGGCAAAAGCCCAAATTTGAAATCCTCTTTTGAGGAGTTGTAATTTGGAGATGGAGT 592

FEEEEEErrrr et et e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 720  AAGCGGCAAAAGCCCAAATTTGAAATCCTCTTTTGAGGAGTTGTAATTTGGAGATGGAGT 779

Query 593 GCTGGACTCAGCTCTGTGGAAGTTGGCTGGAAAGCCGCGCCTTGGAGGGTGATAGCCCCG 652

FEErrrrrrrrrrrrrrer e ettt e e et e e e e e
Sbjct 780 GCTGGACTCAGCTCTGTGGAAGTTGGCTGGAAAGCCGCGCCTTGGAGGGTGATAGCCCCG 839

Query 653 TGCCACGGAGGTCCTGTGTCTGTGTAGTACTCTTTCTACGAGTCGCGTTGTTTGGGAATG 712

FEEEEEErrrr et et e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 840  TGCCACGGAGGTCCTGTGTCTGTGTAGTACTCITTCTACGAGTCGCGTTIGITTGGGAATG 899

Query 713 CAGCGCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAGGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCG 772

PEEEErEr e rrrrererererere e e e e e e e e e e e
Sbjct 900  CAGCGCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAGGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCG 959

Query 773 AACAAGTACTGTAAAGGAAAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGAGTGAAATAGCACGTGA 832

PEEEErrrrr e rrrrrrerererere et e e e e e e e e e e e e
Sbjct 960  AACAAGTACTGTAAAGGAAAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGAGTGAAATAGCACGTGA 1019

Query 833 AATCGTTGAAGTGGAAGGGCTTAAAGCTACACACCTTCTTCGGAAGGGGCTAACATCAGT 892

FEEEEEEErr et et et et e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 1020 AATCGITGAAGTGGAAGGGCTTAAAGCTACACACCTTCTICGGAAGGGGCTAACATCAGT 1079

Query 893 TCTGCCGGACGGATAAATGGTAAAGAAAGTGGCATTTTCGGATGTGTTATAGCTTTATCA 952

ot rerrrrrrrrr e e e e e et ter e e e e e e e
Sbjct 1080 TTIGCCGGATGGATAAATGGTAAAGAAAGTGGCATCTTCGGATGTGTTATAGCTTTATCA 1139
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Query 953 AATACGTCCCGGCGGGATTGAGGACCGCGCT 983

FEEEEEErr e e
Sbjct 1140 AATACGTCCCGGCGGGATTGAGGACCGCGCT 1170

Score = 859 bits (465), Expect = 0.0
Identities = 473/477 (99%), Gaps = 0/477 (0%)
Query 1 GGTCATTTAGAGGAAGTACAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGAT 60

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrer ettt r e
Sbjct 124 GGTCATTTAGAGGAAGTACAAGTCGTAACAAGGITTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGAT 183

Query 61 CATTTCTGAGATCAATATCACATTTCTGTGAACCTTCTCATTGTGTTTTGGCGGGGCGCT 120

FErrrrrrrrrr torrerrrrrrrt et e e e e e e e e e e
Sbjct 184 CATTTCTGAGATTACTATCACATITCTGTGAACCTTCTCATTGTGTTTTGGCGGGGCGCT 243

Query 121 TTTATAGCAAGCCGCCAATCATACAAAACTCAACCATTATTATTTATTCAGAATAACTAT 180

Frrrrrrrrrrerrrerrrrrerrrerrre et te e e e e e e e e e
Sbjct 244 TTTATAGCAAGCCGCCAATCATACAAAACTCAACCATTATTATTTATTCAGATTAACTAT 303

Query 181 AAATTATACAAGCTTCAACGACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCAA 240

Frrrrrrrrrrrerrrrererrrrreerrr trr e et e et e e e e e
Sbjct 304 AAATTATACAAGCTTCAACGACGGATCTCTCGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCAA 363

Query 241 AGCGCGATAGGTAATGCGAATTGCAGACGTGAGTCATTGAATCTTTGAACGCACATTGCG 300

FErrrrrrrrrrrrrrrrrer et et e e e e e e e e e e
Sbjct 364 AGCGCGATAGGTAATGCGAATTGCAGACGTGAGTCATTGAATCTTTGAACGCACATTGCG 423

Query 301 CTGTTAGGTTCTCCTAACAGCATGCCTGTGCGAGCGTCTATCTTTCTCACCAATGGTGGT 360

FErrrrrrrrrrrrrr et et et et e e e e e e e e e
Sbjct 424 CTGTTAGGTTCTCCTAACAGCATGCCTGTGCGAGCGTCTATCTTTCTCACCAATGGTGGT 483

Query 361 TGCTGACGCTATGCAGAGTGTCGAAAAGAATGGAGATGTACACGTTAGTGAAACTTGTAC 420
FEErrrrrrrrrrrrr e et e e et e e e e e e e e e et e e
Sbjct 484 TGCTGACGCTATGCAGAGTGTCGAAAAGAATGGAGATGTACACGTTAGTGAAACTTGTAC 543

Query 421 ACCAAGCTTTCTTTAAAAGACCTCGTATCAGGCAAGACTACCCGCTGAACTTAAGCA 477
FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrr et et et e e e e e ey
Sbjct 544 ACCAAGCTTTCTTTAAAAGACCTCGTATCAGGCAAGACTACCCGCTGAACTTAAGCA 600

Linhagem SM05
GQ458025.1 Debaryomyces hansenii

Reference: Zheng Zhang, Scott Schwartz, Lukas Wagner, and Webb Miller (2000), "A
greedy algorithm for aligning DNA sequences", J Comput Biol 2000; 7(1-2):203-14.
Reference for database indexing: Aleksandr Morgulis, George Coulouris, Yan
Raytselis, Thomas L. Madden, Richa Agarwala, Alejandro A. Schaffer (2008,
"Database Indexing for Production MegaBLAST Searches", Bioinformatics 24:1757-
1764.

ALIGNMENTS

>GQ458025.1 Debaryomyces hansenii strain MAO9-AK 18S ribosomal RNA gene,

partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and
internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene,
partial sequence

Length=2991

Score = 2206 bits (1194), Expect = 0.0
Identities = 1235/1255 (98%), Gaps = 3/1255 (0%)
Query 1 TTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTA 60

FEEEEEEErr e e et e et e et e e e e e e e e e e e e e r e
Sbjct 1723 TTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTITCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTA 1782

Query 61 CAGTATTCTTTTTGCCAGCGCTTAATTGCGCGGCGAAAAAACCTTACACACAGTGTTTTT 120



Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query

Sbijct

1783

121

1843

181

1903

241

1962

301

2022

361

2082

421

2142

481

2202

541

2262

601

2322

661

2382

721

2442

781

2502

841

2562

901

2622

961

2682

1021

2742

FEErrrrrrrrrrrr e et et e e e e e e e e e e e e
CAGTATTCTTTTTGCCAGCGCTTAATTGCGCGGCGAAAAAACCTTACACACAGTGTTTTT

TGTTATTACAAGAACTCTTGCTTTGGTCTGGACTAGAAATAGTTTGGGCCAGAGGTTTAC

FErrrrrrrrrrerr e rrrrt e e e e e e e e e e e e e e
TGTTATTACAAGAACTTTTGCTTTGGTCTGGACTAGAAATAGTTTGGGCCAGAGGTTTAC

TGAACTAAACTTCAATATTTATATTGAATTGTTATTTATTTTAATTGTCAATTTGTTGAT

FEErrrrrrrrrrrrrrrr et e e e et e et ert rrr et e e e
TGAACTAAACTTCAATATTTATATTGAATTGTTATTTA-TTTAATTGTCAATTTGTTGAT

TAAATTCAAAAAATCTTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAA

Frerrrrrrrrrerrrrrr et e et e e e e e e e e e e
TAAATTCAAAAAATCTTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAA

GAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATATGAATTGCAGATTTTCGTGAATCATCGAATCTT

Frerrrrrrrrrerrrrrrerr et e et e et e et et e e e e
GAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATATGAATTGCAGATTTTCGTGAATCATCGAATCTT

TGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCTC

Frerrrrrrrrrerrrrr e trrrrr e et e e e e e e e e
TGAACGCACATTGCGCCCTCTGGTATTCCAGAGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCTC

TCTCAAACCTTCGGGTTTGGTATTGAGTGATACTCTTAGTCAAACTAGGCGTTTGCTTGA

FEEErrrrrrrrrrrrrr et rrr e et e e et e et e e e
TCTCAAACCTTCGGGTTTGGTATTGAGTGATACTCTTAGTCGAACTAGGCGTTTGCTTGA

AATGTATCGGCATGAGTGGTACTGGATAGTGCTATATGACTTTCAATGTATTAGGTTTAT

FEEEErr rrrrrr e ettt e er e e e e e e e e e
AATGTATTGGCATGAGTGGTACTGGATAGTGCTATATGACTTTCAATGTATTAGGTTTAT

CCAACTCGTTGAACAGTTTAATGGTATATTTCTCGGTATTCTAGGCTCGGCCTTACAACA

FEEEErrrrrrrr et et e et e e e e e e e e e e e e
CCAACTCGTTGAATAGTTTAATGGTATATTTCTCGGTATTCTAGGCTCGGCCT TACAATA

TAACAAACAAGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAT

FEEErrrrrrrrerrrrr et e e e et e et terr e e e e e e
TAACAAACAAGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGATTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAT

AAGCGGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCTTAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAG

FEEEEEErrrrr et ettt et e e e e e e e e e
AAGCGGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCTTAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCARAAG

CTCAAATTTGAAATCTGGCACCTTCGGTGTCCGAGTTGTAATTTGAAGAAGGTAACTTTG

FEEEEEErrrrr et ettt et e e e e e e e e e
CTCAAATTTGARATCTGGCACCTTCGGTGTCCGAGTTGTAAT TTGAAGAAGGTAACTTTG

GAGTTGGCTCTTGTCTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCACAGAGGGTGAGAATCCCGTGC

PEEEErrrrr e rrrrererererererere e e e e e e e e e e e
GAGTTGGCTCTTGTCTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCACAGAGGGTGAGAATCCCGTGC

GATGAGATGCCCAATTCTATGTAAAGTGCTTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAG

PEETEEEr e rrrrrrerere e rer e e e e e e e e e e e e
GATGAGATGCCCAATTCTATGTAAAGTGCTTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAG

CTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAAC

PEEEEEEEEE e e et e e e e e e e e e e e e e e e ey
CTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAAC

AAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAAT

FEEEEETErr e e et e e et e e e e e e et e e e e e e
AAGTACAGT GATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAAT

TGTTGAAAGGGAAGGGCTTGAGATCAGACTTGGTATTTTGCGATCCTTTCCTTTTTGGTT

FEEEEEEEEr et e e et e e e e e e e e e e e e e et
TGITGAAAGGGAAGGGCTTGAGATCAGACTTGGTATTTTGCGATCCTTTCCTTCTTGGTT

53

1842
180
1902
240
1961
300
2021
360
2081
420
2141
480
2201
540
2261
600
2321
660
2381
720
2441
780
2501
840

2561

2621
960

2681
1020
2741
1080

2801



Query 1081
Sbjct 2802
Query 1141
Sbjct 2862
Query 1201

Sbjct 2922

GGGTTCTCCGCAGCTTACTGGGCCAGCATCGGTTTGGATGGTAGGATAATGATTAAGGAA

FEEErr ot e et e e e e e e e e e e e
GGGTTCCTCGCAGCTTACTGGGCCAGCATCGGTTTGGATGGTAGGATAATGACTAAGGAA

TGTGGCTCAACTTCGGTGGAGTGTTATAGCCTTGGTTGATACTGCCTGTCTAGACCGAGG

Frrrrrer rerrrrerrrrrrrrrrrr e ettt e e
TGTGGCTCTACTTCGGTGGAGTGTTATAGCCTTGGTTGATACTGCCTGTCTAGACCGAGG

ACTGCGTC-TTTGACTAGGATGCTGGCATAATGATTTTAAGCCGCCCGTCTTGAA 1254

FEErrrrr rerrrrrrrrerr rrrrrrrr et e rrerrrer
ACTGCGTCTTTTGACTAGGATGTTGGCATAATGATCTTAANCCACCCGTCT-GAA 2975

54

1140
2861
1200

2921

Linhagem:

SM06

HE681725.1 Candida orthopsilosis
FN812686.1 Candida orthopsilosis

Reference: Zheng Zhang, Scott Schwartz, Lukas Wagner, and Webb Miller (200

greedy algori
Reference fo

thm for aligning DNA sequences", J Comput Biol 2000; 7(1-2):20

0), "A
3-14.

r database indexing: Aleksandr Morgulis, George Coulouris, Yan

Raytselis, Thomas L. Madden, Richa Agarwala, Alejandro A. Schaffer (

"Database Indexing for Production MegaBLAST Searches",

1764.
ALIGNMENTS
>HE681725.1 C
Length=937312
Score = 2019
Identities =
Query 1
Sbjct 344595
Query 61
Sbjct 344535
Query 121
Sbjct 344475
Query 181
Sbjct 344415
Query 241
Sbjct 344355
Query 301
Sbjct 344295
Query 361
Sbjct 344235
Query 421
Sbjct 344175

Query 481

Sbjct 344115

andida orthopsilosis Co 90-125, chromosome 7draft sequence

bits (1093), Expect = 0.0
1106/1112 (99%), Gaps = 2/1112 (0%)
AAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACAGAATGAAAGT

FEEEEEErrrrrrr e et e et e e e e e e e e et e
AAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACAGAATGARAGT

GCTTAACTGCAtttttttacacatgtgtttttctttttttttGAAAACTTTGCTTTGGTG

FEEEEErrrrrrrr et er e e et e e e e e e e e e e e
GCTTAACTGCATTTTTTTACACATGTGTITTITCTTTTTTTTTGAAAACTTTIGCTTITGGTG

GGCCCATGGCCTGCCAGAGATTAAACTCAACCAAATTTTTATTTAAGTCAACTGATTAAC

FEErrrrrrrrrerr e e et et et e e et e e e e
GGCCCATGGCCTGCCAGAGATTAAACTCAACCAAATTTTTATTTAAGTCAACTGATTAAC

TAATAGTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCG

FEEEErrrrrrrrrr e et et e e e et e e e e e e
TAATAGTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCG

AAATGCGATAAGTAATATGAATTGCAGATATTCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACA

FEEEEErrrrrrrrr et et e et e e e e e e e e e e e
AAATGCGATAAGTAATATGAATTGCAGATATTCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACA

TTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCTCCCTCAAACCT

PEETEEEE e e e e e e e e e e e e
TTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCTCCCTCAAACCT

TCGGGTTTGGTGTTGAGCGATACGCTGGGTTTGCTTGAAAGAAAGGCGGAGTATAAACTA

PEEEErrrrr e rrrrerererererere e e e e e e e e e e e e
TCGGGTTTGGTGTTGAGCGATACGCTGGGTTTGCTTGAAAGAAAGGCGGAGTATAAACTA

ATGGATAGGtttttttCCACTCATTGGTACAAACTCCAAAATTCTTCCAAATTCGACCTC

FEEEEEEE et et e et e et e e e e e e e e e e e e e e e
ATGGATAGGTTTTTTTCCACTCATTGGTACAAACTCCAAAATTCTTCCAAATTCGACCTC

AAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACCA

FEEEEEEErr e et e et e et e e e e e e e e e e e e e e
AAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACCA

2008),

Bioinformatics 24:1757-

60

344536

120

344476

180

344416

240

344356

300

344296

360

344236

420

344176

480

344116

540

344056



Query
Sbijct
Query

Sbijct

Query

Sbijct

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query

Sbjct

541

344055

601

343995

661

343935

721

343875

781

343815

841

343755

901

343695

961

343635

1021

343575

1081

343515

ACAGGGATTGCCTTAGTAGCGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGCA

Frrrrrrrrrrrrrrrrrr et e e e e et e e e e e e e e e
ACAGGGATTGCCTTAGTAGCGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGCA

CTTTCAGTGTCCGAGTTGTAATTTGAAGAAGGTATCTTTGGGTCTGGCTCTTGTCTATGT

FEErrrrrrrrrrrrrrr et e e et e e e e e e e e e
CTTTCAGTGTCCGAGTTGTAATTTGAAGAAGGTATCTTTGGGTCTGGCTC TTGTCTATGT

TTCTTGGAACAGAACGTCACAGAGGGTGAGAATCCCGTGCGATGAGATGTCCCAGACCTA

Frrrrrrrrrrrrrrerrrrrrerrrrr e e ettt e e
TTCTTGGAACAGAACGTCACAGAGGGTGAGAATCCCGTGCGATGAGATGTCCCAGACCTA

TGTAAAGTTCCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAAT

FEErrrrrrrrrrrrrrr et rrr e et e r et e e e e e e e e
TGTAAAGTTCCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAAT

TCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGA

FEErrrrrrrrrrrrrrr et et e et r e e e e e e e e e
TCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGT GATGGAAAGA

TGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCTT

FEEEEErrrrrrrrr e ettt e e e et e e e e e e e e
TGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGARATTGT TGAAAGGGAAGGGCTT

GAGATCAGACTTGGTATTTTGTATGTTACTCTCTCGGGGGTGGCCTCTACAGTTTACCGG

FEEEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrere e
GAGATCAGACTTGGTATTTTGTATGTTACTCTCTCGGGGGTGGCCTCTACAGTTTACCGG

GCCAGCATCAGTTTGGGCGGTAGGACAATTGCAAAGAAATGTGGCACTGCCTCGGTAGTG

FEEEEErrrrrrrr et er e e et e e e e e e e e e e e
GCCAGCATCAGTTTGGGCGGTAGGACAATTGCAAAGAAATGT GGCACTGCCTCGGTAGTG

TGTTATAGTCTTTGTCGATACTGCCAGCCTAGACTGAGGACTGCGGCTTCGGCCAAGGAT

FEEEEEErrrrrrr e ettt e er e e et e e e e e e e e
TGTTATAGTCTTTGTCGATACTGCCAGCCTAGACTGAGGACT GCGGCTTCGGCCTAGGAT

GTTGGCATAATGGT-TAAATGCCGCCCGTCTT 1111

FEEEEErrrerr ot b e
GTTGGCATAATGATCTTAA-GTCGCCCGICTT 343485

>FN812686.1 Candida orthopsilosis 5S rRNA gene, 18S rRNA gene, ITS1, 5.8S
rRNA gene, IT
Length=7240

Score = 2019

Identities =
Query 1
Sbjct 3075
Query 61
Sbjct 3135
Query 121
Sbjct 3195
Query 181

Sbijct

3255

S2 and 258 rRNA gene, strain 90-125

bits (1093), Expect = 0.0
1106/1112 (99%), Gaps = 2/1112 (0%)
AAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACAGAATGAAAGT

PEEEEEEr e rrrrerrrerererr e e e e e e e e e e e e e e
AAAAGTCGTAACAAGGT TTCCGTAGGTGAACCT GCGGAAGGATCATTACAGAATGAAAGT

GCTTAACTGCAtttttttacacatgtgtttttctttttttttGAAAACTTTGCTTTGGTG

FEEEEEEErr et rr e et e e e e e e e e e e e e e e e e e
GCTTAACTGCATTITTTTACACATGTGTTTTTCTTTTTTT TTGAAAACTTIGCTTTGGTG

GGCCCATGGCCTGCCAGAGATTAAACTCAACCAAATTTTTATTTAAGTCAACTGATTAAC

FEEEEEEEEr e et e et e et e e e e e e e e e e e
GGCCCATGGCCTGCCAGAGATTAAACTCAACCAAATTTTTATTTAAGT CAACTGATTAAC

TAATAGTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCG

FEEEEEEEEr e et e et e et e e e e e e e e e e e
TAATAGTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCG
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600
343996
660

343936

720

343876

780
343816
840
343756
900
343696
960
343636
1020
343576
1080

343516

60
3134
120
3194
180
3254
240

3314
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Query 241 AAATGCGATAAGTAATATGAATTGCAGATATTCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACA 300

FErrrrrrrrrrrrrrrr et r et e e e et e e e e e e e e e
Sbjct 3315 AAATGCGATAAGTAATATGAATTGCAGATATTCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACA 3374

Query 301 TTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCTCCCTCAAACCT 360

Frrrrrrrrrrrrreerrrrrrerrrrr e ettt e
Sbjct 3375 TTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCTCCCTCAAACCT 3434

Query 361 TCGGGTTTGGTGTTGAGCGATACGCTGGGTTTGCTTGAAAGAAAGGCGGAGTATAAACTA 420

Frrrrrrrrrrrrrrerrrrrrerrrrr e ettt et r e
Sbjct 3435 TCGGGTTTGGTGTTGAGCGATACGCTGGGTTTGCTTGAAAGAAAGGCGGAGTATAAACTA 3494

Query 421 ATGGATAGGtttttttCCACTCATTGGTACAAACTCCAAAATTCTTCCAAATTCGACCTC 480

FEErrrrrrrrrerrrer ettt et e e et e e e e e e
Sbjct 3495 ATGGATAGGTTTTTTTCCACTCATTGGTACAAACTCCAAAATTCTTCCAAATTCGACCTC 3554

Query 481 AAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACCA 540

Frrrrrrrrrrrerrrrrrerr et er et e e e e e
Sbjct 3555 AAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACCA 3614

Query 541 ACAGGGATTGCCTTAGTAGCGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGCA 600

Frerrrrrrrrrerrrrrrrrr et et et e e e e e e e
Sbjct 3615 ACAGGGATTGCCTTAGTAGCGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGCA 3674

Query 601 CTTTCAGTGTCCGAGTTGTAATTTGAAGAAGGTATCTTTGGGTCTGGCTCTTGTCTATGT 660

FEEEErrrrrrrrr e ettt e e e e e e e e e e e e
Sbjct 3675 CTITCAGTGTCCGAGTTGTAATTTGAAGAAGGTATCTITGGGTCTGGCTCTTGTCTATGT 3734

Query 661 TTCTTGGAACAGAACGTCACAGAGGGTGAGAATCCCGTGCGATGAGATGTCCCAGACCTA 720

FEEEErrrrrrrrr e ettt e e e e e e e e e e e e
Sbjct 3735 TTCTTGGAACAGAACGTCACAGAGGGTGAGAATCCCGTGCGATGAGATGTCCCAGACCTA 3794

Query 721 TGTAAAGTTCCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAAT 780

FEEEEEErrrrrrr e ettt e e e e e e e e e e e
Sbjct 3795 TGTAAAGTTCCTTCGAAGAGTCGAGITGTTITGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAAT 3854

Query 781 TCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGA 840

FEEEEEErrrrr et e et e e e e e e e e e e e e
Sbjct 3855 TCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGA 3914

Query 841 TGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCTT 900

FEEEEEErrrr et et e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 3915 TGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCTT 3974

Query 901 GAGATCAGACTTGGTATTTTGTATGTTACTCTCTCGGGGGTGGCCTCTACAGTTTACCGG 960

FEEEEEErrrrr et ettt et e e e e e e e e e
Sbjct 3975 GAGATCAGACTTGGTATTTTGTATGITACTCTCTCGGGGGTGGCCTCTACAGITTACCGG 4034

Query 961 GCCAGCATCAGTTTGGGCGGTAGGACAATTGCAAAGAAATGTGGCACTGCCTCGGTAGTG 1020

PEEEEEEr e rrrrrrerererere e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 4035 GCCAGCATCAGTTTGGGCGGTAGGACAATTGCAAAGAAATGTGGCACTGCCTCGGTAGTG 4094

Query 1021 TGTTATAGTCTTTGTCGATACTGCCAGCCTAGACTGAGGACTGCGGCTTCGGCCAAGGAT 1080

PEEEEEEr e rrrrrrrrerererererr e e e e e e e e e rren
Sbjct 4095 TGTTATAGTCTTTGTCGATACTGCCAGCCTAGACTGAGGACTGCGGCTTCGGCCTAGGAT 4154

Query 1081 GTTGGCATAATGGT-TAAATGCCGCCCGTCTT 1111

RN AR
Sbjct 4155 GTTGGCATAATGATCTTAA-GTCGCCCGTCTT 4185

Linhagem SMO7
EU926480.1 Candida apicola

Reference: Zheng Zhang, Scott Schwartz, Lukas Wagner, and Webb Miller (2000), "A
greedy algorithm for aligning DNA sequences", J Comput Biol 2000; 7(1-2):203-14.
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Reference for database indexing: Aleksandr Morgulis, George Coulouris, Yan
Raytselis, Thomas L. Madden, Richa Agarwala, Alejandro A. Schaffer (2008),
"Database Indexing for Production MegaBLAST Searches", Bioinformatics 24:1757-
1764.

ALIGNMENTS

>EU926480.1 Candida apicola strain UWOPS01-663b2 internal transcribed spacer

1, partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2,
complete sequence; and large subunit ribosomal RNA gene, partial sequence
Length=921

Score = 1640 bits (888), Expect = 0.0

Identities = 910/921 (99%), Gaps = 0/921 (0%)

Query 21 TAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACTGAAGGCTACACGCCGACATTGTGAAACGCTCC 80

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrr et et e e e et r e e e e e e
Sbjct 1 TAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACTGAAGGCTACACGCCGACATTGTGAAACGCTCC 60

Query 81 TCGGAGCACTACTTGGGTGTCCACTCGGATACCCAACGTTTAAACTCTTATGTTTATCTC 140

FEErrrrrrrrrrerrrrrrrr 1 CEEEEEEEr e et
Sbjct 61 TCGGAGCACTACTTGGGTGTCCTCCTGGGCGCCCAACGT TTAAACTCTTATGTTTATCTC 120

Query 141 TGACAACCAAGAAATTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAG 200

FErrrrrrrrrrrrrrrrrer et et e e e e e e e e e e
Sbjct 121 TGACAACCAAGAAATTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAG 180

Query 201 AACGCAGCAAAGCGCGATAGGTAATGCGAATTGCACACGTGAGTCATTGAATCTTTGAAC 260

FErrrrrrrrrrrrrrrrrer et et e e e e et e e e et e
Sbjct 181 AACGCAGCAAAGCGCGATAGGTAATGCGAATTGCACACGTGAGTCATTGAATCITTGAAC 240

Query 261 GCACATTGCGCCATTAGGTTCTCCTAATGGCATGCTTGTTGGAGCGCCGATCTTTCTCTC 320

FEErrrrrrrrrrrrr e et e e et e e e e e e e e e et e e
Sbjct 241 GCACATTGCGCCATTAGGTITCTCCTAATGGCATGCTTGTTGGAGCGCCGATCTITCICTC 300

Query 321 ATACTACTTCATTGTAGTACGAGGTTCTGCTCCTTTTAGGAGTCAAAAGAATGGAAGTGC 380

FEErrrrrrrrrrrrr e et e e et e e e e e e e e e et e e
Sbjct 301 ATACTACTTCATTGTAGTACGAGGTTCTGCTCCITTTAGGAGTCAAAAGAATGGAAGTIGC 360

Query 381 ACACGTTAGATAACTCTGTGCAGTTACTTACAATCTTTTGGCCTCCAATCAAGCAAGGCT 440

FEErrrrrrrrrrrrr e et e e et e e e e e e e e e et e e
Sbjct 361 ACACGTTAGATAACTCTGIGCAGTTACTTACAATCTTTTGGCCTCCAATCAAGCAAGGCT 420

Query 441 ACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCTTA 500

FErrrrrrrrrerr e e et e e et ettt et e er e e e e el
Sbjct 421 ACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATIGCCTTA 480

Query 501 GTAGCGGCGAGTGAACAGGCAAAAGCTCAGATTTGAAAGCCCTCGGGCATTGTATTCTGA 560

FErrrrrrrrr cerrrrrert trrr et e e e e e e e
Sbjct 481 GTAGCGGCGAGCGAACAGGCAAGAGCTCAGATTTGAAAGCCCTCGGGCATTGTATTCTIGA 540

Query 561 AGCCTTGGTCCTGAGAATCGGTGTTTAAGTCTTCTGGAAAGGAGCGCCATGGAGGGTGAT 620

R e R R
Sbjct 541 AGCCTTGGTCCTGAGAATCGGTGTTITAAGTCTTCTGGAAAGGAGCGCCATGGAGGGTGAT 600

Query 621 AGCCCCGTACGACACCACTCTCATTGTAGGACTTTGGCATGGAGTCGAGTTGTTTGGGAA 680

R R R R R R
Sbjct 601 AGCCCCGTACGACACCACTCTCATTGTAGGACTTTGGCATGGAGTCGAGTITGTITGGGARA 660

Query 681 TGCAGCTCAAATGGGTGGTATGCTCCATCTAAAGCTAAATATCTGCGAGAGACCGATAGC 740

PEEEEErr et e e et e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 661 TGCAGCTCAAATGGGTGGTATGCTCCATCTAAAGCTAAATATCTGCGAGAGACCGATAGC 720

Query 741 GAACAAGTACTGTGAAGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTG 800

PEEEEErr et e e et e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 721 GAACAAGTACTGTGAAGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTG 780
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Query 801 AAATTGTTGAAATGGAAGGATAGGCCGCTAACCATGTAGGGTCGTGTTTGAGGGGAGGAT 860

Frrrrrrrrrrrrrerrerrrrrrrr e et e e e e e e e
Sbjct 781 AAATTGTTGAAATGGAAGGATAGGCCGCTAACCATGTAGGGTCGTGTTTGAGGGGAAGAT 840

Query 861 AAAAGCTGAAGAATGTGGCTCCTCGGAGTGTTATAGCTTCAGTCCATACTCCCTCTCGAG 920

Frrrrrrrrrrrreer rrrrerrrrrrre et e e e rer trrrrrrrrr
Sbjct 841 AAAAGCTGAAGAATGTAGCTCCTCGGAGTGTTATAGCTTCAGTCCATATTCCCTCTCGAG 900

Query 921 CGCGAGGATCGAAGACTCTGC 941

FEEETEEEErr et
Sbjct 901 CGCGAGGATCGAAGACTCTGC 921

Linhagem SMO8
AY188370.1 Metschnikowia sp.

Reference: Zheng Zhang, Scott Schwartz, Lukas Wagner, andWebb Miller (2000), "A
greedy algorithm for aligning DNA sequences", J Comput Biol 2000; 7(1-2):203-14.
Reference for database indexing: Aleksandr Morgulis, George Coulouris, Yan
Raytselis, Thomas L. Madden, Richa Agarwala, Alejandro A. Schaffer (2008),
"Database Indexing for Production MegaBLAST Searches", Bioinformatics 24:1757-
1764.

ALIGNMENTS

>AY188370.1 Metschnikowia sp. M-040.2p internal transcribed spacer 1, partial
sequence; 5.8S ribosomal RNA, internal transcribed spacer 2, complete sequence;
and 26S ribosomal RNA, partial sequence

Length=893

Score = 1482 bits (802), Expect = 0.0

Identities = 860/886 (97%), Gaps = 11/886 (1%)

Query 27  GAAGGATCATTAAAAATAAT-TTATACAACACITTTAGGaaaaaaaCACTTAATATTAAT 85
FErrrrrrrrrrrrrr ree terrrrrrr et e e e e et bt e
Sbjct 2 GAAGGATCATTAAAAA-AATATTATACAACACTTTTAGGAAAAAA-CCCTTAAATTTTAT 59

Query 86 TTATCAATCT-AAGTTTaaaaaaaaaCTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGA 144
CETrrrrrrrrr rrerrrerr ettt ettt et e e
Sbijct 60 ATATTAAACTAAAGTTAAAAAAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGA 119

Query 145 TGAAGAACGCAGCGAATTGCGATACGTAATATGACTTGCAGACGTGAATCATTGAATTTT 204

FEErrrrrrrrrrrrr e ettt et e e e e e e e e e e e
Sbjct 120 TGAAGAACGCAGCGAATTGCGATACGTAATATGACTTGCAGACGTGAATCATTGAATTITT 179

Query 205 TGAACGCACATTGCGCCTTAAGGTATTCCTCAAGGCATGCGTGGATGAGCGATATTTACT 264

R R N R R R R R
Sbjct 180 TGAACGCACATTGCGCCTTAAGGTATTCCTCAAGGCATGCGTGGATGAGCGATATTTACT 239

Query 265 CTCAAAC-TTCTAGTTTGGTCTTGTAAC--CTAAATATCAAATGGCTGTAGAATAAGTTT 321

R e RN R R
Sbjct 240 CTCAAACCTTC-GGTTTGGTCTTGTAACCACAAAATATCAAATGGCTGTAGAATAAGITT 298

Query 322 TACACCAACTACTCCTTCCTCATCTTCGTAAGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAT 381

PEEEEErrrrrr et e et e et e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 299 TACACCAACTACTCCTTCCTICATCTTCGTAAGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAT 358

Query 382 AAGCGGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCTCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAG 441

FPEETEEEEEr et e e et e e e e e e e e e et e e e e e
Sbjct 359 AAGCGGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCTCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAAARAG 418

Query 442 CTCAAATTTGAAATCCTCCGGGAATTGTAATTTGAAGGTGGGGTTGAATAGGTCTAGATA 501
Frrrrrrrrrrerrrerrrrrrrrrrrrrr et e e e e e e
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Sbjct 419 CTCAAATTTGAAATCCTCCGGGAATTGTAATTTGAAGGTGGGGTTGAATAGGTCTAGATA 478

Query 502 CTTTAAGTCCATTGGAAAATGGCGCCATGGAGGGTGATAGCCCCGTAAAAGTATTCAAAC 561

Frrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrr e ettt e et e e
Sbjct 479 CTTTAAGTCCATTGGAAAATGGCGCCATGGAGGGTGATAGCCCCGTAAAAGTATTCAAAC 538

Query 562 CTTCTTTTCTTCCCCTCCTAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGT 621

Frrrrrrrrrrrreerrrrrrrrrrr e ettt e et e e
Sbjct 539 CTTCTTTTCTTCCCCTCCTAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGT 598

Query 622 AAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGA-CCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGG 680

Frrrrrrrrrrrreerrrrrrerrrr e et trrrrrr e e e
Sbjct 599 AAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGG 658

Query 681 AAAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAG 740

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrr et et e e e et r e e e e e e
Sbjct 659 AAAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAG 718

Query 741 GGCTTGCAAGCAGACACAACCTCGGTTGGGCCAGCATCGGAGTGGGGGGAGACAAAAAAG 800

Frrrrrrrrrrrreerrrrrrrrrrr e ettt e e e
Sbjct 719 GGCTTGCAAGCAGACACAACCTCGGTTGGGCCAGCATCGGAGTGGGGGGAGACAAAAAAG 778

Query 801 GTTAGGAATGTAGCTCCCTTTAGAGTATTATATCCTAGCCCTATATCTCCATCCCCTTCC 860

Frrrrrrerrreerrr rrrrrrrrrr et e e trrr e e e
Sbjct 779 GTTAGGAATGTAGCTCA-TCTCGAGTATTATATCCTGGCCCTATATCTCCACCCCCTTCC 837

Query 861 GAGGCCTGCGATTCTTCAAGGATGCTGGCGTAATGGTTGCAAGTCG 906

FEErrrrrrrrrrrrrrrr et et e e e e e et
Sbjct 838 GAGGCCTGCGATTCTTCAAGGATGCTGGCGTAATGGTTGCAA-TCG 882

Linhagem: SMO09
MF420378.1 Zygosaccharomyces siamensis

Reference: Zheng Zhang, Scott Schwartz, Lukas Wagner, and
Webb Miller (2000), "A greedy algorithm for aligning DNA
sequences", J Comput Biol 2000; 7(1-2):203-14.

Reference for database indexing: Aleksandr Morgulis, George
Coulouris, Yan Raytselis, Thomas L. Madden, Richa Agarwala,
Alejandro A. Schaffer (2008), "Database Indexing for
Production MegaBLAST Searches", Bioinformatics 24:1757-1764.

ALIGNMENTS

>MF420378.1 Zygosaccharomyces siamensis  strain  FM2-2 268 ribosomal RNA
gene,partial sequence

Length=591

Score = 1046 bits (566), Expect = 0.0

Identities = 568/569 (99%), Gaps = 0/569 (0%)

Strand=Plus/Plus

Query 504 GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACCAACCGGGATTGCCTTAGTAACGGCGAGTGAA 563

PEEEErrr e rrrrrrerererererer e e e e e e e e e e e e
Sbjct 4 GCATATCAATAAGCGGAGGAARAGAARACCAACCGGGATTGCCTTAGTAACGGCGAGTGAA 63

Query 564 GCGGCAAGAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACCATTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGA 623

FEEEEEEEEr et rr e et et et e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 64 GCGGCAAGAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACCATTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGA 123

Query 624 GAGCGATTCTGGGGCTGGCGCTTGCCTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGA 683

FEEEEEEEEr e et e et e et e e e e e e e e e e e
Sbjct 124  GAGCGATTCTGGGGCTGGCGCITGCCTATGTTCCTTGGAACAGGACGICATAGAGGGTGA 183

Query 684  GAACCCCGIGAGGCGAGATGTACCAGITCTITTGTAGAGCGCTCTCGAAGAGICGAGTITGT 743
FEEEEEEEEr e et e et e et e e e e e e e e e e e e
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Sbjct 184 GAACCCCGTGAGGCGAGATGTACCAGTTCTTTGTAGAGCGCTCTCGAAGAGTCGAGTTGT 243

Query 744 TTGGGAATGCAGCTCTAAGAGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATACAGGCGAGAGA 803

FErrrrrrrrrrrrrrrr et r e e e e et e e e e e e e e e
Sbjct 244  TTGGGAATGCAGCTCTAAGAGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATACAGGCGAGAGA 303

Query 804 CCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAA 863

FEErrrrrrrrrrrrrrr et e e e e e e e e e e e e
Sbjct 304  CCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAA 363

Query 864 AGGACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGTGCCCCTC 923

FErrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrr e e rrr et e e e
Sbjct 364 AGGACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGTGCCCCTC 423

Query 924 GCTCCTCGTGGGTGGGGGAATCTCGCAGCTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGTGGCAGG 983

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrr et et e e e e e e e e e
Sbjct 424  GCTTCTCGTGGGTGGGGGAATCTCGCAGCTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGTGGCAGG 483

Query 984 AGAAAGCCTCGGGAATGTGACTCTTGCCTTTTTGGCGGGGGTGTTATAGCCCGAGGGGAA 1043

FEErrrrrrrrrrrr e et rr e e e et e e e e e e e e e
Sbjct 484  AGAAAGCCTCGGGAATGTGACTCTTGCCTTTTTGGCGGGGGTGTTATAGCCCGAGGGGAA 543

Query 1044 TACTGCCAGCCGGGACTGAGGTATGCGAC 1072

FEEEEEEEErr e et et
Sbjct 544  TACTGCCAGCCGGGACTGAGGTATGCGAC 572

Linhagem: SM10
KC111446.1 Hanseniaspora opuntiae

Reference: Zheng Zhang, Scott Schwartz, Lukas Wagner, and Webb Miller (2000), "A
greedy algorithm for aligning DNA sequences", J Comput Biol 2000; 7(1-2):203-14.
Reference for database indexing: Aleksandr Morgulis, George Coulouris, Yan
Raytselis, Thomas L. Madden, Richa Agarwala, Alejandro A. Schaffer (2008),
"Database Indexing for Production MegaBLAST Searches", Bioinformatics 24:1757-
1764.

ALIGNMENTS

>KC111446.1 Hanseniaspora opuntiae strain JEY269 18S ribosomal RNA gene, partial

sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal

transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial

sequence

KC111447.1 Hanseniaspora opuntiae strain JEY270 18S ribosomal RNA gene,partial

sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal

transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial

sequence

Length=1964

Score = 2468 bits (1336), Expect = 0.0
=1

Identities = 1339/1340 (99%), Gaps /1340 (0%)

Query 8 TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAGATTGAATTATCATTGTTGCTCGAGTTCTT 67
PEEEEEEr e rrrrrrere e e rer e e e e e e e e e e e

Sbjct 1 TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAGATTGAATTATCATTGTTGCTCGAGTTCTT 60

Query 68 GTTTAGATCTTTTACAATAATGTGTATCTTTATTGGAGATGTGCGCTTAATTGCGCTGCT 127
PEEEErrr e rrrrerererererer e e e e e e e e e e e e

Sbjct 61 GTTTAGATCTTTTACAATAATGTGTATCTTTATTGGAGATGTGCGCTTAATTGCGCTGCT 120

Query 128 TCATTAGAGTGTCGCAGTAGAAGTAGTCTTGCTTGAATCTCAGTCAACGTTTACACACAT 187

FEEEEEEErr e et e et e et e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 121  TCATTAGAGTGTCGCAGTAGAAGTAGICTTGCTTGAATCTCAGTCAACGTTITACACACAT 180

Query 188 TGGAG-TTTTTTACTTTAATTTAATTCTTTCTGCTTTGAATCGAAAGGTTCAAGGCcaaaa 246

FEEEE Trrr e et e e e et e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 181  TGGAGITTTTITACTTTAATTTIAATTCTTTCTGCTTTGAATCGAAAGGTTCAAGGCAAAA 240
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Sbijct
Query

Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbijct

Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct

Query

247

241
307

301

367

361

427

421

487

481

547

541

607

601

667

661

727

721

787

781

847

841

907

901

967

961

1027

1021

1087

1081

1147

1141

1207

aacaaacacaaacaattttattttattataattttttaaactaaaccaaaattcctaacg
FEErrrrrrrrrrrrrerrrer e et e et et et e
AACAAACACAAACAATTTTATTTTATTATAATTTTTTAAACTAAACCAAAATTCCTAACG
gaaattttaaaataatttaaaactttCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAA

Frerrrrrrrrrerrrrrrrrr et r et e et e e e e e e e e e
GAAATTTTAAAATAATTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAA

GAACGTAGCGAATTGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGATACTCGTGAATCATTGAATTTT

FEErrrrrrrrrrrr et et r et e e e e e e e e e e e e e
GAACGTAGCGAATTGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGATACTCGTGAATCATTGAATTTT

TGAACGCACATTGCGCCCTTGAGCATTCTCAAGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCCT

FEEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
TGAACGCACATTGCGCCCTTGAGCATTCTCAAGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCCT

TCTCAAAAGATAALtttttattttttGGTTGTGGGCGATACTCAGGGTTAGCTTGAAATT

FEErrrrrrrrrrrrr et rr e e et e e e e e e e e e
TCTCAAAAGATAATTTTTTATTTTTTGGT TGTGGGCGATACTCAGGGTTAGCTTGAAATT

GGAGACTGTTTCAGTCTTTTTTAATTCAACACTTAGCTTCTTTGGAGACGCTGTTCTCGC

FEErrrrrrrrrrrrr et rr e e et e e e e e e e e e
GGAGACTGTTTCAGICTTTTTTAATTCAACACTTAGCTTCTTTGGAGACGCTGTTCTCGC

TGTGATGTATTTATGGATTTATTCGTTTTACTTTACAAGGGAAATGGTAATGTACCTTAG

FEEEErrrrrrrrr e ettt e e e e e e e e e e e e
TGTGATGTATTTATGGATTTATTCGTTTTACTTTACAAGGGAAATGGTAATGTACCTTAG

GCAAAGGGTTGCTTTTAATATTCATCAAGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGATTACCCGCT

FEEEEErrrrrr et e et et e e e e e e e e e e e
GCAAAGGGTTGCTTTTAATATTCATCAAGTTTGACCTCAAAT CAGGTAGGATTACCCGCT

GAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACCAACTGGGATTACCTTAGTAACGG

FEEEEEErrrrrrr e ettt e e e e e e e e e e e
GAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACCAACTGGGATTACCTTAGTAACGG

CGAGTGAAGCGGTAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACTTTCAGTGCCCGAGTTGTAAT

FEEEEEErrrrr et e et e e e e e e e e e e e e
CGAGTGAAGCGGTAARAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACTTTCAGTGCCCGAGTTGTAAT

TTGTAGAATTTGTCTTTGATTAGGTCCTTGTCTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGA

FEEEEEErrrr et et e e e e e e e e e e e e e
TTGTAGAATTTGTCTTTGATTAGGTCCTTGTCTATGTTCCTTGGAACAGGACGT CATAGA

GGGTGAGAATCCCGTTTGGCGAGGATACCTTTTCTCTGTAAGACTTTTTCGAAGAGTCGA

FEErrrrrrrrrerr e e et et rr e e e e e e e
GGGTGAGAATCCCGTTTGGCGAGGATACCTTTTCTCTGTAAGACTTTTTCGAAGAGTCGA

GTTGTTTGGGAATGCAGCTCAAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCG

FEEEEEEErr e et e et e e e e e e e e e e e e e e
GTTGTTTGGGAATGCAGCTCAAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTARATATTGGCG

AGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGT

PEETEEEE R e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
AGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTT TGAAAAGAGAGT

GAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTTTGC

FEEEEEEErr e e et e et e et e e e e e e e e e e e e e r e
GAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGACATGGTGTTITTITGC

ATGCACTCGCCTCTCGTGGGCTTGGGCCTCTCAAAAATTTCACTGGGCCAACATCAATTC

FEEEEEEErr e e et e et e et e e e e e e e e e e e e e r e
ATGCACTCGCCTCTCGTGGGCTIGGGCCTCTCAAAAATTTCACT GGGCCAACATCAATTC

TGGCAGTAGGATAAATCATTAAGAATGTAGCTACCTCGGTAGTIGTTATAGCTTATTGGAA
FEEEEEEEEr e et e et e et e e e e e e e e e e e e

61

306

300
366

360
426
420
486
480
546
540

606

666
660
726
720
786

780

846
840
906
900
966
960
1026
1020
1086
1080
1146
1140
1206
1200

1266
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Sbjct 1201 TGGCAGTAGGATAAATCATTAAGAATGTAGCTACCTCGGTAGTGTTATAGCTTATTGGAA 1260

Query 1267 TACTGCTAGCTGGGATTGAGGACTGCGCTTCGGCAAGGATGTTGGCATAATGGTTAAATG 1326

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e ettt et e e e e
Sbjct 1261 TACTGCTAGCTGGGATTGAGGACTGCGCTTCGGCAAGGATGTTGGCATAATGGTTAAATG 1320

Query 1327 CCGCCCGTCTTGAAACACGG 1346

FEEEEEEEEEr et
Sbjct 1321 CCGCCCGTCTTGAAACACGG 1340

Database: Nucleotide collection (nt)
Posted date: Jun 5, 2018 11:03 PM

Linhagem: SMl11l
DQ104714.1 Pichia manshurica

Reference: Zheng Zhang, Scott Schwartz, Lukas Wagner, and Webb Miller (2000), "A
greedy algorithm for aligning DNA sequences", J Comput Biol 2000; 7(1-2):203-14.

Reference for database indexing: Aleksandr Morgulis, George Coulouris, Yan
Raytselis, Thomas L. Madden, Richa Agarwala, Alejandro A. Schaffer (2008),
"Database Indexing for Production MegaBLAST Searches", Bioinformatics 24:1757-
1764.

ALIGNMENTS

>DQ104714.1 Pichia manshurica strain CBS 209 18S ribosomal RNA gene, partial
Sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomalRNA gene, and internal
transcribed spacer 2, complete sequence; and 26S ribosomal RNA gene, partial
sequence

Length=1023

Score = 1792 bits (970), Expect = 0.0

Identities = 1012/1030 (98%), Gaps = 11/1030 (1%)

Query 11 TCCGTA-GGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACTGTGAATTAACTTCCACACATGCGTGAG 69
Sbjct 1 TCCGTAGGOTGAACCTGCGGAAGCATCATTACTGTGAATTAACTICCACACATGCGIGAG 60
Query 70 CGCACAAAACACATAAACCGTGAGTAATTTTAGTCGAAACTTGaaaaaaaaaTACAAAAC 129
Sbjct 61  COCACAARACACATARACCGIGACTAATTTITGICGAAACTICAAAAAMAAATACAMAAC 120

Query 130  TTTCAACAACGGATCICTTIGGTTCTCGCATCGATGAAGAGCGCAGCGAAATGCGATACCT 189
FEEEEEErrrr et et e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 121  TTTCAACAACGGATCTCTTGGITCTCGCATCGATGAAGAGCGCAGCGAARATGCGATACCT 180

Query 190 AGTGTGAATTGCAGCCATCGTGAATCATCGAGTTCTTGAACGCACATTGCGCCCGTCGGT 249

PEETEEEE R rr e e e e e e e rr e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 181  AGTGTGAATTGCAGCCATCGTGAATCATCGAGTTCITGAACGCACATTGCGCCCGTCGGT 240

Query 250 ATTCCGGCGGGCATGCCTGTCTGAGCGTCGTTTCCTTCTTGGAGTCTTCTCTTTTGAG-A 308

T I A B
Sbjct 241  ATTCCGGCGGGCATGCCTIGTICTGAGCGTCGTTTCCTTCTTGGA-ACTT-TTGTTAAAGAA 298

Query 309 AGATGCCAGAGTTGGCCGTGCCACTGGCCCGGCCGAAAAGAAACGTTGCGGACGAAGCGA 368

PEEE L et e et e et e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 299  AGAT-CCAGAGCTGGCCGTGCCACTGGCCCGGCCGAAAAGAAACGITGCGGACGAAGCGA 357

Query 369 ACGTACATCGGGACGCTTTGGCCGCCGAGCGAAA--ATATCATTGAGCTCGACCTCAGAT 426

FEorrrrrrrrrrrrrrrrrrerrerrre e et e e b e e e e
Sbjct 358  AC-TACATCGGGACGCITTGGCCGCCGAGCGAAAATATATCATTGAGCTCGACCTCAGAT 416

Query 427 CAGGTAGGAGTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACCAACAG 486

PEETETEE TR e e e e e e e FEETEEEEEE e
Sbjct 417  CAGGTAGGAGTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGC---GGAAAAGAAACCAACAG 473



Query 487
Sbjct 474
Query 547
Sbjct 534
Query 607
Sbjct 594
Query 667
Sbjct 654
Query 727
Sbjct 714
Query 787
Sbjct 774
Query 847
Sbjct 834
Query 907
Sbjct 894
Query 967
Sbjct 954
Query 1027
Sbjct 1014
Database:

Posted date:

GGATTGCCCCAGTAGCGGCGAGTGAAGCGGCAAGAGCTCAGATTTGAAATCGTGTTTCGG

Frrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrr e et r et r e
GGATTGCCCCAGTAGCGGCGAGTGAAGCGGCAAGAGCTCAGATTTGAAATCGTGTTTCGG

CACGAGTTGTAGAGTGTAGGCGGGAGTCTCTGTGGAGCGCGGTGTCCAAGTCCCTTGGAA

Frrrrrrrrrrrrrrerrrrrrerrrrr e ettt et r e
CACGAGTTGTAGAGTGTAGGCGGGAGTCTCTGTGGAGCGCGGTGTCCAAGTCCCTTGGAA

CAGGGTGCCTGAGAGGGTGAGAGCCCCGTAGGGTGCTGCGCGAAGCTTTTGAGGCCCTGC

Frrrrrrrrrrrrreerrrrrrerrrrr e ettt e
CAGGGTGCCTGAGAGGGTGAGAGCCCCGTAGGGTGCTGCGCGAAGCTTTTGAGGCCCTGC

TGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCCAAGCGGGTGGTAAATTCCATCTAAGGCT

FEErrrrrrrrrrrrrrr et et e et et e e e e e e e e e
TGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCCAAGCGGGTGGTAAATTCCATCTAAGGCT

AAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACTGTGAAGGAAAGATGAAAAGCACTTT

FEErrrrrrrrrrrrr et rr e e et e e e e e e e e e
AAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACTGTGAAGGAAAGAT GAAAAGCACTTT

GAAAAGAGAGTGAAACAGCACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGTATTGGGCTCGACATG

FEEEEErrrrrr et e et et e e e e e e e e e e e
GAAAAGAGAGTGAAACAGCACGTGAAATTGT TGAAAGGGAAGGGTATTGGGCTCGACATG

GGGGGTGCGCACCGCTGTCTCTTGTAGGCGGCGCTCTGGGCGCCCTCTGGGCCAGCATCG

N
GGGGGTGCGCACCGCTGTCTCTTGTAGGCGGCGCTCTGGGCGCCCTCTGGGCCAGCATCG

GTTCCTGCTGCGGGAGAAGGGGCTCCGGAAAGTGGCTCTTCGGAGTGTTATAGCCGGGGC

FEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrr e e et e
GTTCCTGCTGCGGGAGAAGGGGCTCCGGAAAGTGGCTCTTCGGAGTGTTATAGCCGGGGC

CAGATGCCGCGTGTGGGGACCGAGGACTGCGGCTTCTGTCTCGGATGCTGGCATAACGGC

FEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e et e e ettt e e
CAGATGCCGCGTGTGGGGACCGAGGACTGCGGCTTCTGTCTCGGATGCTGGCATAACGGC

GCAATACCGC 1036

FEEEETETT
GCAATACCGC 1023

Nucleotide collection (nt)

Jun 7, 2018 5:03 AM

63

546
533
606
593
666
653
726
713
786
773
846

833

906
893
966
953
1026

1013

Alinhamento: SM12
JX188199.1 Pichia kluyveri

Reference:

Webb Miller

sequences",

Zheng Zhang, Scott Schwartz, Lukas Wagner, and
(2000) , "A greedy algorithm for aligning DNA
J Comput Biol 2000; 7(1-2):203-14.

Reference for database indexing: Aleksandr Morgulis, George
Coulouris,

Alejandro A.

Yan Raytselis, Thomas L. Madden, Richa Agarwala,

Schaffer (2008), "Database Indexing for

Production MegaBLAST Searches", Bioinformatics 24:1757-1764.

ALIGNMENTS
>JX188199.1 Pichia kluyveri strain P40A003 internal transcribed spacer 1,
partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed

spacer 2,
RNA gene,

Length=939

complete sequence; and large subunit ribosomal
partial sequence



Score

Identities

= 1720 bits (931, Expect = 0.0

= 935/937 (99%), Gaps = 0/937 (0%)

Strand=Plus/Plus

Query
Sbijct
Query

Sbijct
Query

Sbijct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query

Sbijct

14

74

61
134

121

181

254

241

314

301

374

361

434

421

481

554

541

614

601

674

661

734

721

781

854

841

914

901

ATATCTTATACACATGCGTGAGCGCACCAAACACCTAAAATTGTAATACTACCAGTCACT

FErrrrrrrrrrrrrrrerrrrrr et et e e e e e e e e
ATATCTTATACACATGCGTGAGCGCACCAAACACCTAAAATTGTAATAATACCAGTCACT

AAGTTTTAACAAAACAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAG
FErrrrrrrrrrrrrrrrrrr et et e e et r e e e e e e
AAGTTTTAACAAAACAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAG
CGCAGCGAAATGCGATACCTAGTGTGAATTGCAGCCATCGTGAATCATCGAGTTCTTGAA

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrr et et e et e et e e e e e e e
CGCAGCGAAATGCGATACCTAGTGTGAATTGCAGCCATCGTGAATCATCGAGTTCTTGAA

CGCACATTGCGCCCCATGGTATTCCATGGGGCATGCCTGTCTGAGCGTCGTTTCCTTCTT

FEErrrrrrrrerrrrrrrrrrerrrererrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrnd
CGCACATTGCGCCCCATGGTATTCCATGGGGCATGCCTGTCTGAGCGTCGTTTCCTTCTT

GCGCAAGCAGAGTTGAGAACAGGCTATGCCTTTTTCGAAATGGAACGTCGTGGACGAAGT

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrr et et e e e et r e e e e e e
GCGCAAGCAGAGTTGAGAACAGGCTATGCCTTTTTCGAAATGGAACGTCGTGGACGAAGT

GAACTAAATTTTTAGCACGCTTTGGCCGCCGAACTTTTAACTAAGCTCGACCTCAGATCA

Frrrrrrrrrrrerrrrerrrrrr e e e e e e e e e r e
GAACTAAATTTTTAGCACGCTTTGGCCGCCGAACTTTTAACTAAGCTCGACCTCAGATCA

GGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACCAACAGGG

Frrrrrrrrrreerrrrrrrrrrrrerrr e et e et e e e
GGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACCAACAGGG

ATTGCCTCAGTAGCGGCGAGTGAAGCGGCAAGAGCTCAGATTTGAAATCTCACCTAGTGT

FEErrrrrrrrrrrrr e et e e et e e e e e e e e e et e e
ATTGCCTCAGTAGCGGCGAGTGAAGCGGCAAGAGCTCAGAT TTGAAATCTCACCTAGTGT

GCGAGTTGTAAATTGCAGGTTGGAGTCTCGGGTTAGACGTGTGTGCAAGTCCCTTGGAAC

FEErrrrrrrrrrrrr e et e e et e e e e e e e e e et e e
GCGAGTTGTAAATTGCAGGTTGGAGT CTCGGGTTAGACGTGTGTGCAAGTCCCTTGGAAC

AGGGTGCCACTGAGGGTGAGAGCCCCGTAGCGTGCATGTCGACACCTGTGAGGCCCTTCT

FErrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrr et e e b e e e e e e
AGGGTGCCACTGAGGGTGAGAGCCCCGTATCGTGCATGTCGACACCTGTGAGGCCCTTCT

GACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAGGCTA

FEErrrrrrrrrrrrr e ettt et e e e e e e e e e e e
GACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAGGCTA

AATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACTGTGAAGGAAAGATGAAAAGCACTTTG

R R N R R R R R
AATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACTGTGAAGGAAAGATGAAAAGCACTITG

AAAAGAGAGTGAAACAGCACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGTATTGGGCTCGACATGG

R R R R R R R
AAAAGAGAGTGAAACAGCACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGTATTGGGCTCGACATGG

GATTTACGCATCGTTGCCTCTCGTGGGCGGCGCTCTGGGTTTTTCCTGGGCCAGCATCGG

PEEEEErrrr et e e e et e et e e e e e e e e e e e e e e
GATTTACGCATCGTTGCCTICTCGTIGGGCGGCGCTCTGGGTTTTTCCTGGGCCAGCATCGG

TTTTCGTTGCAGGATAAGGACAATTGGAATGTGGCTCCTCGGAGTGTTATAGCCTTTTGT

PEEEEEEE e e et e e e e e e e e e e e e e e
TTTTCGTTGCAGGATAAGGACAATTGGAATGTGGCTCCTCGGAGTGTTATAGCCTTTTGT

AGATGCTGCGTATGGGGACCGAGGGCTGCGGCGGACT 950

PEETTEEEEE et et e et e e e
AGATGCTGCGTATGGGGACCGAGGGCTGCGGCGGACT 937

73

60

133

120
193

180

253

240

313

300

373

360

433

420

493

480

553

540

613

600

673

660

733

720

793

780

853

840

913

900

64
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Database: Nucleotide collection (nt)
Posted date: Jun 7, 2018 5:03 AM

Linhagem: SM13
KT282395.1 Trichosporon asahii

Reference: Zheng Zhang, Scott Schwartz, Lukas Wagner, and Webb Miller (2000), "A

greedy algorithm for aligning DNA sequences", J Comput Biol 2000; 7(1-2):203-14.

Reference for database indexing: Aleksandr Morgulis, George Coulouris, Yan

Raytselis, Thomas L. Madden, Richa Agarwala, Alejandro A. Schaffer (2008),

"Database Indexing for Production MegaBLAST Searches", Bioinformatics 24:1757-

1764.

>KT282395.1 Trichosporon asahii strain AP.MSU6 18S ribosomal RNA gene, partial

sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S5 ribosomal RNA gene, and internal

transcribed spacer 2, complete sequence; and 285 ribosomal RNA gene, partial

sequence

Length=1659

Score = 2139 bits (1158), Expect = 0.0
=1

Identities = 1165/1168 (99%), Gaps /1168 (0%)

Query 1 GTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAGTGATTGCCTTTATAGGCT 60
FEErrrrrrrrrerrrrrrerr et e et et e e e e e

Sbjct 69 GTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAGTGATTGCCTTTATAGGCT 128

Query 61 TATAACTATATCCACTTACACCTGTGAACTGTTCTACTACTTGACGCAAGTCGAGTATTT 120

FErrrrrrrrrrrrrrerrrrr et rr et e e e e e e e
Sbjct 129  TATAACTATATCCACTTACACCTIGTGAACTGTITCTACTACTTGACGCAAGTCGAGTATTT 188

Query 121 TTACAAACAATGTGTAATGAACGTCGTTTTATTATAACAAAATAAAACTTTCAACAACGG 180

FEEEEEErrrrrrr e et e e e e e e e e e e e e
Sbjct 189  TTACAAACAATGTGTAATGAACGTCGTTTTATTATAACAAAATAAAACTTTCAACAACGG 248

Query 181 ATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATAAGTAATGTGAATTGC 240

FEEEEEErrrrr et e et e e e e e e e e e e e e
Sbjct 249  ATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATAAGTAATGTGAATIGC 308

Query 241 AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCAGCTTGCGCTCTCTGGTATTCCGGAGAG 300

FEEEEEErrrrr et e et e e e e e e e e e e e e
Sbjct 309  AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCAGCTTGCGCTCTCTGGTATTCCGGAGAG 368

Query 301  CATGCCTGTTTCAGIGTCATGAAATCTCAACCACTAGGGTTTCCTAATGGATTGGATITG 360
FEEEEEErrrr et et e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 369  CATGCCTGTTTCAGTGTCATGAAATCTCAACCACTAGGGTTTCCTAATGGATTIGGATTTG 428

Query 361  GGCGTCTGCGATTTCTIGATCGCTCGCCTTAAAAGAGTTAGCAAGTTTGACATTAATGICT 420
FEEEEEErrrrr et ettt et e e e e e e e e e
Sbjct 429  GGCGTCTGCGATTTCTGATCGCTCGCCTTAAAAGAGTTAGCAAGTTTGACATTAATGTCT 488

Query 421 GGTGTAATAAGTTTCACTGGGTCCATTGTGTTGAAGCGTGCTTCTAATCGTCCGCAAGGA 480

PEEEEEErrr e rrrrerererererr e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 489  GGTGTAATAAGTTTCACTGGGTICCATTGTGTTGAAGCGTGCTTCTAATCGTCCGCAAGGA 548

Query 481 CAATTAC-TTGACTCTGGCCTGAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCA 539

PEEEEEE brrrrrrrrrrrrrerere e et e e e e e e e e e e e e
Sbjct 549  CAATTACTTTGACTCTGGCCTGAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCA 608

Query 540 ATAAGCGGAGGAAAAGAAACTAACAAGGATTCCCCTAGTAACGGCGAGTGAAGCGGGAAG 599

FEEEEEEErr e e et e et e et e e e e e e e e e e e e e r e
Sbjct 609  ATAAGCGGAGGAAAAGAAACTAACAAGGATTCCCCTAGTAACGGCGAGTGAAGCGGGAAG 668

Query 600 AGCTCAAATTTGAAATCTGGCAGTCTTCGATTGTCCGAGTTGTAATCTATAGAGGCGTTT 659

FEEEEEEErr e e e et et e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 669  AGCTCAAATTTIGAAATCTGGCAGTCTTCGATTGTCCGAGITGTAATCTATAGAGGCGTIT 728
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Query 660 TCCGTGCCGGACCGTGTCCAAGTCTCCTGGAAAGGAGTATCAAAGAGGGTGATAATCCCG 719

Frrrrrrrrrrrrrerrrrrrrerrerrrrerrr et e e e
Sbjct 729 TCCGTGCCGGACCGTGTCCAAGTCTCCTGGAAAGGAGTATCAAAGAGGGTGATAATCCCG 788

Query 720 TACTTAACACGACCACCGGTGCTCTGTGATACGTCTTCTACGAGTCGAGTTGTTTGGGAA 779

Frrrrrrrrrrrrrerrrrrrrerrrrrrrr et e e et et
Sbjct 789 TACTTAACACGACCACCGGTGCTCTGTGATACGTCTTCTACGAGTCGAGTTGTTTGGGAA 848

Query 780 TGCAGCTCAAAATGGGTGGTGAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAG 839

Frrrrrrrrrrrrrrerrrrrrerrrrr e ettt et r e
Sbjct 849 TGCAGCTCAAAATGGGTGGTGAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAG 908

Query 840 CGAACAAGTACCGTGAGGGAAAGATGAAAAGCACTTTGGAAAGAGAGTTAAACAGTACGT 899

FEErrrrrrrrrrrr et et r et e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 909  CGAACAAGTACCGTGAGGGAAAGATGAAAAGCACTTTGGAAAGAGAGTTAAACAGTACGT 968

Query 900 GAAATTGTTGAAAGGGAAACGATTGAAGTCAGTCGTGTTCTTTGGATTCAGCCAGTTCTG 959

FEErrrrrrrrrrrrr et rr e e et e e e e e e e e e
Sbjct 969  GAAATTGTTGAAAGGGAAACGATTGAAGTICAGICGTGTTCTTTGGATTCAGCCAGTTCTG 1028

Query 960 CTGGTCTACTTCCTTGGAACGGGTCAACATCAGTTTTGTCCGGTGGATAAAGGTAGTAGG 1019

FErrrrrrrrrrrrrrrrr et e e e et e et e et e
Sbjct 1029 CTGGTCTACTTCCTTGGAACGGGTCAACATCAGTTTTGTCCGGCGGATAAAGGTAGTAGG 1088

Query 1020 AATGTGACTTCTCCGGAAGTGTTATAGCCTATTATCACATACACTGGGTGAGACTGAGGA 1079

FEEEErrrrrrrrr e ettt e e e e e e e e e e e e
Sbjct 1089 AATGTGACTTCTCCGGAAGTGTTATAGCCTATTATCACATACACTGGGTGAGACTGAGGA 1148

Query 1080 CTGCAGCTCGCCTTTATGGCCGGCCTTCGGGCACGTTCGAGCTTAGGATGTTGACATAAT 1139

FEEEEErrrrrrrr e ettt e et e e e e e e e e e e
Sbjct 1149 CTGCAGCTCGCCTTTATGGCCGGCCTITCGGGCACGTTCGAGCTTAGGATGTTGACACAAT 1208

Query 1140 GGCTTTAAACGACCCGTCTTGAAACACG 1167

FEEEEEEEErr e
Sbjct 1209 GGCTTTAAACGACCCGTCTTGAAACACG 1236

Linhagem: SM14
KC111448.1 Kodamaea ohmeri

Reference: Zheng Zhang, Scott Schwartz, Lukas Wagner, and Webb Miller (2000), "A
greedy algorithm for aligning DNA sequences", J Comput Biol 2000; 7(1-2):203-14.
Reference for database indexing: Aleksandr Morgulis, George Coulouris, Yan
Raytselis, Thomas L. Madden, Richa Agarwala, Alejandro A. Schaffer (2008),
"Database Indexing for Production MegaBLAST Searches", Bioinformatics 24:1757-
1764.

>KC111448.1 Kodamaea ohmeri strain JEY182 18S ribosomal RNA gene, partial

sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal

transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial

sequence

Length=1535

Score = 1672 bits (905, Expect = 0.0
=1

Identities = 914/918 (99%), Gaps /918 (0%)

Query 2 TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAACATAATATTCTTACACACTGtttttttAC 61
FEEErrrrrrrrrrrrrr ettt ettt et et et el

Sbjct 1 TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAACATAATATTCTTACACACTGTTTTTTTAC 60

Query 62 AACAAAACAAACATATCTAATCTATAAATCTACGTTTTAAAATTCTTAAAACTTTCAACA 121

PEEEErrrerr rrrrr e et e et e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 61  AACAAAACAAATCTATCTAATCTATAAATCTACGTTTTAAAATTCTTAAAACTTTCAACA 120

Query 122 ACGGATCTICTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATACGAA 181
FErrrrrrrrrerrrrrrrrrrrr et et e e e e e e e e
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Sbjct 121 ACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATACGAA 180

Query 182 TCGCAGCTCTCGGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCACCATTGGGTATTCCCAAT 241

FErrrrrrrrrrrrrrrrr et et e et et e e e e e e e e e
Sbjct 181 TCGCAGCTCTCGGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCACCATTGGGTATTCCCAAT 240

Query 242 GGTATGCTTGTTTGAGCGAATACTTCCCTAATCCTCACGGATTGTATTGTGTTTGCACGA 301

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrr et et e et e et e e e e e e e
Sbjct 241 GGTATGCTTGTTTGAGCGAATACTTCCCTAATCCTCACGGATTGTATTGTGTTTIGCACGA 300

Query 302 AAATAATGACGACAGTACTCTACAAAACGGTACCGTCAGTACGCTCAtttttttttCCTC 361

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr et et e e e ettt trrr e
Sbjct 301 AAATAATGACGACAGTACTCTACAAAACGGTACCGTCAGTACACTCA-TTTTTTTTCCTC 359

Query 362 AAATCAAGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACCA 421

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrr et et e e e et r e e e e e e
Sbjct 360 AAATCAAGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACCA 419

Query 422 ACAGGGATTGCCTCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCCCCCC 481

FErrrrrerrrrrrrrrrrrr et et e e et e e e e e e e
Sbjct 420 ACAGGGATTGCCTCAGTAACGGCGAGTIGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCCCCCC 479

Query 482 GGGGAGTTGTAATTTGAAGATTGCGTCTTGGAGGCGACCGTGTCTATGTTCCTTGGAACA 541

FErrrrrrrrrrerrrerrrrrrr e et e et e e e e e e e e
Sbjct 480 GGGGAGTTGTAATTTGAAGATTGCGTCTTGGAGGCGACCGTGTCTATGTTCCTTGGAACA 539

Query 542 GGACGTCACAGAGGGTGAGAATCCCGTGCGGCACGGCCCCCGGCTCCTTATAAGGCGCTC 601

FErrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrr e e e ettt e et e
Sbjct 540 GGACGTCACAGAGGGTGAGAATCCCGTGCGGCACGGCCCCCGGCTCCTTATAAGGCGCTC 599

Query 602 TCGACGAGICGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCAAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGC 661
FEErrrrrrrrrrrrr e et e e et e e e e e e e e e et e e
Sbjct 600 TCGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCAAAGTGGGTGGTARATTCCATCTARAGC 659

Query 662 TAAATACAGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGCACTT 721
FEErrrrrrrrrrrrr e et e e et e e e e e e e e e et e e
Sbjct 660 TAAATACAGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGCACTT 719

Query 722 TGAAAAGAGAGTGAAACAGCACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATGCCGTCAGATTG 781

FEEErrrrrrrrrr et ettt e e e e e et e e e e e e
Sbjct 720 TGAAAAGAGAGTGAAACAGCACGIGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATGCCGTCAGATIG 779

Query 782 TCAGTGTGGGTAAGAAGCGGGGTACAAAGACTGTGGAACGTGGCCCTCGGGTGTTATAGC 841

FEErrrrrrrrrrrrr e ettt et e e e e e e e e e e e
Sbjct 780 TCAGTGTGGGTAAGAAGCGGGGTACAAAGACTGTGGAACGTGGCCCTCGGGTGTTATAGC 839

Query 842 CGCAGTTCATGCCCCGTCTCTTTCCGAGGCCTGCTTTGAGGACACCGACGTAATGACGGT 901

R R N R R R R R
Sbjct 840 CGCAGTTCATGCCCCGICTCTITTICCGAGGCCTGCTTTGAGGACACCGACGTAATGACGGT 899

Query 902 ACGCCGCCCGTCTTGAAA 919

RN R RRER RN
Sbjct 900 ACGCCGCCCGICTITGARA 917

Database: Nucleotide collection (nt)
Posted date: May 30, 2018 6:33 AM

Linhagem SM15
FN665418.1 Aureobasidium sp.

Reference for database indexing: Aleksandr Morgulis, George Coulouris, Yan
Raytselis, Thomas L. Madden, Richa Agarwala, Alejandro A. Schaffer (2008),
"Database Indexing for Production MegaBLAST Searches", Bioinformatics 24:1757-
1764.

ALIGNMENTS



>FN665418.1 Aureobasidium sp. RBF-6Cl1 18S rRNA gene (partial), ITS1,
rRNA gene, ITS2 and 26S rRNA gene (partial), isolate RBF-6C1l

FN665419.1 Aureobasidium sp. RBF-8Bl 18S rRNA gene (partial), ITS1,
rRNA gene, ITS2 and 26S rRNA gene (partial), isolate RBF-8Bl
Length=1209

Score =
Identities = 1088/1095 (99%), Gaps = 1/1095 (0%)
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Sbjct
Query
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Sbjct
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Sbijct
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Sbijct
Query
Sbijct
Query

Sbijct

1

13

61

73

121

133

181

193

241

253

301

313

361

373

421

433

481

493

541

552

601

612

661

672

721

732

781

792

1982 bits (1073, Expect = 0.0

AAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAGAGTAA

PEErrrrrrrrrrrr et et e e e e e e e e e e e e
AAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAAAGAGTAA

GGGTGCTCAGCGCCCGACCTCCAACCCTTTGTTGTTAAAACTACCTTGTTGCTTTGGCGG

FEErrrrrrrrrrrr et et et e et e e e e e e e e e e
GGGTGCTCAGCGCCCGACCTCCAACCCTTTGTTGTTAAAACTACCTTGTTGCTTTGGCGG

GACCGCTCGGTCTCGAGCCGCTGGGGATTCGTCTCAGGCGAGCGCCCGCCAGAGTTAAAC

Frerrrrrerr o reerrrrrrrerrrr e e rerrre et rrrrr e e
GACCGCTCGGTTCCGAGCCGCTGGGGATTCGTCCCAGGCGAGTGCCCGCCAGAGTTAAAC

CAAACTCTTGTTATTAAACCGGTCGTCTGAGTTAAAATTTTGAATAAATCAAAACTTTCA

FErrrrrrrrrrrrr terrr e et e et e et e e e e e e e e
CAAACTCTTGTTATTTAACCGGTCGTCTGAGTTAAAATTTTGAATAAATCAAAACTTTCA

ACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGT

FEEErrrrrrrrrr et er et e et e e e e e e e et e e
ACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGT

GAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTC

FEEEEEErrrrrrr et e e e e e e e e e e et e e e e e
GAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTC

CGAGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACACCACTCAAGCTATGCTTGGTATTGGGTGT

FEEEEEErrrrrrr et e e e e e e e e e e et e e e e e
CGAGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACACCACTCAAGCTATGCTTGGTATTGGGTGT

CGTCCTTAGTTGGGCGCGCCTTAAAGACCTCGGCGAGGCCTCACCGGCTTTAGGCGTAGT

FEErrrrrrerrrrrrrrr e e e e et e et r e e
CGTCCTTAGTTGGGCGCGCCTTAAAGACCTCGGCGAGGCCTCACCGGCTTTAGGCGTAGT

AGAATTTATTCGAACGTCTGTCAAAGGAGAGGACTTCTGCCGACTGAAACCTTTTATTTT

FEErrrrrrrrrerrerr e et e e e e e et rerrrrt rrrrrrr
AGAATTTATTCGAACGTCTGTCAAAGGAGAGGACTTCTGCCGATTGAAACC-TTTATTTT

TCTAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGG

PEEEEEE et e e e e e e e e e e e e e e e e e
TCTAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGG

AGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCCTAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAACAGCTCAAA

PEEEEEEr e errrererere et e e e e e e e e e e e e
AGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCCTAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAACAGCTCAAA

TTTGAAAGCTGGCCTTCGGGTCCGCATTGTAATTTGTAGAGGATGCTTTGGGTGAAACGC

PEEEEErrrr et et e e e e e e e e e e e et e e e e e
TTTGAAAGCTGGCCTTCGGGTCCGCATTGTAAT TTGTAGAGGATGCTTTGGGTGAAACGC

CAGTCTAAGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTATGTGACTGGAA

PEEEEErrrr et e e et et et e e e e e e e e e e e e e
CAGTCTAAGTTCCITGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTATGTGACTGGAA

ATGTTAACCTATGTAAAGCTCCTTCGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAAT

PEEEErrrrr e et e et et e e e e e e e e e e e e e e
ATGTTAACCTATGTAAAGCTCCTTCGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAAT
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Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query

Sbijct

841

852

901

912

961

972

1021

1032

1081

1092

GGGAGGTAAATTTCTTCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGCACAAGTAGAG

PEErrrrrrrrrrrr et et r e et e e e e e e e e e e e
GGGAGGTAAATTTCTTCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGCACAAGTAGAG

TGATCGAAAGATGAAAAGCACTTTGGAAAGAGAGTTAAAAAGCACGTGAAATTGTTGAAA

PEErrrrrrrrrrrr et et e e e e e e e e e e e e
TGATCGAAAGATGAAAAGCACTTTGGAAAGAGAGTTAAAAAGCACGTGAAATTGTTGAAA

GGGAAGCGCTTGCAATCAGACTTGTTTAAACTGTTCGGCCGGTCTTCTGACCGGTTTACT

Frrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrr e et et e e
GGGAAGCGCTTGCAATCAGACTTGTTTAAACTGTTCGGCCGGTCTTCTGACCGGTTTACT

CAGTTTGGACAGGCCAGCATCAGTTTCGGCGGCCGGATAAAGGCTCTGGGAATGTGGCCT

Frrrrrrrrrrrrreerrrrrreerrr e rr et e e e
CAGTTTGGACAGGCCAGCATCAGTTTCGGCGGCCGGATAAAGGCTCTGGGAATGTGGCCT

TCACTTCGGTGAAGG 1095

FEEEEEETEErrrn
TCACTTCGGTGAAGG 1106
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971
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1031

1080
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