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1. RESUMO

Mitocdndrias sdo organelas semi-autdnomas responsaveis pela respiragdo celular.
Diversas fontes de evidéncias indicam a origem endossimbidtica dessas organelas, onde
um organismo unicelular teria engolfado um organismo procaridtico, possivelmente uma
a-proteobactéria. Durante a coevolugdo do endossimbionte e sua célula hospedeira,
ocorreu uma redugdo do genoma do endossimbionte, parte dos genes sendo perdida e
parte transferida para o niicleo. A organizacdo e o tamanho do genoma mitocondrial é
bastante varidvel nas diferentes linhagens filogenéticas. O actimulo de dados moleculares
ajuda a esclarecer a origem e evolug@o das mitocondrias.

Até o momento, foram sequenciados os genomas mitocondriais de apenas trés
espécies de Rhodophyta, Chondrus crispus, Cyanidioschyzon merolae e Porphyra
purpurea. As algas vermelhas sdo economicamente importantes por serem utilizadas
principalmente como alimento e para as extracdes de polissacarideos e pigmentos
acessorios. Gracilaria tenuistipitata var. liui Zhang et Xia é uma macroalga vermelha
que apresenta grande tolerdncia a fatores ambientais e alta taxa de crescimento, sendo
utilizada como organismo modelo em estudos fisioldgicos, bioquimicos e moleculares,
incluindo o sequenciamento do genoma completo do cloroplasto feito anteriormente pelo
nosso grupo de pesquisa.

Este estudo teve como objetivo o sequenciamento completo do genoma
mitocondrial de G. tenuistipitata, a analise dos genes presentes e a comparagio entre os
genomas mitocondriais de Rhodophyta e de outros organismos fotossintetizantes
disponiveis no GenBank. Para isso, foram realizadas extracdes de DNA total para as
amplificacdes por PCR, para posterior sequenciamento por primer walking e montagem
do genoma mitocondrial completo de G. tenuistipitata.

A sequéncia completa do genoma mitocondrial circular da alga vermelha G.
tenuistipitata possui 25.565 nucleotideos e conteido CG de 27%. Foram identificados 50
genes, que incluem sete subunidades do complexo NADH desidrogenase (nadl-6,
nad4l.), trés do complexo sucinato desidrogenase (sdh2-4), o gene apocitocromo b (cob),
trés subunidades da citocromo ¢ oxidase (cox1-3), tré€s do complexo ATP sintase (atp6,
atp8-9), cinco genes para proteinas ribossdmicas (rps3, rpsl1-12, rpll6, rpl20), trés
genes para RNA ribossomico (rrnS, rnl, rns) e 22 para RNA transportador. Um intron do

grupo II estd inserido no tRNA para histidina. Os genes mitocondriais de G.
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tenuistipitata estao organizados em dois conjuntos codificados um em cada fita do DNA,
em dire¢des de transcri¢do opostas. O genoma mitocondrial de Gracilaria tenuistipitata
¢ bastante compacto, com poucas regides intergénicas e utiliza um codigo genético
modificado.

O contetdo de genes e sua ordem no genoma mitocondrial de G. tenuistipitata
sdo extremamente semelhantes ao de C. crispus € os genomas mitocondriais de ambas
apresentam identidade de nucleotideos superior a 70% em todas as andlises realizadas.
Essa semelhanca pode ser explicada pelo fato de ambas as algas pertencerem a mesma
classe, Florideophyceae. As quatro espécies de Rhodophyta comparadas neste trabalho
possuem os componentes bdsicos da cadeia respiratéria e sintese de ATP, além de
algumas proteinas ribossomicas e de um conjunto quase completo de tRNAs e rRNAs.

Este trabalho corrobora estudos filogenéticos anteriores em relagdo as algas
vermelhas, evidenciando que G. fenuistipitata e C. crispus sdo mais proximos entre si e
igualmente distantes de P. purpurea, e que C. merolae se encontra em uma posi¢cdo mais

basal.
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2. ABSTRACT

Mitochondria are semi-autonomous organelles responsible for cellular
respiration. Many sources of evidence indicate the endosymbiotic origin of these
organelles, in which an unicellular organism engulfed a prokaryotic organism, possibly
an o-proteobacteria. During the endosymbiont and its host coevolution, the
endosymbiont genome was reduced by gene loss and gene transfer to the nucleous. The
mitochondrial genome size and organization varies within different phylogenetic
lineages. The accumulation of molecular data helps to elucidate the origin and evolution
of mitochondria.

So far, only three species of Rhodophyta had their mitochondrial genome totally
sequenced, Chondrus crispus, Cyanidioschyzon merolae and Porphyra purpurea. Red
algae are economically important due to their use as food and for the extraction of
polysacarids and accessory pigments. Gracilaria tenuistipitata var. liui Zhang et Xia is a
red macroalgae very tolerant to environmental changes and shows high growth rates,
being used as model organism in physiological, biochemical and molecular studies,
including the sequencing of the whole chloroplast genome done by our research group.

This study aimed the sequencing of the whole mitochondrial genome of G.
tenuistipitata, the analysis of its gene content and the comparison within mitochondrial
genomes of Rhodophyta and other photosynthetic organisms available at the GenBank.
For that, total DNA was extracted for PCR amplifications, which were sequenced using
primer walking and assembled to obtain the complete mitochondrial genome of G.
tenuistipitata.

The whole mitochondrial circular genome sequence of the red algae G.
tenuistipitata was determined (25.565 nucleotides, C+G content 27%). Fifty genes were
identified, including seven NADH dehydrogenase complex subunits (nadl-6, nad4l),
three succinate dehydrogenase complex subunits (sdh2-4), the apocytochrome b gene
(cob), three cytochrome c oxidase subunits (cox1-3), three ATP synthase complex
subunits (atp6, atp8-9), five ribosomal proteins (rps3, rps11-12, rpll6, rpl20), three
ribosomal RNA genes (rrn5, rnl, rns) and 22 tRNAs. One group II introns was found
between the tRNA™®. The mitochondrial genes of G. tenuistipitata are organized in two

groups translated each one in each strand, in two opposite directions. The mitochondrial
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genome of Gracilaria tenuistipitata is quite compact, with few intergenic regions and
uses a modified genetic code.

The gene content and its order in the mitochondrial genome of G. tenuistipitata
are extremely similar to the C. crispus mitochondrial genome, and both genomes
presented nucleotide identity above 70% in all the analyses. This similarity between the
mtDNA of both species can be explained by the fact that both belong to the same class,
Florideophyceae. The four Rhodophyta species compared in this study have the essencial
components for the respiratory chain and ATP synthesis, besides some ribosomal
proteins and almost all of the tRNAs and rRNAs.

This work corroborate previous phylogenetic studies about red algae, showing
that G. tenuistipitata and C. crispus are more closely related between each other than to

P. purpurea, and that C. merolae is in a basal position.
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3. INTRODUCAO

Mitocdndrias e cloroplastos sdo organelas citoplasmdticas cuja fung@o primadria é
a conversdo de energia. A mitocondria € responsavel pela respiracdo, enquanto o
cloroplasto pela fotossintese. Ambos os processos acoplam a transferéncia de elétrons a
producdo de ATP, usando a for¢a préton-motora que ocorre através de suas membranas
(Gillham, 1994; Alberts et al. 1997; Allen, 2003).

Mitocondrias e cloroplastos possuem um sistema genético préprio contendo
DNA, RNA e os componentes necessarios para a replicagdo do DNA, para a transcri¢do
de RNA e para a sintese de proteinas traduzidas em seu interior. Porém, essas organelas
necessitam também de componentes protéicos codificados e transcritos no nicleo e
traduzidos no citoplasma para operarem adequadamente, sendo portanto, descritas como
organelas “semi-autdnomas” (Gillham, 1994; Alberts et al. 1997; Allen, 2003; Adams &
Palmer, 2003). A manuten¢do de um sistema genético na mitocondria requer indmeras
proteinas envolvidas na replicacdo do DNA, reparo, recombinagao, transcri¢do, tradugéo,
e regulacdo génica (Adams & Palmer, 2003).

As semelhangas entre a respiracdo bacteriana e as fungdes mitocondriais, assim
como entre a fotossintese de cianobactérias e as funcdes plastidiais nas plantas, aliadas
aos dados moleculares e de ultraestrutura, apresentam evidéncias muito convincentes da
origem bacteriana dessas organelas eucaridticas (Andersson et al. 2003).

Atualmente, a teoria endossimbidtica para a origem da mitocondria e do
cloroplasto € amplamente aceita. Segundo a hipétese tradicional, a mitocondria teria se
originado através de um evento endossimbidtico onde um organismo eucaridtico teria
engolfado um organismo procariético, possivelmente uma o-proteobactéria (Andersson
et al. 2003). Uma hipétese alternativa sugere que a célula hospedeira seria uma
arqueobactéria (Figura 1), e que a origem da mitocondria tenha sido a for¢a motriz para a
origem da membrana nuclear e, portanto, dos eucariotos (Clark, 1999; Timmis et al.
2004). Ainda ndo estd completamente estabelecido se esse evento ocorreu uma tnica vez
(origem monofilética) ou mais de uma vez ao longo da evolugdo (Leblanc et al. 1997).
Entretanto, dados moleculares, como a compara¢do dos genes que codificam para a
subunidade pequena do RNA ribossomico (SSU rDNA), apontam para uma origem
monofilética das mitocondrias (Leblanc et al. 1995; Gray, 1999; Gray et al. 1999;

Adams & Palmer, 2003). Evidéncias indicam ainda que eucariotos amitocondriados
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podem um dia ter portado mitocdndrias. Estudos recentes detectaram a presenca de genes
que codificam proteinas tipicamente mitocondriais (como as chaperonas) no genoma
nuclear de protistas amitocondriados (Gray et al. 1999). Diversas dessas proteinas
mitocondriais foram encontradas também em uma organela denominada
hidrogenossomo, que produz ATP anaerobicamente, sugerindo que mitocdndrias e
hidrogenossomos possuem um ancestral em comum (Gray, 1999; Gray et al. 1999).
Sendo assim, a origem da mitocondria representa a relacdo simbidtica mais bem sucedida

descrita até hoje (Andersson et al. 2003).

3

‘Cyanabaciania Proladbaciaria Archasbaciana

Figura 1. Diagrama esquematico representando a origem de mitocOndrias e cloroplastos, e a evolug¢ao dos
eucariotos. A mitocondria surgiu de uma a-proteobactéria e o cloroplasto surgiu de uma cianobactéria. O
hospedeiro seria, nesse exemplo, uma arqueobactéria unicelular. A figura também demonstra a
transferéncia de genes que teria ocorrido entre os genomas organelares e o nicleo. Modificado de Timmis
et al. (2004).

O sequenciamento do genoma de Rickettsia prowazekii (Andersson et al., 1998),
uma a-proteobactéria parasita intracelular causadora do tifo em humanos, corrobora a

teoria endossimbidtica para a mitocdndria. Tanto o parasita quanto a mitocodndria nao
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possuem genes para a glicdlise anaerdbica, porém ambos apresentam genes para o ciclo
do 4cido tricarboxilico e para o complexo da cadeia respiratéria. Em ambos, a producio
de ATP ocorre da mesma maneira (Andersson et al., 1998).

Na origem da mitocdndria, apds o evento endossimbidtico e durante a coevolugao
do endossimbionte e sua célula hospedeira, ocorreu uma redu¢do no genoma do
endossimbionte, uma vez que grande parte do seu genoma foi perdida e centenas de
genes foram transferidos para o nucleo (Figura 1). Outras centenas de proteinas
eucaridticas, cujas sequéncias estdo localizadas no genoma nuclear, foram eventualmente
recrutadas para a mitocondria (Adams & Palmer, 2003; Allen, 2003; Andersson et al.
2003).

Se a maioria dos genes foi perdida ou transferida para o nidcleo, por que ndo
todos? Muitas hipodteses foram levantadas acerca desta questdo. Uma hipétese muito
discutida é que algumas proteinas altamente hidrofébicas seriam dificeis de importar
para dentro da mitocdndria apés sua traducdo no citoplasma, e algumas poderiam ser
desviadas para o reticulo endoplasmatico. Uma segunda hipdtese € que alguns produtos
mitocondriais seriam tdéxicos quando presentes no citosol. Outra hipdtese é que a
expressao dos produtos para o transporte de elétrons e o acoplamento energético deveria
ser rdpida e diretamente regulada pelo estado redox da mitocOndria. E uma dltima
hipétese € que o cédigo genético usado pela mitocondria em muitos eucariotos, incluindo
animais, impediria novas transferéncias génicas para o nucleo. Todas essas hipdteses
ainda nao foram devidamente evidenciadas experimentalmente (Adams & Palmer, 2003).

A organizagdo e o tamanho do genoma mitocondrial é bastante varidvel nas
diferentes linhagens filogenéticas dos eucariotos. Apesar do tamanho variar entre cerca
de 16.000 pares de base (16 Kb) em humanos a até 500 Kb em algumas espécies de
plantas, a maioria dos genomas mitocondriais contém entre 12 e 20 genes codificadores
de proteinas. A grande parte desses genes codifica componentes chaves da respiracio
aerdbica e tradug@o, como as citocromo oxidases e proteinas ribossdmicas (Andersson et
al. 2003; Bullerwell & Gray, 2004).

O genoma mitocondrial expandido das plantas terrestres se deve principalmente a
presenca de regides interg€nicas, segmentos repetidos e introns, assim como a
incorporacdo de DNA de outras fontes como cloroplasto, niicleo e plasmideos (Schuster

& Brennicke, 1994; Bullerwell & Gray, 2004).
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O actimulo de dados moleculares, principalmente das sequéncias completas dos
genomas organelares, ajuda a esclarecer a origem e evolucdo de mitocOndrias e
cloroplastos nas diferentes linhagens de eucariotos (Gray, 1999). Além disso, algumas
regides do genoma mitocondrial vem sendo muito utilizadas como marcadores
moleculares, como por exemplo a regido 5’ do gene citocromo ¢ oxidase subunidade 1
(cox1). Herbert et al. (2003) utilizaram esse fragmento de cerca de 700 pares de bases
como marcador molecular para identificacio de espécies animais, técnica conhecida
como DNA barcode. Esse método visa a identificacio de organismos através do
sequenciamento de pequenos fragmentos de DNA. Saunders (2005) desenvolveu primers
para essa regido em algas vermelhas (Rhodophyta), alinhando as sequéncias cox1 das
espécies Cyanidium caldarium, Cyanidioschyzon merolae, Chondrus crispus e Porphyra
purpurea, disponiveis no GenBank, e modificando os barcoding primers originais
publicados por Hebert et al. (2003). Utilizando esses primers, Saunders conseguiu
amplificar a por¢ao 5’ do cox1 para cerca de 250 individuos de 15 familias diferentes da
classe Florideophyceae. Seus resultados indicam que essa regido apresenta niveis de
divergéncia intra e interespecifica compativeis com seu uso na delimitacdo de espécies,
podendo ser, portanto, utilizada como DNA barcode em Rhodophyta.

Embora a regido 5’ do coxl utilizada como barcode seja curta, ela fornece
informacdes bastante acuradas sobre a composi¢do do genoma mitocondrial inteiro. Por
exemplo, dos 648 nucleotideos da sequéncia, humanos diferem de chimpanzés em
aproximadamente 60 posi¢des, e de gorila por cerca de 70 (Lane, 2009). Além disso,
alguns pesquisadores defendem a hipétese de que sequéncias mitocondriais podem
influenciar no processo de especiacdo, uma vez que sofrem mutagdes a taxas mais
elevadas que o genoma nuclear (até 30 vezes mais rapido). Isso poderia causar uma
incompatibilidade entre os produtos codificados entre os DNAs nuclear e mitocondrial,
como por exemplo, os componentes da respiragdo celular, produzidos em ambos os
genomas, acarretando em falha no desenvolvimento, redugado de fitness e até divergéncia
intraespecifica, levando a uma impossibilidade reprodutiva (Lane, 2009).

Em 1995, foi publicada a primeira sequéncia completa de DNA mitocondrial
(mtDNA) de uma alga vermelha, Chondrus crispus (Figura 2A), pertencente a classe
Florideophyceae (Leblanc et al. 1995). Em 1992, Suzuki et al. desenvolveram um

protocolo para o isolamento dos DNAs nuclear, plastidial e mitocondrial de
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Cyanidioschyzon merolae (Figura 2B), mas o sequenciamento completo do mtDNA s6

foi publicado anos depois (Ohta et al. 1998). O tdltimo genoma mitocondrial de uma alga

vermelha a ser sequenciado foi o de Porphyra purpurea (Figura 2C) (Burger et al. 1999).

A Tabela 1 apresenta informagdes comparativas sobre os genomas mitocondriais das trés

algas vermelhas.
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Figura 2. A. Mapa do genoma mitocondrial completo de Chondrus crispus. B. Mapa do genoma
mitocondrial completo de Cyanidioschyzon merolae. C. Mapa do genoma mitocondrial completo de
Porphyra purpurea. Escrito em preto estdo representados os genes para proteinas e em azul, para tRNAs.
Os nimeros internos representam o tamanho do genoma. Cada fita do DNA ¢ representado em uma cor
diferente, conforme legenda junto ao mapa. Fonte: GenBank.
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Tabela 1. Comparacdo entre as espécies de Rhodophyta que tiveram seus genomas mitocondriais
totalmente sequenciados. Fonte: GenBank.

Espécies de Rhodophyta C. crispus C. merolae P. purpurea
Tamanho (pb) 25.836 32.211 36.753
Contetido CG (%) 27 27 33

Total de genes 57 62 57

Genes para proteina 29 34 31

Genes para rRNA 4 3 2

Genes para tRNA 23 25 24

Numero de acesso no NC_001677 NC_000887 NC_002007
GenBank

As relacdes filogenéticas dentro de Rhodophyta ainda ndo foram totalmente
resolvidas, porém Yoon et al. (2006) apresentaram uma arvore filogenética baseada em
dados moleculares de genes do cloroplasto (psaA e rbcL), indicando que Rhodophyta
contém dois novos subfilos, Cyanidiophytina, com uma unica classe, a Cyanidiophyceae,
e Rhodophytina, com seis classes: Bangiophyceae, Compsopogonophyceae,
Florideophyceae, Porphyridiophyceae, Rhodellophyceae e Stylonematophyceae (Figura
3). Cyanidioschyzon merolae pertence a classe Cyanidiophyceae, grupo mais basal
dentro de Rhodophyta. Porphyra purpurea pertence a classe Bangiophyceae, que forma
um grupo monofilético com a classe Florideophyceae, onde se encontram G.
tenuistipitata e C. crispus. Essa monofilia é sustentada por dados moleculares e de
ultraestrutura (por exemplo, a associagdo entre o Complexo de Golgi e o Reticulo
Endoplasmadtico). Além disso, ha similaridades entre a fase Conchocelis de Porphyra
(fase dipldide no ciclo reprodutivo) e a classe Florideophyceae (Oliveira & Bhattacharya,

2000; Saunders & Hommersand, 2004).

Florideophyceae
Bangiophyceae
Rhodellophyceae
Forphyridiophyceae
Stylonematophyceae
Compsopogonophyceae
Cyanidiophyceae

I

Figura 3. Arvore filogenética proposta por Yoon et al. (2006) para Rhodophyta. Em azul estio destacadas
as classes de Rhodophyta que possuem espécies cujos genomas mitocondriais foram totalmente
sequenciados.
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As algas vermelhas movimentam uma inddstria de cerca de 6 bilhdes de US
ddlares por ano, sendo utilizadas como alimentos e para diversos fins industriais
(Critchley & Ohno, 1998; Zemke-White & Ohno, 1999; McHugh, 2003). As algas
vermelhas sdo também extremamente atrativas para propdsitos biotecnoldgicos, jai que
possuem polissacarideos sulfatados (ficocoldides) em sua parede, as agaranas e
carragenanas, € contém ficobilinas e carotendides (pigmentos acessorios a fotossintese),
além de outros compostos de interesse (Zemke-White & Ohno, 1999).

No inicio do século XX, com a crescente demanda por ficocoldides, o género
Gracilaria (Gracilariales, Rhodophyta) tornou-se uma importante fonte de dgar para a
industria, o que levou ao cultivo de diversas espécies em todos os continentes (Armisen,
1995). O género Gracilaria inclui mais de 100 espécies descritas (Oliveira & Plastino,
1994; Gurgel & Fredericq, 2004), sendo 168 nomes aceitos taxonomicamente até o
momento (www.algaebase.org), e possui um ciclo de vida trifdsico, onde hd uma
alternincia isomorfica entre as geracdes hapldide (fase gametofitica) e dipldide (fase
tetrasporofitica), e uma terceira fase dipldide (fase carposporofitica) parasita da planta
hapléide feminina (Crichtley et al. 1993; Oliveira & Plastino, 1994).

Gracilaria tenuistipitata var. liui Zhang et Xia ¢ uma macroalga vermelha que
apresenta uma grande tolerdncia a fatores ambientais tais como salinidade (3 a 50 ppm),
temperatura (13 a 33°C) e pH (5,5 a 10,0), e é de facil crescimento in vitro
(Macchiavello et al. 1998). Estas caracteristicas, aliadas as altas taxas de crescimento e
alta producdo de d4gar, tornam esta espécie extremamente adequada para cultivo
(Macchiavello et al. 1999). De fato, G. tenuistipitata é extensivamente cultivada no sul
da China e em Taiwan. Além disso, esta espécie tem sido frequentemente utilizada em
estudos fisioldgicos, bioquimicos e moleculares, tornando-se um organismo modelo
dentre as algas vermelhas (Barufi et al. 2009). Previamente foi realizado por nosso grupo
de pesquisa o sequenciamento do genoma completo do cloroplasto de Gracilaria
tenuistipitata (Hagopian et al. 2002, 2004).

Comparativamente com os Metazoa, existem poucos dados sobre o genoma
mitocondrial de organismos fotossintetizantes, especialmente dos diferentes grupos de
algas. Atualmente existe um total de 2129 genomas mitocondrias completamente
sequenciados. Destes, apenas 66 genomas mitocondriais foram sequenciados para

organismos fotossintetizantes (Mar¢o/2010; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/).
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A classe Florideophyceae compreende cerca de 99% das espécies de Rhodophyta
(Oliveira & Bhattacharya, 2000), entretanto, existe apenas uma espécie (Chondrus
crispus) que teve seu genoma mitocondrial completamente sequenciado. A comparacio
de caracteristicas gendmicas, como a composi¢do, a ordem (colinearidade) e a andlise da
sequéncia de diversos genes, geram dados mais completos e que permitem o
estabelecimento de relagdes filogenéticas com maior precisdao e um melhor entendimento
sobre a origem e evolugdo dessas organelas. At€é o momento, os genomas da mitocdndria
e do cloroplasto (Hagopian et al. 2004) de Rhodophyta apresentam o maior conjunto de
genes codificadores de proteinas e, portanto, trata-se de um grupo especialmente
interessante para ter seus genomas organelares estudados. Entretanto, até o momento

estdo disponiveis apenas os genomas mitocondriais de trés espécies de Rhodophyta.

Objetivo geral
Este estudo visa o sequenciamento completo do genoma mitocondrial de

Gracilaria tenuistipitata e a andlise dos genes presentes.

Objetivos especificos

e sequenciamento completo do genoma mitocondrial de Gracilaria tenuistipitata;

e anotacdo dos quadros abertos de leitura (ORFs) e andlise de regides ndo
codificantes;

e andlise comparativa com os genomas mitocondriais de Rhodophyta e de outros

organismos fotossintetizantes disponiveis no GenBank;



22

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Condicoes de cultura

O material tetrasporofitico de Gracilaria tenuistipitata (Figuras 4A e 4B) foi
coletado por E.C. Oliveira em 1990, em Haikou, na China, e mantido desde entdo no
banco de germoplasma de Gracilariales do Laboratério de Algas Marinhas Edison José
de Paula. O cultivo unialgal foi mantido em 4gua do mar esterilizada, enriquecida com
meio nutritivo Von Stosch (VS) 100% (Oliveira et al. 1995), temperatura de 25+1°C,
fotoperiodo de 14h luz: 10h escuro, irradidncia média de 70 pmol de fétons.m™.s™',
salinidade de 26 ups e aeracdo intermitente (30 minutos ligada: 30 minutos desligada). A
troca do meio de cultura foi realizada semanalmente. Uma parte do cultivo foi congelada

em nitrogénio liquido periodicamente e armazenada em ultrafreezer (-80°C).

B!

Figura 4. A. Talos da fase tetrasporofitica de Gracilaria tenuistipitata em cultivo. B. A alga em detalhe.
Barra corresponde a lcm.

O cultivo algal apresentou dois tipos de contaminantes: diatomdceas e
cianobactérias. A limpeza das algas foi realizada através de vdérias lavagens em &dgua
Milliqué, e uma dltima lavagem em 4gua do mar esterelizada (salinidade: 32 ups). Os
contaminantes sao sensiveis a variacdo de salinidade, que ndo afeta a G. fenuistipitata,

N

pois esta espécie € tolerante a variacdo de salinidade (Macchiavello et al. 1998).



23

Também foram realizados repiques nas bases dos talos, local de concentracdo dos
contaminantes.

As diatomdceas possuem uma parede celular composta por silica, e para eliminé-
las foi acrescentado diéxido de germanio (GeO,) ao meio de cultura, pois o germanio
apresenta propriedades quimicas semelhantes ao silicio. Desta forma, as diatomdceas
incorporam o germédnio em suas paredes celulares, prejudicando os processos de
crescimento e reprodugdo (Andersen & Kawachi, 2005).

Para a descontaminacdo por cianobactérias, foi acrescentado o antibidtico
penicilina (50mg/L) ao meio de cultura e as algas foram deixadas na solugdo por 48
horas. Apés este periodo, o cultivo foi lavado como citado anteriormente, € mantido em

condi¢des 6timas de crescimento.

4.2. Extracao e purificacao de DNA

Foram utilizados dois métodos de extragdo, cada qual com rendimento e
qualidade de DNA diferentes.

Todos os procedimentos foram realizados com o mdximo de cautela para evitar a
quebra mecanica do DNA genomico, utilizando-se ponteiras de micropipeta com as
pontas cortadas e movimentos mais suaves para a homogeneizacdo das solugdes.

No primeiro método, o material algal foi macerado em nitrogénio liquido, lisado
com tampao de extracdo e submetido a centrifugacdo diferencial, conforme os trabalhos
de Hagopian et al. (2002) e de Triboush et al. (1998). Foi desenvolvida uma combinacio
desses dois protocolos para a obtengcdo de DNA enriquecido em A-T, tipico de organelas,
conforme abaixo.

Cerca de 50g de alga, lavadas com dgua destilada, foram maceradas em
nitrogénio liquido em um almofariz por cerca de 1 hora. O pd fino resultante foi
suspenso em 250mL de tampao de lise (50mM Tris pH 8,0, 25mM EDTA, 1,6M sorbitol,
10% PEG 4000, 0,1% BSA, ImM DTT), mantendo sempre a temperatura entre 0 e 4°C.
A suspensdo foi filtrada em gaze 2 vezes. O filtrado foi transferido para tubos de
centrifuga de 10mL e centrifugado por 10 min a 4.000 rpm, sempre a 4°C. O
sobrenadante foi recuperado e o procedimento repetido por mais duas vezes. O

sobrenadante foi transferido para um novo tubo e centrifugado a 12.000 rpm por 15 min
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a 4°C. O precipitado foi ressuspenso em 600uL de tampao TEN (100mM Tris pH 7,2,
50mM EDTA, 100mM NaCl, 0,2% B-mercaptoetanol) a 0°C e foi adicionado 30uL de
SDS 20%, misturando a solucdo constantemente. A solucdo foi transferida para tubos
Eppendorf, acrescentando-se um volume igual de fenol equilibrado (650uL) e
centrifugando-se por 10 min a 12.000 rpm a 4°C. O sobrenadante foi recuperado e o
procedimento repetido. A fase aquosa (sobrenadante) foi transferida para um novo tubo
Eppendorf e foi adicionado 1 volume de cloroférmio:édlcool isoamil (24:1). A solucdo foi
centrifugada por 10 min a 12.000 rpm a 4°C e o procedimento repetido. O DNA foi
precipitado com 1/10 volume de acetato de amonio 5M (cerca de 20uL) e 1 volume de
isopropanol (cerca de 220uL), e incubado a -20°C por toda a noite. A solugdo foi
centrifugada por 15 min a 12.000 rpm, sempre a 4°C. O precipitado de DNA foi lavado
com 500uL de etanol 70%, depois com etanol 95% para remover residuos de sal. O
precipitado foi dissolvido em 20pL de tampao TE (10mM Tris pH 8,0, ImM EDTA) e
acrescido de 150pL de tampao TEN. A solucido de DNA foi incubada por 15 min a 65°C
com 10puL de SDS 20%. Foram adicionados 50uL de acetato de potassio SM e a solucdo
de DNA foi incubada a -20°C por 1 hora, e em seguida a solucdo foi centrifugada por 15
min a 12.000 rpm. O sobrenadante foi cuidadosamente coletado em um novo tubo
Eppendorf para evitar transferir particulas do precipitado. Foram acrescidos a solugdo
1/10 de volume de acetato de amdnio SM (20pL) e 1 volume de isopropanol (220uL),
que depois foi incubada a -20°C por 1 hora. O DNA foi precipitado por 15 min a 12.000
pm a 4°C e lavado com etanol 70% e 95%. O precipitado de cada amostra foi
ressuspenso em 10uL de tampdo TE e as amostras armazenadas em freezer.

No segundo método, adaptado de Rice & Bird (1990), o rendimento de DNA total
¢ maior que o método anterior, porém com menor grau de pureza em relacdo aos
genomas organelares. Foram selecionados 10g de alga, lavados com 4gua destilada e
imediatamente congelados em nitrogénio liquido. A amostra foi macerada em nitrogénio
liquido em um almofariz por cerca de 1 hora. O pé fino resultante foi suspenso em 30mL
de tampido de lise (2% Sarkosyl, 10mM EDTA, 20mM Tris-HCI — pH 7,6, 100mM
NaCl) e a solugdo foi distribuida em tubos pldsticos de 10mL. Apds uma incubagdo a -
70°C de 2 a 14 horas, as amostras foram descongeladas em temperatura ambiente. As
amostras foram centrifugadas a 4.500 rpm por 5 min a 4°C. O sobrenadante foi

transferido para uma proveta e acrescentou-se proteinase K (50pg/mL). A solugdo foi
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transferida para tubos pldsticos e incubadas por 30 min a 37°C. Apds a incubagio, foi
acrescentado um volume igual de fenol:cloroférmio (1:1) e centrifugado por 10 min a
2.500 rpm. A fase aquosa foi recuperada e o procedimento repetido a 3.500 rpm. Depois
acrescentou-se um volume igual de cloroférmio:dlcool isoamil (24:1) e centrifugou-se
por 10 min a 3.500 rpm. A fase aquosa foi novamente recuperada, acrescentou-se 1/10
do volume de acetato de sédio 3M (pH 5,2) e 1 volume de isopropanol. As amostras
foram incubadas a -20°C por toda a noite. O DNA foi precipitado centrifugando-se as
amostras por 30 min a 8.000 rpm a 4°C e depois lavado com etanol 70%. O precipitado
de cada amostra foi ressuspenso em 300puL de tampao TE (10mM Tris — pH 8,0, ImM

EDTA) e as amostras foram armazenadas a -20°C.

4.3. Gel de eletroforese
Preparacdo de gel de agarose para eletroforese. A agarose foi dissolvida a 0,7%

em tampdo TBE (445mM Tris, 445mM Acido Bérico, 10mM EDTA). A solugio foi

aquecida em micro-ondas e foi acrescida 0,5uL de solu¢do brometo de etidio
(10mg/mL), ap6s esfriar a aproximadamente 45°C.

Recentemente, o brometo de etidio foi substituido por um produto menos téxico,
denominado “GelRed Nucleic Acid Gel Stain” (Biotium, Hayward, CA, USA). Este
corante pode ser utilizado da mesma maneira que o BrEt, porém um protocolo mais
econdmico foi testado com sucesso. Neste protocolo, o GelRed ¢é diluido em 4gua na
proporcdo 1:500. Para cada amostra de DNA, ¢é acrescido 1pL dessa diluicdo e depois
aplicado ao gel de agarose, ao invés de acrescentar uma quantidade maior de GelRed
diretamente na solucdo de agarose.

Preparacdo das amostras para eletroforese. Misturou-se 1pL de tampdo de

carregamento (0,25% azul de bromofenol, 0,25% xileno cianol, 30% glicerol, 50mM
EDTA) e 3uL do DNA. Usou-se 1pL e 0,5uL do marcador de peso molecular 1 Kb
Ladder (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). A eletroforese foi corrida a 60V por
aproximadamente 1 hora.

Quantificagdo. Para a quantificacdo, foi efetuada uma comparagdo visual com o

marcador de peso molecular. Conforme indicacdes do fornecedor, 1uL. da banda de 1,6
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Kb do marcador 1 Kb Ladder (Invitrogen) corresponde a 20ng de DNA, e 0,5uL da
mesma banda corresponde a 10ng de DNA.

Alternativamente, o DNA foi quantificado no fluorbmetro (Hoefer DyNA —
Quant 200). Preparou-se um tampao com 1mL de solucdo estoque de tampdo TEN 10x
(100mM Tris, 10mM EDTA, 2M NaCl), 9mL de dgua Milliqué e 1uL de solugdo
estoque de Hoechst Dye 33258 (1mg/mL). Para calibrar o fluordmetro foram utilizados
2uL de “Calf thymus DNA” 1:10 (solug¢do estoque Img/mL), na concentracio de
100ng/mL, em 2mL do tamp@o preparado. Para cada quantifica¢do foram utilizados 2uL

de amostra.

4.4. Ultracentrifugacao isopicnica em gradiente de CsCl

Esta técnica visa separar as fracdes de DNA pelo peso molecular (densidade),
com o uso do corante Hoechst 33258 (bisbenzimidina), que acentua essa diferenca. O
método descrito abaixo foi modificado de Aldrich & Cattolico (1981).

Foram pesados 9,2g de CsCl e diluidos em 9,5mL de tampdo TE (0,8mg
CsCl/mL), em uma proveta, para cada tubo. A solucdo foi transferida em um tubo para
ultracentrifuga de 11,5mL, ja acrescida de 46ul. de Hoechst 33258 (40ug/mL). A
amostra de DNA foi colocada no tubo (minimo de 40ug e mdaximo de 200ug),
completando-se o tubo com a solucéo de CsCl. Os tubos foram lacrados com o auxilio de
um prensador. A amostra foi centrifugada a 20°C por 46 horas a 45.000 rpm, e por 2
horas a 20.000 rpm.

Para visualizar as bandas, utilizou-se luz ultravioleta (uma vez que o corante
fluoresce nessa condicao). Furou-se a extremidade superior do tubo e, para se recuperar o
DNA da amostra, injetou-se uma agulha logo abaixo da banda, que foi recolhida com o
auxilio de uma seringa. Para remover o corante, as amostras foram transferidas para
tubos de ensaio e acrescentou-se um volume igual de isopropanol saturado com NaCl
2M. As amostras foram misturadas delicadamente e a fase de cima foi descartada. O
procedimento foi repetido por mais 3 ou 4 vezes, até que ndo restasse mais o corante
(verificado pela auséncia de fluorescéncia sob luz UV).

O DNA foi precipitado adicionando-se 2 volumes de dgua Milliqué autoclavada e

1 volume (do total) de etanol 95%. Incubou-se a solugdo a -20°C por toda a noite. Os
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tubos foram centrifugados a 8.000 rpm por 30 minutos, e o sobrenadante foi descartado.

O precipitado foi lavado com etanol 70% e ressuspenso em 100uL de tampéo TE.
Alternativamente, foram testados diferentes parametros em relagdo a

concentragdo do CsCl (0,8 a Img CsCl/mL) e do corante Hoechst 33258 (40 a

60ug/mL), além da variag@o na quantidade de DNA descrita acima.

4.5. Digestao com enzimas de restricao

Acrescentou-se 1uL de EcoRI e 1puL de tampdo EcoRI 10x em 8ul de DNA
(total= 10uL). A solucdo foi incubada a 37°C por 3 a 4 horas. Em seguida foi
acrescentado 3uL de tampdo de carregamento para parar a reagdo. As amostras de

digestdo foram diretamente analisadas em gel de agarose como descrito acima.

4.6. Primers para PCR e sequenciamento

Para a amplificagdo por PCR e sequenciamento de regides especificas do genoma
mitocondrial de G. tenuistipitata, foram desenhados diversos primers, além de terem
sido utilizados os primers cox2F e cox3R, que amplificam a regido espagadora desses
dois genes (Zuccarello et al., 1999) e os primers gazF1 e gazR1 (Saunders, 2005), que
amplificam a regido 5° do gene coxl, todos desenhados para Rhodophyta. Todos os
primers utilizados nesse trabalho estao listados na Tabela 2.

Inicialmente, foram alinhadas as regides conservadas dos genomas mitocondriais
das macroalgas Chondrus crispus e Porphyra purpurea (Tabela 1), utilizando o
programa BioEdit Sequence Alignment Editor (Hall, 1999), versao 7.0.5.3.

Conforme a obten¢@o de novas sequéncias de G. fenuistipitata, foram desenhados
mais primers localizados nas pontas dessas sequéncias, para o avango no
sequenciamento do genoma completo.

Embora algumas regides do genoma mitocondrial sejam bastante conservadas,
uma ou mais bases podem ser divergentes entre as espécies, dentro da sequéncia
escolhida como primer. Neste caso, foram desenhados primers degenerados, onde ha

mais de uma possibilidade de base em uma determinada posi¢do (Linhart & Shamir,
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2005). Por exemplo, se a quinta base de uma determinada regido de C. crispus for um T,
e em P. purpurea um A, podemos desenhar um primer com w nesta posicdo, o que
significa que metade dos primers sintetizados terdo um T e a outra metade, um A, tudo
na mesma solucdo. A elaboragdo de primers degenerados € muito ttil em casos em que
nao conhecemos a sequéncia da espécie alvo. Porém, quanto maior a degeneragdo, menor
a especificidade (Linhart & Shamir, 2005).

Além do tamanho e contetido de bases, deve-se levar em conta a sequéncia de
nucleotideos do primer. Essa sequéncia ndo pode apresentar regides que se sobrepdem, e
deve-se avaliar o risco para a formacdo de dimeros (alinhamento de dois primers) e
hairpins (pareamento das bases dos primers entre si). Os primers possuem entre 18 e 24
pares de base, geralmente. Esse tamanho proporciona uma boa taxa de alinhamento
especifico e apresenta um custo de producdo razodvel, uma vez que as empresas
fabricantes calculam o valor conforme o nimero de bases de cada oligonucleotideo.
Entretanto, para as “Long PCR” (PCR de sequéncias longas) foram desenhados primers
mais longos, de até 30 bases, que aumentam a temperatura de desnaturacio (TM),
recomendado pelo fabricante da polimerase, além de aumentar a especificidade de
alinhamento e evitar a amplificacdo de outras regides além da desejada. Os primers
foram desenhados com o auxilio do programa Gene Runner, versao 3.05 (1994, Hastings

Software, Inc.).

4.7. PCR (reacao em cadeia da polimerase) e sequenciamento

Foram utilizados dois protocolos de PCR. No primeiro, utilizou-se “Taq DNA
Polymerase” comum (Invitrogen ou Promega) no qual foram amplificados fragmentos de
até 2 Kb, nas seguintes condi¢des: 1X tampao de PCR; 1,5mM de MgCl,; 0,2mM de
cada ANTP; 0,2uM de cada primer; 2ng de DNA e 1,25U de Taq. Foram usadas diversas
temperaturas de alinhamento (TA), variando de 42°C a 47°C. O ciclo basico utilizado
foi: 1. 94°C por 5 min; 2. 94°C por 1 min; 3. TA por 2 min; 4. 72°C por 4 min; e 5. 72°C
por 7 min. Os passos 2 a 4 foram repetidos 35 vezes. A TA € calculada com base na
temperatura de desnaturacdo dos pares de primers, sendo geralmente alguns graus menor
para um melhor funcionamento dos oligonucleotideos. Utilizou-se o termociclador

Techne TC-512 (Bibby Scientific Ltd., Staffordshire, UK), que permite um gradiente de
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temperatura no mesmo ciclo, ou seja, cada coluna do termociclador pode ser ajustado em
temperaturas diferentes dentro de um gradiente definido.

No segundo protocolo utilizado, foram amplificados fragmentos de até 8 Kb, com
o auxilio da “Elongase Enzyme Mix” (Invitrogen). As condicdes da reacdo foram: 1X
tampao B de PCR (2,0mM Mg2+); 0,3mM de cada ANTP; 0,4uM de cada primer; 10ng
de DNA e 2U de Elongase. O ciclo utilizado foi: 1. 92°C por 2 min; 2. 92°C por 20 seg;
3. TA por 1 min; 4. 60°C por 16 min; e 5. 60°C por 6 min. Os passos 2 a 4 foram
repetidos 35 vezes (Barau et al., 2005). Mais uma vez, foram testadas diversas
temperaturas de alinhamento (TA), variando de 45°C a 55°C, conforme os pares de
primers.

As amostras de PCR foram analisadas em gel de agarose, para se verificar o
sucesso da amplificagdo. As que obtiveram resultado positivo foram purificadas com
“Illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit” (GE Healthcare,
Buckinghamshire, UK), segundo o protocolo do fabricante.

O sequenciamento foi feito com o produto de PCR purificado e quantificado
(conforme descrito acima), sendo aproximadamente 40ng para fragmentos menores de 2
Kb e cerca de 100ng para fragmentos maiores. Foi utilizado o kit de sequenciamento
“BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Kits” (Applied Biosystems, Foster City, CA,
EUA). As reacdes de sequenciamento foram realizadas utilizando-se 40 ciclos a 96°C
por 10 seg, 54°C por 20 seg e 60°C por 4 min. Os produtos foram precipitados com
isopropanol 65%, lavados em etanol 60% e sequenciados no sequenciador automatico
ABI PRISM™ 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

Para o sequenciamento do genoma completo, foi utilizada principalmente a
técnica de primer walking. O sequenciamento inicial do produto de PCR foi feito com os
primers utilizados na amplificacdo, obtendo-se uma sequéncia direta e outra reversa. A
partir dessas sequéncias, foram desenhados novos primers (direto e reverso) em suas
pontas, até que todo o fragmento amplificado fosse sequenciado, formando um tnico

contig (Haas et al. 1998; Machida et al. 2002).
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Tabela 2. Descrigdo dos primers desenhados a partir dos genes mitocondriais de Porphyra purpurea,
Chondrus crispus e de sequéncias obtidas de Gracilaria tenuistipitata. Também estdo descritos os primers
cox2F e cox3R (Zuccarello et al., 1999) e gazF1 e gazR1 (Saunders, 2005). Foi usado F para primers na
direcdo direta e R para a direcdo reversa. w= A/T; r= A/G; k= G/T; d= A/G/T; y= C/T; m= A/C; s= C/G;
h= A/C/T. TM= “temperature of melting”.

Primer

rps12F
rps12R
rps12R3
rps12R4
rps12R2
rpl20F
rnsF2
rnsR2
rnsF3
rnsR
rnsR3
rnsF4
rnsR4
rnsF5
rnsF
nad4LR
nad4LF
nad4LLR2
rnlF4
rnlR4
rnlF7
rnlF5
rnlRS
rnlF6
rnlR7
rnlR
rnlF
rnlR6
rnlF3
rnlR3
rnlF2
gazF1
cox1-5’R
cox1F-2
gazR1
cox1F3
cox1F
cox1R
cox1R3
cox2F
cox3R
cox3F

Gene

rps12
rps12
rps12
rps12
rps12
rpl20
s
ms
s
s
ms
ms
ms
ms
ms
nad4L
nad4l
nad4l
rnl
rnl
rnl
rnl
rnl
rnl
rnl
rnl
rnl
rnl
rnl
rnl
rnl
coxl
coxl
coxl
coxl
coxl
coxl
coxl
coxl
cox2
cox3
cox3

Sequéncia (5°- 37)

ACAAyAAGyCCTAArAAACC
GGTTTyTTAGGrCTTrTTGT
ATTTGGTTTTTTAGGGCTTGTTGT
TCACCAGGAATGTAACCAAT

CCTCCCACCACGAACCAAAACCATAGAAT

AACAGGAAGTATTTTTGGT
ATAGAAAGGCAGCAGTGAGGAAT
ATTCCTCACTGCTGCCTTTCTAT
GAATAATACTGACACTGAGATA
GACGACAGCCATGCAAC
AAGAGTTTTGTCCGTTTATTGG
CCAATAAACGGACAAAACTCTT
ATGAAAGTAGCCCAATCT
AGATTGGGCTACTTTCAT
AAGTCGTAACAAGGTAGC
TAAAAATAATAAAATAGAAGTA
TTTAGATGATATTACAGGTC
ATAGACGATTCCGCAGC
AGGAGGCATTGGCTTGTGATTTAT
ATAAATCACAAGCCAATGCCTCCT
GGAGCGAAAGACTAATCAAACT
CAATCCAAATCAATACTAAGAAT
TTTCACTACATTTTCAACTA
ATGAAAGAAGAAGTAACGAC
AGAGTCCTGTGGTTTTGTTA
ACCTCCGTTACATTTTAG
TAAAATGTAACGGAGGTG
CACTATGACAGACTTTCGT
CTGTAAGAAAAAGAAAAATAAAAAGCG
CGCTTTTTATTTTTCTTTITTCTTACAG
CCAGTAGCATCGTCAAGTAG
TCAACAAATCATAAAGATATTGG
AATATCTTTATGATTTGTTGA
TTTGITTTTTTGGACATCC
ACTTCTGGATGTCCAAAAAAyYCA
TAGGTGTATTAGGATTTAT
CTTATTATGTAGTTGCGC
GCGCAACTACATAATAAG
ACCGAATCAATAATAAAATCCAGCA
GTACCWTCTTTdrGrrkdAAATGTGATGC
GGATCTACWAGATGrAAwGGATGTC
CACCAACAGTAGAAATCGG

Localizacao

em C.crispus
(pb)

1250-1269
1250-1269
1250-1273
1325-1344
1365-1394
1861-1879
2233-2255
2233-2255
2601-2622
2864-2880
2910-2931
2910-2931
3008-3025
3008-3025
3269-3286
3388-3409
3520-3539
3572-3588
3759-3782
3759-3782
4352-4373
4563-4586
4702-4721
5202-5221
5226-5245
5669-5686
5670-5687
5764-5782
6010-6035
6010-6035
6092-6111
7584-7606
7584-7604
8269-8287
8271-8293
8401-8419
8671-8688
8671-8688
8732-8756
9710-9738
10114-10138
10426-10444

™
(°O)

492
492
54,1
51,4
62,0
46,6
56,2
56,2
46,8
54,3
51,4
51,4
47,9
47,9
49,0
38,3
43,7
51,9
57,0
57,0
52,8
46,8
443
47,5
51,2
46,2
46,5
49,1
50,7
50,7
52,4
47,0
42,7
474
53,9
414
455
455
53,1
67,0
62,0
50,6



Tabela 2. Continuacao.

Primer

ymf39F
ymf39R
cobF
cobF2
cobR
cobF3
nad6F2
nad6F
rpsl1R
nad3F
nad3R
nad3R2
nadlF
nadlR
nadl1R2
nad2F3
nad2R3
nad2F2
nad2R2
nad2F
nad2R
sdh4F
sdh4R
nad4F3
nad4F2
nad4R2
nad4F
nad4R
nad5F3
nad5R5
nad5R3
nad5R4
nad5F
nad5R
nad5F2
nad5R2
atp8R2
atp8F
atp8R
atp6F2
atp6R2
atp6F
atp6R
atp6F3
atp6F4
atp6F5
orf172F

Gene

ymf39
ymf39
cob
cob
cob
cob
nadb6
nad6
rpsll
nad3
nad3
nad3
nadl
nadl
nadl
nad?2
nad?
nad?2
nad?
nad?2
nad?
sdh4
sdh4
nad4
nad4
nad4
nad4
nad4
nad>5
nad>5
nad>5
nad>5
nad>5
nad5
nad>5
nad>5
atp8
atp8
atp8
atp6
atp6
atp6
atp6
atp6
atp6
atp6
orfl72

Sequéncia (5°- 37)

ATAGATAAATAGGTAGCGTCAT
ATGACGCTACCTATTTATCTAT
ATTAGCATTCGCAAGTGTAG
TTAGCATTCGCAAGTGTAGAGCATA
TATAATCCTCTAAAAATATG
TTAGGAGGCGTGGTAGCAATGAT
CATCATAACCAACAATAAAAAT
AAAACTCTTACCTATTGGGG
ATACAATAACAAAACAGAGAACAA
TAAATCCrCACTCATAAGC
GCTTATGAGTGyGGATTTA
AGTGCTTATGAGTGCGGGCT
TTCAGGTAAATCAAAAGGAG
CTCCTTTTGATTTACCTGAA
CGTTAGGCGAGGGTATGGTGTATTCTGAT
GAATCAAAATACATACCCTTA
TAAGGGTATGTATTTTGATTC
CTCCTCCCAACACTGATAATAAAAGAAAAC
GTTTTCTTTTATTATCAGTGTTGGGAGGAG
TATGAAAwWGGTGCKGC
GCmGCACCWTTTCATA
AGTCCAAAGAAAAATAAAAATCCAGC
GCTGGATTTTTATTTTTCTTTGGACT
GCACCTACTAATACTAATAAT
GGWGTAAAAWAAATTGATGC
AAATGGGTGGTTATGGTTCTTACG
AAAAAATTGGTAAGCAGC
GCTGCTTACCAATTTTTT
CGAACAACCAACTTTACGCTTATC
CTAATGAACAAGATATGCGTCG
AACTGCGGGGGTATTTTTATTA
GTTTGTAGGATGAGAAGGTGTAGGTTTAGC
CCwACACCTTCTCACsC
GsGTGAGAAGGhGTwGG
GAGAGATAAAGCCATTGAGAAAAAAACACA
TGTGTTTTTTTCTCAATGGCTTTATCTCTC
ATCGTATCATTGTATTTTCCCA
ACGITCTAATTGWGGCAT
ATGCCwCAATTAGAYCGT
GCTTGTAAACCTGCTATTGCTAA
TTAGCAATAGCAGGTTTACAAGC
CAThGTyCAArCAAAyCC
GGITTTGYTTGrACdATG
GATAGAGCAAGACCAAATGTAAATGTAATA
CAATTATTTGGWATTAKAGTATT
CAGGAGAAGAAGGATTTGAACC
TTTTTTAGACTCCCCTTTTGAA

Localizacao
em C.crispus
(pb)
11471-11493
11471-11493
11924-11943
11925-11949
12033-12052
12612-12634
13420-13441
13714-13731
15891-15913
16384-16402
16384-16402
16386-16405
16901-16920
16901-16920
17216-17244
17691-17711
17691-17711
18049-18078
18049-18078
18325-18340
18325-18340
19234-19259
19234-19259
19567-19587
19945-19964
19990-20014
20265-20282
20265-20282
20824-20847
22268-22289
22561-22582
22934-22963
22940-22956
22940-22956
23239-23268
23239-23268
23764-23785
23811-23798
23811-23798
23870-23892
23870-23892
23968-23985
23968-23985
24191-24220
24386-24408
24603-24624
25170-25192

31

™
0

48,2
48,2
50,5
56,3
38,9
58,2
452
493
49,0
48,4
48,4
59,2
47,5
47,5
61,0
45,1
45,1
56,0
56,0
48,1
48,1
61,0
61,0
442
453
55,3
46,1
46,1
54,5
51,5
52,2
58,5
53,6
53,6
56,3
56,3
49,7
49,7
49,7
53,5
53,5
48,4
48,4
53,7
433
53,3
50,2
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4.8. Clonagem de produto de PCR

Foram feitas clonagens com os produtos de PCR que apresentaram multiplas
bandas, utilizando-se o kit “pGEM-T Vector Systems” (Promega, Madison, WI, USA),
conforme o protocolo do fabricante. Para isso, a banda de interesse foi cortada do gel de
agarose e purificada com o kit “Illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit”
(GE Healthcare), segundo o protocolo do fabricante.

Os vetores foram inseridos em células de E. coli através do método de heat-
shock, em que a permeabilidade da membrana é conferida por choque térmico,
permitindo a entrada do plasmideo na bactéria (Sambrook et al., 1989).

Apds a transformacfo, as bactérias cresceram no meio de cultura liquido SOC
(Triptona 2%; Extrato de levedura 0,5%; NaCl 8,6mM; KCI 2,5mM; MgSO, 20mM,;
Glicose 20mM) por 45 min a 37°C com agitacdo. Foram entdo plaqueadas em meio de
cultura s6lido composto por LB (triptona 10g/L; extrato de levedura 5g/L; NaCl 5g/L;
dgar 15g/L), IPTG (250ug/mL), X-Gal (40pg/mL) e ampicilina (100ug/mL). As placas
foram colocadas em estufa por 14 horas a 37°C.

As coldnias brancas foram selecionadas por repique e colocadas em meio de
cultura liquido CircleGrow para se multiplicarem. Apés 20 horas de incubagio a 37°C no
agitador, uma parte foi acrescida de uma solugdo de glicerol 50% (mesmo volume) e
armazenada a -80°C. O restante foi centrifugado a 4.000 rpm por 10 min. O sobrenadante
foi descartado e adicionou-se 240uL de tampao GTE (Glicose S0mM; Tris-HCI 25mM;
EDTA 10mM, pH 8,0). Novamente foi centrifugado a 4.000 rpm por 10 min, descartado
o sobrenadante e adicionados 80uL de GTE. As bactérias foram ressupensas e foram
acrescentados SUL de RNAse (10mg/mL). Foram transferidos 60uL de cultura para uma
nova placa, acrescido de 60uL de NaOH/SDS (NaOH 0,2M; SDS 1%) e incubado a
temperatura ambiente por 10 min. Adicionou-se 60Ul de acetato de potdssio 3M e
incubou-se por mais 10 min a temperatura ambiente. Apds a incubacio a placa foi levada
a estufa a 90°C por 30 min e depois imediatamente no gelo por 10 min. Centrifugou-se
por 10 min a 4000 rpm e o sobrenadante foi transferido para uma placa com filtro,
acoplada a uma outra placa. As placas foram centrifugadas a 4000 rpm por 6 min e a
placa com filtro foi descartada. Ao filtrado foram adicionados 110uL de isopropanol

100% e centrifugado a 4.000 rpm por 45 min. O sobrenadante foi descartado e lavado
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com 200uL de etanol 70% a 4.000 rpm por 5 min. O precipitado foi ressuspenso em
40uL de 4dgua ou TE.
Os plasmideos purificados foram sequenciados com o uso de primers do vetor

(T7 e SP6).

4.9. Analise dos contigs

As sequéncias contiguas (contigs) que ndo entraram na montagem final do
genoma do cloroplasto (GenBank NC 006137; Hagopian et al., 2004), que foi
previamente sequenciado em nosso laboratdrio, foram recuperados do banco de dados
(http://gracilaria.ib.usp.br/ mirror/gt-chloroplast/) e comparados (BLASTN e BLASTX)
as sequéncias disponiveis no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Os resultados das
buscas foram vasculhados através de palavras chave (“mitochondrial”’; “Chondrus” e
“Porphyra”) para mais rapidamente localizar os contigs que continham similaridade ao
mtDNA. Foi utilizado o conjunto de programas Phred/Phrap/Consed (Gordon et al.,
1998) para a verificacdo das montagens dos contigs e a qualidade das sequéncias.

Os contigs mitocondriais e as sequéncias consenso anteriormente obtidas foram
alinhadas no programa BioEdit Sequence Alignment Editor (Hall, 1999), versdo 7.0.5.3,
utilizando-se como referéncia o genoma mitocondrial completo de C. crispus (GenBank

NC 001677).

4.10. Analise das sequéncias geradas

Ap6s o sequenciamento descrito acima, as sequéncias obtidas nas dire¢des direta
e reversa dos produtos de PCR purificados e da clonagem, foram comparadas as
sequéncias disponiveis no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) por BLASTN e
BLASTX (Altschul et al. 1997) e alinhadas no programa BioEdit (Hall, 1999), para a
geracdo de uma sequéncia consenso por produto de PCR.

No caso de posicdes divergentes, os cromatogramas das sequéncias foram
analisados para confirmar os resultados.

Todas as sequéncias geradas foram montadas também no pacote de programas

Phred/Phrap/Consed (Gordon er al., 1998), para a formacdo de novos contigs e
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elaboracdo de novos primers. Esse conjunto de programas permite avaliar a qualidade da
sequéncia, além de fazer um alinhamento automatico levando-se em conta essa qualidade

e eliminando fragmentos nao desejados, como vetores, por exemplo.

4.11. Analise do genoma completo

A partir da geracdo dos contigs no pacote de programas Phred/Phrap/Consed
(Gordon et al., 1998), foi feita a montagem manual da sequéncia consenso do genoma
mitocondrial completo de G. tenuistipitata, com o auxilio do programa BioEdit (Hall,
1999). Este programa permite selecionar a regido de quebra do genoma para lineariza-lo,
uma vez que o genoma mitocondrial é circular.

Para facilitar a comparacio, foi escolhida como inicio do genoma mitocondrial de
G. tenuistipitata a regido do RNA transportador para asparagina (tRNA™™), a mesma
utilizada em C. crispus. Uma vez linearizado o genoma, foram feitas andlises para
detectar as localizagdes das proteinas e dos RNAs estruturais (rRNA e tRNA) .

Para a localizacdo de proteinas foi utilizada uma ferramenta disponivel no
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html) denominada Open Reading
Frame Finder (ORF Finder), que faz uma listagem dos possiveis quadros abertos de
leitura, ou seja, dos possiveis genes codificadores de proteinas. O programa faz seis
andlises simultineas do genoma, levando-se em consideragdo tré€s possibilidades de
inicio do cédon em cada fita (direta ou reversa).

Para a localizagdo dos RNAs transportadores (tRNA) foi utilizado o programa
tRNAscan-SE (Lowe & Eddy, 1997 - http://selab.janelia.org/tRNAscan-SE/), que indica

quais e onde estdo os genes, além de fornecer suas estruturas secunddrias.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho foram utilizadas duas estratégias para a obtencio da sequéncia do
genoma mitocondrial de G. tenuistipitata. A primeira estratégia visava a obtencdo de
mtDNA através de centrifugacdes diferenciais, e a segunda, por amplificacdes através da
técnica de PCR. Este dltimo método foi possivel de ser realizado porque ja havia trés
sequéncias de mtDNA de algas vermelhas disponiveis no GenBank, que foram alinhadas
com algumas sequéncias mitocondriais de G. fenuistipitata disponiveis em nosso banco
de dados, resultados de um trabalho anterior no qual foi sequenciado o genoma completo
do cloroplasto desta alga (Hagopian et al. 2004). A partir desses fragmentos, foi possivel
desenhar primers para a amplificacio e sequenciamento do restante do genoma

mitocondrial.

5.1. Obtencao de mtDNA

Gracilaria tenuistipitata € uma espécie de alga ndo nativa no Brasil, logo, toda a
biomassa para os experimentos teve que ser crescida in vitro. Esta foi uma das limitagdes
para a realizacdo dos experimentos. As condi¢cdes de crescimento in vitro foram
previamente estabelecidas em nosso laboratério (Macchiavello et al., 1998).

Os métodos utilizados para a obtengdo de mtDNA purificado sdo diversos. Para a
alga unicelular Cyanidioschyzon merolae suas células foram agitadas com contas de
vidro (0,05mm) e lisadas com SDS e proteinase K. Apds uma série de extragdes com
fenol/cloroférmio, os DNAs foram parcialmente purificados através do gradiente de
densidade com cloreto de césio com o corante Hoechst 33258 e as diferentes bandas
coletadas. Nesse protocolo, o DNA ¢é separado em bandas por densidade, sendo que trés
bandas podem ser obtidas de acordo com o material: superior, intermedidria e inferior,
que correspondem aos DNAs mitocondrial, plastidial e nuclear, respectivamente (Suzuki
et al., 1992). Posteriormente, o mtDNA foi digerido com as endonucleases EcoRI e
Hindlll, e clonado (Ohta et al., 1998). J4 o mtDNA de Porphyra purpurea foi isolado
apo6s digestdo da fracdo do DNA rico em A-T (também obtida em gradiente de CsCl)
com a enzima de restri¢do Sacl e recuperado por eletroelui¢do em gel de agarose.

A principio, o protocolo de extracdo de DNA utilizado neste estudo havia sido
elaborado a partir dos trabalhos de Hagopian er al. (2002) e de Triboush et al. (1998).

Este protocolo visava o enriquecimento da solucio com DNA organelar rico em A-T,
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através de centrifugacdes diferenciais. Porém o rendimento era muito baixo (a cada 50g
de alga fresca, era obtido cerca de 20ug de DNA total). Portanto, um outro protocolo foi
adaptado de Rice & Bird (1990), que apresenta um rendimento maior (cerca de 800ug de
DNA total usando-se 10g de alga fresca).

Apo6s a mudanga na extragao de DNA total, sua purificagdo foi feita por meio de
ultracentrifugacdo isopicnica em gradiente de CsCl (Aldrich & Cattolico, 1981),
utilizando o corante Hoechst 33258 (bisbenzimidina). Este corante se liga entre as bases
adjacentes da dupla fita de DNA, com maior afinidade para bases A-T (Chesnick &
Cattolico, 1993), conferindo assim uma diferenca de densidade e possibilitando a
separacgdo das fracdes de DNA em bandas. Era esperado a obteng¢do de trés bandas: uma
nuclear, uma plastidial e uma mitocondrial. Porém, foram obtidas apenas duas: uma
superior, contendo os genomas organelares, e uma inferior, contendo o genoma nuclear
(Figura 5A).

Foi feita uma digestdo com a enzima de restricio EcoRI, para confirmar se a
banda superior correspondia ao DNA organelar, o que foi confirmada pelo padrido de
bandas apresentado no gel de eletroforese (Figura 5B). Devido a grande diferenca de
tamanho entre os genomas organelares e nuclear, esperava-se obter um padrao de bandas
discretas para os genomas organelares e um padrdo de bandas continuas para o DNA

nuclear.

3,0—=
2,0—=

1,0—
Cll=organslar —
S vuslsa —

A B

Figura 5. A. Resultado da ultracentrifuga¢do em gradiente de CsCl com o corante Hoechst 33258, com a
formacdo de duas bandas de DNA. B. Gel de eletroforese corado com brometo de etidio apds digestdo com
EcoRI das bandas de DNA recuperadas do gradiente de CsCl. A primeira coluna é o marcador 1Kb Ladder
(Promega). A segunda coluna € o DNA total, a terceira é a banda superior e a quarta, a banda inferior.
Nota-se um padrao de bandas discretas na terceira coluna. As fotos foram tiradas em luz UV.
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O objetivo do gradiente de CsCl era isolar o genoma mitocondrial, para a
clonagem e construcdo de uma biblioteca de shotgun. Entretanto, o total isolamento do
mtDNA ndo foi possivel, embora diferentes pardmetros tenham sido testados durante a
realizacdo deste experimento, como a utilizacdo de diferentes concentra¢des de CsCl, do

corante Hoescht e do DNA.

5.2. Primer walking

Em paralelo aos experimentos visando a obtengdo de mtDNA, foram testados
vérios pares de primers para a amplificacdo do genoma mitocondrial de G. tenuistipitata
(Tabela 3) a partir do DNA total. Os primers variam em tamanho, temperatura de
alinhamento e alguns sdo degenerados (apresentam bases divergentes em uma ou mais
posicdes).

Os genomas organelares sdo extremamente ricos em bases A-T, cerca de 70% do
total (Gillham, 1994). Devido a isso, hd uma certa dificuldade em se desenhar primers,
pois devido a baixa TM, estes podem formar dimeros e estruturas secundérias (loops e
hairpins) e alinhar em diferentes regides do genoma que possam ser parecidas. Os
genomas organelares apresentam vdrias pequenas sequéncias repetitivas, que também
dificultam o pareamento dos primers (Schuster & Brennicke, 1994; Bullerwell & Gray,
2004). Logo, para a obten¢do de fragmentos maiores de PCR foram desenhados primers
maiores (com até 30 nucleotideos) para que se pudesse atingir TM maior, recomendado
pelo fabricante da enzima elongase (Invitrogen) e aumentar a especificidade, diminuindo
a possibilidade de se amplificar mais de uma regifo.

Alguns primers apresentaram resultados insatisfatorios, devido ao resultado
negativo para a PCR, ou com a amplificagdo de diversas regides do genoma ao mesmo
tempo, formando multiplas bandas no gel (Tabela 3). A maioria desses oligonucleotideos
foram desenhados apenas com base nos genomas mitocondriais de C. crispus e P.
purpurea, e por isso o desempenho irregular.

Dada a dificuldade em se obter mtDNA purificado e ao relativo sucesso da
estratégia de primer walking, optou-se em usar essa metodologia para finalizar o

sequenciamento do genoma mitocondrial de G. tenuistipitata.
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Tabela 3. Descrig@o de todas as combinacgdes de primers testados para PCR e seus respectivos resultados.
A sequéncia e localizagdo de cada primer estdo descritos na Tabela 2. Estdo descritos também o tamanho
esperado com base na localizacdo dos primers no genoma mitocondrial de Chondrus crispus € o tamanho

do fragmento obtido para Gracilaria tenuistipitata. RN= resultado negativo e MB= muiltiplas bandas.

Combinagao de Tamanho esperado (Kb) | Tamanho obtido (Kb) DNA Polimerase
primers C. crispus G.tenuistipitata

rps12F X rnsR 1,6 MB Taq Invitrogen
rps12F x nad4LR 1,5 1,5 Taq Invitrogen
rps12F x rnlR4 2,5 2,5 Taq Invitrogen
rps12F x rnlR4 2,5 2,0e0,7 Elongase Invitrogen
rpl20F x rnsR3 1,1 MB Taq Invitrogen
rpl20F x rnsR4 1,2 MB Taq Invitrogen
rpl20F x nad4LLR 1,5 1,5 Taq Invitrogen
rpl20F x rlR4 1,9 RN Taq Invitrogen
msF3 x nad4LR 0,8 0,8 Taq Invitrogen
msF3 x nad4LLR2 1,0 1,0 Taq Invitrogen
rnsF4 x nad4LR 0,5 0,5 Taq Invitrogen
rnsF4 x nad4LLR2 0,7 0,7 Taq Invitrogen
msF5 x nad4LR 0,4 0,4 Taq Invitrogen
rnsF5 x nad4LLR2 0,6 0,6 Taq Invitrogen
rnsF x rnlR 2.4 2,5 GoTaq Promega
rnsF x GazR1 5,0 RN GoTaq Promega
nad4LF x rnlR4 0,3 0,3 Taq Invitrogen
nad4LF x rnlR7 1,7 1,7 Taq Invitrogen
nad4LF x rnlR 2,2 2,3 GoTaq Promega
nad4LF x rnlR3 2,5 2,0 Elongase Invitrogen
nad4LF x cox1-5’R 4,0 3,3 Elongase Invitrogen
nad4LF x GazR1 4,8 3,5 Elongase Invitrogen
nad4LF x cox3R 6,6 RN Elongase Invitrogen
rmlF4 x rnlR3 2,3 2,3 Elongase Invitrogen
rnlF4 x cox1-5’R 3,8 3,8 Elongase Invitrogen
rnlF4 x GazR1 4.5 4,5 Elongase Invitrogen
rnlF7 x cox1-5’R 3,3 3,3 Elongase Invitrogen
rnlF x cox1R 3,0 RN GoTaq Promega
rnlF x GazR1 2,6 2,6 GoTaq Promega
rnlF3 x GazR1 2,3 2,0 Taq Invitrogen
rnlF3 x cox3R 4,1 4,1 Elongase Invitrogen
rnlF2 x cox3R 4,0 4,0 Elongase Invitrogen
GazF1 x GazR1 0,7 0,7 GoTaq Promega
GazF1 x cox1R 1,1 1,1 GoTaq Promega
GazF1 x cox3R 2,6 2,6 GoTaq Promega
cox1F2 x cox1R 0,4 RN GoTaq Promega
cox1F2 x cox3R 1,5 RN GoTaq Promega
cox1F3 x cox1R3 0,4 0,4 Taq Invitrogen
cox1F x cox3R 1,5 0,6 GoTaq Promega
cox2F x cox3R 0,4 0,4 GoTaq Promega
cox2F x ymf39R 2,0 1,6 Taq Invitrogen
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Combinagao de Tamanho esperado (Kb) | Tamanho obtido (Kb) DNA Polimerase
primers C. crispus G.tenuistipitata

cox2F x cobR 2,3 2,3 GoTaq Promega
cox2F x nad3R 6,7 RN Elongase Invitrogen
ymf39F x nad2R2 6,4 6,4 Elongase Invitrogen
ymf39F x nad2R3 6,0 6,0 Elongase Invitrogen
cobF x nad3R 3,5 MB Elongase Invitrogen
cobF x nad1R 5,0 MB Elongase Invitrogen
cobF x nad2R 6,5 6,5¢e2,5 Elongase Invitrogen
cobF x nad4R 8,5 RN Elongase Invitrogen
cobF2 x nad2R3 5,6 5,6 Elongase Invitrogen
cobF2 x nad2R2 5,9 5,9 Elongase Invitrogen
cobF3 x nad1R2 4,6 4,6 Elongase Invitrogen
nad6F2 x nad3R2 3,0 MB Elongase Invitrogen
nad6F2 x nad1R2 3,8 3,8 Elongase Invitrogen
nad6F x rps11R 2,2 RN Elongase Invitrogen
nad6F x nad1R2 3,5 3,5 Elongase Invitrogen
nad3F x nad2R 2,0 MB Taq Invitrogen
nad2F3 x nad5SR2 5,9 5,6 Elongase Invitrogen
nad2F2 x nad5R3 4.5 4,5 Elongase Invitrogen
nad2F2 x nad5R4 4,9 4,8 Elongase Invitrogen
nad2F2 x nad5R2 5,5 5,5 Elongase Invitrogen
nad2F x nad4R 2,0 MB Taq Invitrogen
nad2F x nad5R 4,7 MB Elongase Invitrogen
nad2F x atp8R 5,4 MB Elongase Invitrogen
nad2F x atp6R 5,6 MB Elongase Invitrogen
nad4F3 x nad5R5 2,7 2,7 Elongase Invitrogen
nad4F3 x nad5R2 3,7 3,7 Elongase Invitrogen
nad4F2 x nad5R5 2,3 2,3 Elongase Invitrogen
nad4F x nad5R 2,7 MB Taq Invitrogen
nad4F x atp8R 3,5 3,5 Elongase Invitrogen
nad4F x atp6R 3,7 MB Elongase Invitrogen
nad5F3 x atp8R2 3,0 3,0 Elongase Invitrogen
nad5F3 x nad5R2 2,5 2,5 Elongase Invitrogen
nad5F3 x atp6R2 3,0 3,0 Elongase Invitrogen
nadSF x atp6R 1,0 1,5e0,5 Taq Invitrogen
nad5F2 x atp6R2 0,7 0,7 Taq Invitrogen
nad5F2 x rps12R 3.9 RN Elongase Invitrogen
nad5F2 x rps12R2 4,0 MB Elongase Invitrogen
nad5F2 x rnsR 5,5 MB Elongase Invitrogen
atp8F x rps12R 3,3 3,8e0,7 Elongase Invitrogen
atp8F x rps12R2 3,5 MB Elongase Invitrogen
atp8F x rnsR 4,9 MB Elongase Invitrogen
atpbF2 x rps12R 3,2 4,6 Elongase Invitrogen
atp6F2 x rps12R4 3,3 MB Elongase Invitrogen
atp6F2 x rps12R2 3.4 MB Elongase Invitrogen
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Tabela 3. Continuacio.

Combinagao de Tamanho esperado (Kb) | Tamanho obtido (Kb) DNA Polimerase
primers C. crispus G.tenuistipitata

atp6F2 x rnsR 4.8 MB Elongase Invitrogen
atp6F3 x rps12R 2,9 4.5 Elongase Invitrogen
atp6F3 x rps12R4 3,0 MB Elongase Invitrogen
atp6F3 x rnsR2 3,9 MB Elongase Invitrogen
atp6F3 x nad4LLR 5,0 MB Elongase Invitrogen
atp6F x rps12R2 3,3 MB Elongase Invitrogen
atp6F x rnsR 4,7 MB Elongase Invitrogen
atp6F5 x rps12R 2,5 MB Elongase Invitrogen
atp6F5 x rps12R4 3,3 MB Elongase Invitrogen
atp6F5 x nad4LR 4,6 MB Elongase Invitrogen
orfl172F x rps12R3 1,9 RN Taq Invitrogen

orf172F x nad4LR 4,0 RN Elongase Invitrogen

5.3. Sequenciamento e montagem do genoma mitocondrial

O genoma do cloroplasto de G. tenuistipitata foi completamente sequenciado
pelo nosso grupo (GenBank NC 006137; Hagopian ef al. 2004) a partir de uma biblioteca
de shotgun. Essa biblioteca foi construida com DNA isolado de cloroplastos, entretanto,
apesar da baixa contaminacdo (89% dos clones sequenciados eram DNA plastidial),
foram sequenciados clones contendo DNA de origem nuclear e especialmente DNA de
origem mitocondrial. Os contigs que ndo entraram na montagem final do genoma do
cloroplasto foram recuperados do banco de dados e comparados as sequéncias
disponiveis no GenBank (BLASTN e BLASTX). Os resultados dessa busca foram
analisados e foram identificados sete contigs que continham sequéncias de origem
mitocondrial, formando um total de 10.428 pares de base (aproximadamente 1/3 do
esperado para o genoma mitocondrial completo; Tabela 4). Foram identificados nesses
contigs os genes mitocondriais: cox1, cox2, cox3, cob, atp6, nad2, nad4, nad4l e rns.

As sequéncias desses contigs foram alinhadas com as sequéncias dos genomas
mitocondriais completos de C. crispus e P. purpurea, e a partir desses alinhamentos
iniciou-se a construgdo do primers para a amplificacdo de outros segmentos do genoma
mitocondrial de G. tenuistipitata.

O sequenciamento do genoma mitocondrial de G. tenuistipitata foi realizado por

primer walking, ou seja, a partir do sequenciamento das pontas dos produtos
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amplificados por PCR, foram desenhados primers mais internos para a obten¢ao de todo

o fragmento.

Tabela 4. Contigs recuperados da montagem do genoma plastidial de Gracilaria tenuistipitata que contém
sequéncias de origem mitocondrial.

Contig | pb Organismo/e-value Produto (gene)

# (BLASTX/BLASTN)

1 910 | Gracilariopsis lemaneiformis | Citocromo c oxidase subunidade 1 (coxl1)
5e-51/2e-109

2 606 | Gracilariopsis lemaneiformis | Citocromo c oxidase subunidade 3 (cox3)
Gracilaria tenuistipitata Citochomo c oxidase subunidade 2 (cox2)
3e-45/3e-67

3 791 | Chondrus crispus NADH desidrogenase subunidade 4 (nad4)
le-54/1e-14

4 751 | Chondrus crispus Apocitocromo b (cob)
2e-104/8e-87

5 1826 | Chondrus crispus ATP sintase FO subunidade 6 (atp6)
4e-94/9e-30

6 2398 | Chondrus crispus NADH desidrogenase subunidade 2 (nad2)
2e-104/1e-07

7 3146 | Chondrus crispus NADH desidrogenase subunidade 4L (nad4L)
8e-36/7e-180 Subunidade pequena do rRNA (rns)

Total | 10.428

Todas as sequéncias obtidas foram comparadas ao banco de dados do GenBank
por BLASTN e BLASTX (Altschul ef al. 1997) e alinhadas no pacote de programas
Phred/Phrap/Consed (Gordon et al., 1998). A montagem final da sequéncia consenso do
genoma mitocondrial completo de G. tenuistipitata (Figura 6) foi feita manualmente no
programa BioEdit (Hall, 1999), onde foi delimitado o local de quebra do genoma circular
para linearizd-lo, facilitando as andlises posteriores. A linearizacdo do genoma
mitocondrial de G. tenuistipitata foi baseada no genoma mitocondrial linearizado de C.
crispus, que apresenta duas direcdes de transcricdo opostas, localizado entre os genes
orfl172 e ymf16, e cob e nad6. A origem de replicacdo do mtDNA estaria em uma destas

regides (Leblanc et al. 1995).
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Figura 6. Esquema representando o genoma mitocondrial completo e linearizado de Gracilaria
tenuistipitata. Em azul estdo os genes que codificam proteinas. Em verde, os genes para rRNA e em rosa,
os tRNAs. Os RNAs transportadores estdo identificados pelas letras correspondentes ao seu aminodcido.
Em amarelo estd representado o Intron do grupo II presente no tRNA™. Entre os genes cox2 e cox3 hd
uma regido espagadora utilizada como marcador molecular (Zuccarello et al. 1999). Os nimeros acima dos
quadros representam a extensdo da sequéncia em nucleotideos.

5.4. Tamanho e genes presentes no mtDNA

O genoma mitocondrial de G. fenuistipitata é circular, contém 25.565 pb e o total
de nucleotideos A+T representa cerca de 73%, ndmeros muito similares aos observados
para o genoma mitocondrial de C. crispus (Tabela 1). Além disso, a composicido de
genes e sua distribuicdo no genoma mitocondrial de G. tenuistipitata é praticamente a
mesma que em C. crispus (Figura 7). Ambas as espécies pertencem a ordens diferentes,

mas dentro da mesma classe (Florideophyceae).
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Figura 7. Comparag@o entre os quatro genomas mitocondriais completos de Rhodophyta. Em tons de azul
estdo representados genes para rRNA. Em tons de rosa, genes para proteinas ribossomicas. Em tons de
verde, genes para a cadeia respiratdria de elétrons e sintese de ATP. Em lilas estdo representados genes
envolvidos na biogé€nese do citocromo tipo c. Em amarelo, os genes para outras proteinas ou cuja funcio é
desconhecida. A orientacdo das setas verticais indica o sentido dos genes. As setas horizontais (vermelhas)
indicam mudanga de dire¢do dos genes. As letras (A-E) ao lado indicam regides conservadas dos genomas
mitocondriais das quatro algas vermelhas. O bloco A é composto pelos genes rns, nad4L. e rnl, com
excegdo de C. merolae, que apresenta o gene yejU entre eles. Todos os genes da regido A estdo orientados
na mesma direcdo. O bloco B é composto pelos genes rps3 e rpl16, também com sentido invertido apenas
em C. merolae. O bloco C1 é composto pelos genes cox1-3 e ymf39. Em P. purpurea o bloco estd
invertido, e em C. merolae hd um rearranjo entre os genes, com rpl6 no meio e cox1 afastado dos demais
citocromos. O bloco C2 é composto pelo gene apocitocromo b, que estd préximo ao bloco C1 em trés
genomas mitocondriais, com excec¢do P. purpurea. O bloco D é composto pelos genes sdh2-3 e nadb, cuja
direcdo estd invertida em C. merolae em comparagdo aos genomas mitocondriais de G. tenuistipitata e C.
crispus, e em P. purpurea os genes estdo afastados um do outro. A regido E € a mais conservada em todos
os genomas mitocondriais e é composta pelos genes atp6, atp8, nad5, nad4, sdh4, nad2, nadl e nad3, com
excecdo de C. merolae, que apresenta o gene sdh4 afastado do bloco. Ndo foram representadas orfs
sobrepostas a genes conhecidos. Os genes sdhB-D s3o homdlogos aos genes sdh2-4, respectivamente,
assim como os genes cob e cytb, e ymf16 e orf267.
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Assim como a filogenia de Rhodophyta ainda ndo foi completamente esclarecida
(Yoon et al. 2006), a arvore filogenética da classe Florideophyceae proposta pelo projeto
Tree of Life (http://tolweb.org/Florideophyceae) também ndo estd totalmente resolvida,
apresentando politomias (Figura 8). Porém, pode-se notar que as ordens de G.
tenuistipitata (Gracilariales) e C. crispus (Gigartinales) estdo proximas, formando um

clado junto com outras seis ordens.

Ahnfeltiales
Hildenbrandiales
Coralinales
Rhodogorgonales
Acrochaetiales
Batrachospermales
Memaliales
Falmariales
Bonnemaisoniales
Ceramiales
Gelidiales
Gigartinales
Gracilariales
Halymeniales
Flocamiales
Rhodimeniales

IIIIIIIIIIIIIJ1

Figura 8. Arvore filogenética para a classe Florideophyceae apresentado pelo projeto Tree of Life. Em
vermelho estdo destacadas as ordens Gigartinales, no qual se encontra Chondrus crispus, e Gracilariales,
onde estd Gracilaria tenuistipitata. Nota-se que as duas ordens estdo no mesmo clado.

Portanto, a grande similaridade entre os genomas mitocondriais de G.
tenuistipitata e C. crispus pode indicar uma proximidade entre as ordens a que
pertencem.

No genoma mitocondrial de G. fenuistipitata foram identificados 50 genes, sendo
25 genes codificadores de proteinas, 3 genes para rRNA e 22 para tRNA ( Figura 6 e
Tabelas 5,6 ¢ 7)

A ordem e o sentido dos genes para proteinas sdo iguais em G. tenuistipitata e C.
crispus, assim como para os TRNAs (Figura 7). Porém, alguns tRNAs sdo diferentes

entre essas duas espécies, como serd discutido mais adiante.
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Tabela 5: Resumo de todos os genes identificados no genoma mitocondrial de Gracilaria tenuistipitata, de
acordo com suas fungdes.

A. Genes para RNA ribossomico (3)
Subunidade pequena: rns
Subunidade grande: rn/
5S rRNA: rrnS
B. Genes para RNA transportador (22 no total, Tabela 7 e Anexo 2)
C. Genes para proteina ribossdmica (5)
Subunidade pequena: rps3, rpsl1, rps12
Subunidade grande: rpl16, rpl20
D. Genes para o transporte de elétrons e fosforilacio oxidativa (17)
Complexo I da cadeia respiratéria: nadl, nad2, nad3, nad4, nad4l., nadS, nad6
Complexo II da cadeia respiratéria: sdh2, sdh3, sdh4
Complexo III da cadeia respiratoria: cob
Complexo IV da cadeia respiratéria: cox1, cox2, cox3
Complexo ATP sintase: atp6, atp8, atp9

E. Genes similares a ORFs com fun¢do desconhecida (3)

ymf16, ymf39, orf172

5.5. Genes codificadores de proteinas

As proteinas da cadeia de transporte de elétrons estdo organizadas em quatro
complexos multiprotéicos, localizados na membrana interna da mitocondria (Figura 9).
O Complexo I (NADH desidrogenase) oxida os elétrons do NADH gerados na matriz
mitocondrial durante o ciclo do 4cido citrico e transfere estes elétrons a ubiquinona
(UQ), que é um pequeno carregador de prétons e elétrons. O Complexo II (sucinato
desidrogenase) catalisa a oxidacdo do sucinato no ciclo do 4cido citrico, transferindo
elétrons também a ubiquinona. O Complexo III (complexo de citocromos bc;) recebe os
elétrons da ubiquinona e transfere para o Complexo IV (citocromo c¢ oxidase), que

realiza a reducio de moléculas de O, a H,O. Todo este processo de transferéncia de
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elétrons para o oxigénio estd acoplada a sintese de ATP via a ATP sintase (Taiz &

Zeiger, 2004).

ESPACO INTERMENMBRANA

Membrana
interna

@ NADPH
Y

NADH Fumarato H0  Complexelll  Complexo IV

NAD* NAD™ NADP" ol Complexo de Citocromo
Sudi P dtocromos bc,  oxidase
Complexo | e

el desidrogenase s

desidrogenase

ATP

Complexo V
ATP sintase
MATRIZ

Figura 9. Organizacdo da cadeia de transporte de elétrons e sintese de ATP na membrana interna das
mitocOndrias vegetais. Nesta figura estdo representados os quatro complexos da cadeia respiratéria (em
rosa) e o complexo ATP sintase (em azul). Modificado de Taiz & Zeiger (2004).

O genoma mitocondrial de G. fenuistipitata apresenta genes para oS quatro
complexos da cadeia respiratdria e para a sintese de ATP (Tabela 5). Os sete genes do
complexo I encontram-se quase todos agrupados (nadl ao nads, interrompidos pelo gene
sdh4), com exceg¢do dos genes nad6 e nadAlL (Figura 7). Somente o gene nad4l ¢é
codificado no sentido direto, o restante esta localizado na fita complementar do DNA. Os
trés genes do complexo Il (sdh2, sdh3 e sdh4) estdo orientados na mesma diregdo,
localizados entre os genes do complexo NADH desidrogenase (Figura 7). O gene
apocitocromo b (cob) é codificado no sentido direto e os genes do complexo IV (coxl,
cox2 e cox3) formam um dnico bloco no mesmo sentido, préximos ao gene do complexo
I (Figura 7).

Os genes atp6 e atp8 estdo localizados ao lado do complexo NADH

desidrogenase e o gene afp9 estd um pouco mais distante. Os trés genes da ATP sintase
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(denominado de complexo V, na Figura 9) encontram-se na mesma fita de DNA (Figura
7).

Nota-se que os genes responsaveis pela cadeia de transporte de elétrons e sintese
de ATP estdo agrupados, no qual os genes dos complexos I, II e V encontram-se em uma
fita (dire¢do reversa) e os genes dos complexos Il e IV na outra (direcdo direta). A
excecdo € o gene nad4l., que se encontra entre os genes ribossdmicos rns e rnl (Figura
7). Observa-se ainda, pela Figura 7 e Tabelas 6 e 7, que o genoma mitocondrial de G.
tenuistipitata apresenta dois blocos principais: um de sentido direto (entre os genes
ymf16 e cob) e um de sentido reverso (entre os genes nad6 e orf172).

Os cinco genes que codificam as subunidades pequenas (rps3, rpsll, rpsl2) e
grandes (rpl16, rpl20) do ribossomo encontram-se espalhados pelo genoma (Figura 7).

Além das proteinas componentes da cadeia respiratdria e sintese de ATP, e dos
genes ribossomicos, foram identificados genes cujas funcdes ainda ndo foram definidas
(ymf16, ymf39, orfl72), mas que estdo presentes também em C. crispus (Figura 7 e
Anexo 1). Os genes ymfl6 e ymf39 também sdo encontrados em P. purpurea e C.
merolae (0 gene orf267 seria homologo ao gene ymf16 das demais algas vermelhas),
indicando que, por serem conservados, possivelmente sdo genes ativos (Figura 7).

Entre os genes cox2 e cox3 hi uma regido espacadora (173 nucleotideos) muito
utilizada como marcador molecular, por ser uma sequéncia relativamente conservada,
mas ao mesmo tempo informativa (Zuccarello et al. 1999 e 2002; Milstein et al. 2008).
Zuccarello et al. (1999) desenvolveram primers para essa regido especificos para
Rhodophyta (cox2F e cox3R).

Neste estudo, ndo foram descritos open reading frames (orf) que se sobrepuseram

em genes com funcio conhecida.
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Tabela 6. Descricio dos genes codificadores de proteinas no genoma mitocondrial de Gracilaria
tenuistipitata.

Gene Descricao Localiza¢io Sentido
ymf16 Proteina transportadora independente sec-Y 314-1084 Direto
rps12 Proteina ribossdmica S12 1084-1467 Direto
rpl20 Proteina ribossomica L20 1628-1912 Direto
nadA4L NADH desidrogenase subunidade 4L 3323-3628 Direto
rps3 Proteina ribossdmica S3 6292-7023 Direto
rpl16 Proteina ribossomica L16 6995-7408 Direto
cox1 Citocromo c oxidase subunidade 1 7544-9139 Direto
cox2 Citocromo c oxidase subunidade 2 9141-9896 Direto
cox3 Citocromo c oxidase subunidade 3 10069-10887 Direto
ymf39 Proteina ndo identificada 10891-11433 Direto
cob Apocitocromo b 11748-12887 Direto
nad6 NADH desidrogenase subunidade 6 13034-13642 Reverso
sdh2 Citocromo c oxidorredutase subunidade 2 13820-14572 Reverso
sdh3 Citocromo c oxidorredutase subunidade 3 14616-14978 Reverso
atp9 ATP sintase FO subunidade 9 15302-15532 Reverso
rpsll Proteina ribossomica S11 15719-16078 Reverso
nad3 NADH desidrogenase subunidade 3 16201-16566 Reverso
nadl NADH desidrogenase subunidade 1 16574-17554 Reverso
nad? NADH desidrogenase subunidade 2 17563-19065 Reverso
sdh4 Citocromo c oxidorredutase subunidade 4 19087-19326 Reverso
nad4 NADH desidrogenase subunidade 4 19340-20815 Reverso
nad>5 NADH desidrogenase subunidade 5 21428-23413 Reverso
atp8 ATP sintase FO subunidade 8 23427-23834 Reverso
atp6 ATP sintase FO subunidade 6 23850-24611 Reverso
orfl72 Proteina nao identificada 24712-25176 Reverso

5.6. Genes para RNAs estruturais (rRNA e tRNA)

Foram identificados 3 genes para rRNA e 22 genes para tRNA, listados na Tabela
7. Mais uma vez, a composicdo e a ordem dos genes sdo muito similares ao genoma
mitocondrial de C. crispus (Anexo 1). As estruturas secunddrias dos tRNAs encontram-

se no Anexo 2.
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Tabela 7. Descricio do genes codificadores de RNAs estruturais (rRNA e tRNA) no genoma mitocondrial

de Gracilaria tenuistipitata. (*) tRNA que contém um intron do grupo II.

RNA Ribossomico

Gene Proteina Localizacao Sentido
rns RNA ribossdmico — subunidade pequena 1904-3290 Direto
rnl RNA ribossomico — subunidade grande 3650-6270 Direto
rrm5 RNA ribossdmico 5S 16078-16193 Reverso

RNA Transportador

Gene Aminoacido Localizacao Anti-codon | Sentido
Asn tRNA | Asparagina 1-72 GTT Direto
Val tRNA | Valina 81-153 TAC Direto
Arg tRNA | Arginina 173-247 ACG Direto
Lys tRNA | Lisina 261-334 TTT Direto
Glu tRNA | Acido glutimico 1453-1525 TTC Direto
Met tRNA | Metionina 1535-1609 CAT Direto
Asp tRNA | Acido aspartico 7420-7491 GTC Direto
Gly tRNA | Glicina 11445-11518 TCC Direto
GIn tRNA | Glutamina 11531-11603 TTG Direto
Leu tRNA | Leucina 11619-11704 TAA Direto
Leu tRNA | Leucina 12945-13028 TAG Reverso
Gly tRNA | Glicina 13661-13733 GCC Reverso
His tRNA | Histidina 13745-13819 GTG Direto
Phe tRNA | Fenilalanina 14989-15061 GAA Reverso
Ser tRNA | Serina 15108-15195 TGA Reverso
Pro tRNA | Prolina 15208-15281 TGG Reverso
Cys tRNA | Cisteina 15569-15641 GCA Reverso
Met tRNA | Metionina 15645-15718 CAT Reverso
His tRNA | Histidina (*) 20833-21412 GTG Reverso
Trp tRNA | Triptofano 24648-24721 TCA Reverso
Ala tRNA | Alanina 25194-25268 TGC Reverso
Arg tRNA | Arginina 25340-25411 TCT Reverso

Leblanc et al. (1995) descreveram a presenca de dois genes para o RNA
ribossdémico 5S (rrnS) em C. crispus, um entre 0s genes cox2 € cox3, e outro entre os
genes rpsl1 e nad3. Porém, quatro anos mais tarde, Burger ef al. (1999) questionaram a

presenca do gene rrnS entre os genes cox2-3 de C. crispus, tendo sido encontrado apenas
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uma estrutura secunddria para rrnS entre os genes rpsll e nad3. A ocorréncia do gene
mitocondrial para o RNA ribossomico 5S € esporddica entre os eucariotos, sendo
encontrado em plantas e em algumas algas verdes (Burger et al. 1999). O gene rrn5 nio
foi encontrado em P. purpurea (Burger et al. 1999) e em C. merolae esta entre os genes
rpl6 e tRNAM (Ohta et al. 1998). Em G. tenuistipitata, o gene rrn5 encontra-se entre os
genes rpsll e nad3, como em C. crispus (Figura 6).

Dos 22 tRNAs encontrados no genoma mitocondrial de G. tenuistipitata, 20 sao
iguais aos de C. crispus, existindo apenas duas diferencas entre esses genomas. A
primeira diferenca é a auséncia, em G. fenuistipitata, do RNA transportador de tirosina
(tRNA™"), encontrado entre os genes para tRNA de arginina e asparagina do genoma de
C. crispus (Anexo 1). Observa-se que essa € justamente a regido ausente em G.
tenuistipitata, cujo genoma mitocondrial é ligeiramente menor que o de C. crispus (271
nucleotideos). E a segunda diferenca é a auséncia do RNA transportador de isoleucina,
encontrado em C. crispus, e sua substituicio por um tRNA de histidina em G.
tenuistipitata. Entretanto, para uma melhor comparacdo, o genoma mitocondrial de C.
crispus foi analisado no programa tRNAscan-SE (Lowe & Eddy, 1997 -
http://selab.janelia.org/tRNAscan-SE/) e a ultima diferenca deixou de existir. De acordo
com este programa, C. crispus apresenta tRNA para histidina, igual ao genoma
mitocondrial de G. tenuistipitata. O sequenciamento completo do genoma mitocondrial
de C. crispus foi realizado por Leblanc et al. em 1995, e talvez as informacdes contidas
no trabalho estejam desatualizadas, uma vez que as anélises foram feitas manualmente.

Porém, os tRNAs para histidina (denominado tRNA™ em C. crispus) apresentam
uma caracteristica em comum: a presenca de um intron do grupo II. Em C. crispus, o
tRNA" apresenta um intron de 474 nucleotideos entre as posi¢des 31 e 32 do gene
(Leblanc et al. 1995). Ja em G. tenuistipitata, o intron de 503 nucleotideos encontra-se
entre as posicoes 37 e 38 do gene tRNA™ Introns do grupo II sdo encontrados
principalmente em genomas organelares de plantas e fungos, e em algumas linhagens de
cianobactérias e proteobactérias, reforcando a teoria endossimbidtica das organelas
(Kelchner, 2002; Saldanha et al. 1993). A maioria estdo em genes codificadores de
proteinas, alguns poucos em genes para tRNAs e rRNAs (Saldanha ez al. 1993).

Cerca de um terco dos introns do grupo II de organelas apresentam orfs

homoélogos a transcriptase reversa, sugerindo que podem ser elementos moveis
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(Lambowitz & Zimmerly, 2004). Nao foram encontradas orfs com qualquer semelhanca
a orfs de outros introns do grupo II tanto em G. tenuistipitata quanto em C. crispus.

Introns do grupo II possuem pouca similaridade de sequéncias, mas apresentam
estrutura secunddria conservada, necessdria para sua atividade catalitica (Saldanha et al.
1993). Essa estrutura geralmente possui seis dominios (I-VI) em forma de hélices (Figura
10) que emanam de um circulo central. Os introns do grupo II possuem as extremidades
5 e 3’ com sequéncias conservadas (GUGYG e YAY, respectivamente, sendo Y=C/T) e
alguns dominios apresentam pequenas sequéncias conservadas essenciais para a
interacdo intron-exon (Kelchner, 2002; Lambowitz & Zimmerly, 2004; Michel et al.
1989; Saldanha et al. 1993). As sequéncias EBS1, EBS2 e EBS3 (exon binding sites 1, 2
e 3) pareiam com as sequéncias IBS1, IBS2 e IBS3 (intron binding sites 1, 2 e 3),
respectivamente, formando uma estrutura tercidria. Os introns do grupo II apresentam
ainda outras sequéncias conservadas, como no subdominio cl (CRA, sendo R=A/G), e o
A ndo pareado (Figura 10, marcado com asterisco), que seria o sinal inicial para o
splicing (Kelchner, 2002; Lambowitz & Zimmerly, 2004; Michel et al. 1989; Saldanha et
al. 1993).
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Figura 10. Estrutura secunddria e interacdo tercidria de um intron do grupo II. A numerag¢do romana
maiudscula (I-VI) representa os principais dominios dos introns do grupo II. As letras mintsculas (a-d)
representam os subdominios do dominio I. A numera¢ido romana mindscula (i-iv) representa os segmentos
de cada subdominio. IBS1-3 interagem com EBS1-3, respectivamente, formando uma estrutura tercidria.
Outras interagdes tercidrias conhecidas sdo representadas pelas letras gregas. O asterisco destaca o A ndo
pareado, que seria o sinal inicial para o splicing. Retirado de Kelchner (2002).

Na sequéncia do intron de G. tenuistipitata foram encontradas algumas
caracteristicas bdsicas de um intron do grupo II, como as regides EBS 1 e EBS 2, e a

sequéncia c1 (Figura 11).
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His [GUG)
A
aec
aeu GGETCTATAGCTTAAAGG TTAGAGCGTACECET
nec At CATGATTTGTATTATATAATTAAGTTTATTA
s AAATAATGCCTCGTATIGTAGAATTATATATACGA
cea ., ATTAATTTTTTATATAAGTGAAAATC TTATCGTTTT
v oA AGBCTATAAC GTAAAATTTAATTTATGATTTTTATG
TN Y Ao A4 i 8 AACGCTAGATTAAATTATTGGATTTATTGAGTACS
. yu ¢ a b TR T v U ¢ TACAGAAATTTGTTGAMAACATCTAAAC TCTASAA
., - u TTATACACTAATATCAGATTTAATAGC G TECATTA
u a & GATTTAAGCTGEATATATAAAAAAGG TG TAAAACA
Uwg B AAACTCTACAAATTC ARAATATAAAAAATTGARAC
Awy —a ATGAAATTGOOARAAAG TATG TATAAGCAAATETT
Cag _¢ TITTTGTAATGAAARA AATATGCATAATATACTTGA
Gec _g EBS2 TATTAGTAAAGAAATTTGTTAC TAA TAAAGAAGC T
AR GTATGATAAGAAATTATCACGTACAGTTTTAAGE
es1 S8 . AAGGTATTTTATTTTAATCATATAAGTTATAAAATA
©ca, 5 TCGATTGTAACTTGAT A*AGC GTAAAGTTEETTGT
e TCGAATCAA
A . B

Figura 11. A. Estrutura secundéria do tRNA para histidina em Gracilaria tenuistipitata. Em amarelo estd
destacado a localizag¢@o do intron do grupo II. Em verde, estdo representadas as extremidades 5° e 3’ da
sequéncia. Em azul, estd destacado a regido EBS1 (exon binding site 1), e em vermelho, a regido EBS2
(exon binding site 2). Esses sdo os locais de ligacdo do exon. B. Sequéncia do tRNA para histidina com
intron do grupo Il em Gracilaria tenuistipitata. Em cinza esta a sequéncia do his tRNA, separado do intron
pelos asteriscos. Em verde estdo as extremidades 5° (GATA) e 3’ (CAT) da sequéncia. O EBS1 estd em
azul e 0 EBS2 em vermelho. Em laranja, estd a sequéncia c1. A sequéncia é complementar.

Gracilaria tenuistipitata, assim como as demais algas vermelhas, ndo possui
tRNAs para todos os aminodcidos (Tabela 8). O RNA transportador para treonina esta
ausente em todos os mtDNAs de Rhodophyta e as quatro algas codificam mais de um
tRNA para um mesmo aminoacido, como por exemplo, glicina, leucina e metionina.

O cédigo genético em C. crispus e P. purpurea é codificado de modo diferente do
padrao. O cédon TGA, tradicionalmente um stop cédon, é traduzido como triptofano, e
nem todas as orfs iniciam com o cédon ATG (metionina), podendo comecar com uma
isoleucina, leucina ou valina (Leblanc et al. 1995; Burger et al. 1999). Gracilaria
tenuistipitata também apresenta um cddigo genético modificado, em que apenas TAA e

TAG sao considerados stop cdédons, e um gene (ymf16) se inicia com uma valina (GTT).
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Tabela 8. Comparacdo de tRNAs presentes nos genomas mitocondriais de Gracilaria tenuistipitata (Gt),
Chondrus crispus (Cc), Porphyra purpurea (Pp) e Cyanidioschyzon merolae (Cm).

Aminoacido Gt Cc Pp Cm

A Ala Alanina 1 1 1 1
C Cys Cisteina 1 1 1 1
D Asp Acido aspirtico 1 1 1 1
E Glu Acido glutimico 1 1 1 1
F Phe Fenilalanina 1 1 1 1
G Gly Glicina 2 2 2 2
H His Histidina 2 2 1 1
I Ile Isoleucina 0 1 1 1
K Lys Lisina 1 1 1 1
L Leu Leucina 2 2 2 3
M Met Metionina 2 2 2 2
N Asn Asparagina 1 1 1 1
P Pro Prolina 1 1 1 1
Q GIn Glutamina 1 1 1 1
R Arg Arginina 2 1 2 2
S Ser Serina 1 1 2 2
T Thr Treonina 0 0 0 0
V Val Valina 1 1 1 1
W  Trp Triptofano 1 1 1 1
Y Tyr Tirosina 0 1 1 1
total 22 23 24 25

5.7. Comparacao dos mtDNAs entre Rhodophyta

Os genomas mitocondriais das quatro espécies de Rhodophyta sdo semelhantes
em relacdo ao tamanho, conteido e ordem génica (Figura 6). Cyanidioschyzon merolae
contém um maior nimero de genes, principalmente para proteinas ribossdmicas (0s
genes rpl5, rpl6, rpll4, rps4, rps8 e rpsl4 ndo estdo presentes nos outros genomas
mitocondriais de Rhodophyta), além de ter quatro genes envolvidos na biogénese da
citocromo tipo c, também ndo encontrados nas outras algas vermelhas (yejR, yejU, yejV
e yejW). Ja P. purpurea apresenta mais genes com funcdo desconhecida (orf132, orf176,
orf238 e orf284 sdo encontrados somente nesta alga) e uma regido com dois genes
descontinuos codificando para uma transcriptase reversa (rt/) e uma DNA polimerase
(dpo), perfazendo um total de quase 4 Kb do genoma mitocondrial. O gene r#/ aparenta

ser um vestigio de uma orf de intron do grupo II, enquanto que o gene dpo



56

provavelmente foi introduzido por plasmideo em algum ponto da histéria evolutiva da
mitocondria (Burger ef al. 1999).

O mtDNA de G. tenuistipitata apresenta poucas regides nao-codificantes, cerca
de 5,7% do total, propor¢ao muito parecida com C. crispus (4,8% - Leblanc et al. 1995),
C. merolae (4,5% - Ohta et al. 1998) e P. purpurea (9% - Burger et al. 1999), que
apresenta o maior genoma mitocondrial entre as algas vermelhas (36 Kb).

Os genomas de G. tenuistipitata e de C. crispus podem ser divididos em dois
blocos, conforme a orientacdo dos genes: ymf16-cob e nad6-orfl72. Porphyra purpurea
pode ser dividido em quatro: ymf16, rps3-cob, rtl-orfl176 e orfl132-rps12, assim como C.
merolae: orf267(ymfl16)-cox1, nad3-yejR, yejW-yejV e rpl20-rps3, indicando a
ocorréncia de rearranjos e inversdes durante a evolucdo de Rhodophyta (Figura 7).

Trés agrupamentos de genes sdo conservados entre oS quatro genomas
mitocondriais de Rhodophyta (Figura 7). O maior € composto pelos genes atp6-atp8-
nad5-nad4-nad2-nadl-nad3. Em G. tenuistipitata, C. crispus ¢ P. purpurea, sdh4 esta
inserido entre nad4 e nad2. Em C. merolae, sdh4 estd entre rps12 e rns. Nos quatro
genomas mitocondriais, este agrupamento encontra-se na mesma direc¢do (Figura 7, E). O
segundo agrupamento apresenta os genes rns-nad4l-rnl. Mais uma vez C. merolae é a
excecdo, com o gene yejU inserido entre nad4l. e rnl. Este agrupamento também se
encontra na mesma direcdo nas quatro algas (Figura 7, A). E finalmente, o grupo cox2-
cox3-ymf39 é encontrado em todos os quatro mtDNAs. Em G. fenuistipitata, C. crispus e
P. purpurea, o gene coxl se encontra antes do gene cox2. Em C. merolae, coxl se
encontra a frente do agrupamento (Figura 7, C1 e C2). Em P. purpurea, o agrupamento
estd invertido em relacdo aos demais genomas mitocondriais das algas vermelhas.

Além desses tré€s agrupamentos, nota-se ainda que os genes rps3 e rpll6
encontram-se juntos nos quatro mtDNAs (Figura 7, B), com dire¢do oposta em C.
merolae. Os genes sdh3-sdh2-nad6 encontram-se agrupados em G. tenuistipitata, C.
crispus e C. merolae, mas estdo afastados um do outro no genoma mitocondrial de P.
purpurea (Figura 7, D). O genoma mitocondrial de P. purpurea ndo possui o gene rpl20,
encontrado nos mtDNAs das demais algas vermelhas.

Parte da regidao 5° do gene cox1, com cerca de 700pb, vem sendo muito utilizada
como marcador molecular, técnica conhecida como DNA barcode. Este fragmento foi

proposto por Herbert et al. (2003) como uma forma de identificar espécies animais.
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Saunders (2005) adaptou com sucesso os primers desenvolvidos por Herbert et al. (2003)
para serem usados em algas vermelhas.

Para comparar o grau de divergéncia entre G. fenuistipitata e C. crispus, foi
realizado um alinhamento da regido 5° do gene cox1, entre os primers GazF1 e GazR1,
utilizados para a identificagdo de espécies (Saunders, 2005). A Figura 12 apresenta as
duas sequéncias alinhadas, num total de 710 nucleotideos, incluindo as 46 bases dos
primers (em letra minudscula). Na coluna da direita estd o nimero de nucleotideos
diferentes entre as duas espécies, totalizando 114 bases num total de 664 (os primers
foram excluidos), representando uma divergéncia de 17%.

A comparagcdo do DNA barcode também foi realizada entre as demais algas
vermelhas (Tabela 9). Conforme o esperado, os valores de divergéncia obtidos para o
barcode refletem o grau de discrepancia entre os genomas mitocondriais das quatro
espécies de Rhodophyta e corroboram as andlises filogenéticas baseadas em outros
marcadores moleculares como o SSU rDNA (nuclear) e o rbcL (cloroplastidial)
(Freshwater et al. 1994; Ragan et al. 1994). Segundo a arvore filogenética proposta por
Yoon et al. (2006), G. tenuistipitata € mais proxima a C. crispus (pertencem a mesma
classe) e mais distante de C. merolae, grupo mais basal dentre as Rhodophyta (Figura 3).
Cyanidioschyzon merolae possui as menores porcentagens de similaridade, evidenciando
ser realmente a espécie mais distante filogeneticamente.

Segundo Lane (2009), esta pequena sequéncia do gene cox1 utilizada como DNA
barcode pode conter informagdes bastante acuradas em relacdo ao genoma mitocondrial
inteiro. Alguns pesquisadores defendem a hipdtese de que sequéncias mitocondriais
podem atuar no processo de especiacdo, uma vez que sofrem mudangas a cada geracdao
mais rapidamente que sequéncias nucleares (geralmente de 10 a 30 vezes mais rapido).

A sobrevivéncia das células depende do processo respiratorio, que ocorre nas
mitocOndrias através de grandes complexos protéicos (Figura 9). Essas proteinas sdo
produzidas tanto na mitocondria quanto no nucleo e, portanto, eles precisam interagir
perfeitamente para a respiracdo funcionar. Porém, se um genoma sofre mudangas mais
rapidamente que outro, isso pode resultar em incompatibilidade protéica, levando a uma
falha no desenvolvimento, reducdo do fitness e até a especiagdo, pois 0S organismos

poderiam se tornar reprodutivamente incompativeis (Lane, 2009).
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10 20 30 40 50 60 70
E e T B B I Y N N i T e
Gt GazFl-Rl tcaacaaatcataaagatattggTACCTTATATTTAATTTTTGGTGCTTTTTCTGGTATATTAGGCGGAT
Cc GazFl-Rl tcaacaaatcataaagatattggTACTCTTTATCTAATTTTCGGTGCTTTTTCAGGTGTTTTAGGTGGAT
KAKK ARk khkkhkkkhhhkhrkrhhk ok hhkk hhrkkkrk kkkkkkokkhhk hrkk ok kkkkk kkkk
80 90 100 110 120 130 140
F e e T N T T F T T T I I
Gt GazF1l-Rl GCATGTCAATGTTAATTCGTATGGAATTAGCCCAACCTGGAAATCAATTATTGTTAGGAAATCATCAAAT
Cc GazF1l-Rl GCATGTCAATGTTAATTCGTATGGAGTTAGCTCAACCCAGTAACCATTTACTCTTAGGAAATCACCAAAT
KAKK ARk khkkhkhhhhhkhrkrhk hhkkkk Khhhrx ok kk kk kokk ok khkrkkkkkkokkk kkkkk
150 160 170 180 190 200 210
F e e N T N e  F T T T T I
Gt GazF1-Rl TTATAATGTTTTAATTACAGCACATGCTTTTTTAATGATTTTTTTTATGGTAATGCCTGTTATGATTGGA
Cc GazF1l-Rl TTACAATGTTCTTATAACAGCTCATGCATTTCTTATGATTTTTTTTATGGTTATGCCTGTAATGATTGGT
Kkk kkkkkk ok okk ckkkkk  kkkkok kkok ok ckkkkkakkkkkokokkokkok kkkkkkkk | kokokokokokokok |
220 230 240 250 260 270 280
F e T B L I T Y T i T e
Gt GazF1l-Rl GGGTTTGGAAATTGGTTAGTTCCTATTATGATAGGTAGTCCAGATATGGCCTTTCCTCGTTTAAATAATA
Cc GazF1l-Rl GGGTTTGGAAATTGATTAGTTCCAATAATGATTGGTAGCCCAGATATGGCTTTCCCGCGATTARATAATA
KAKK A KKk hkkhkok hhhkkhrkk Kk kokkkk hhkhrkk Akkkkkkkkokk kk kk kk | kokkokokokokokokk
290 300 310 320 330 340 350
E e L B B I Y N I i T e
Gt GazFl-Rl TATCATTTTGATTATTACCACCATCTCTTTGTTTACTTTTAGCATCAGCAATTGTGGAAGTAGGTGTAGG
Cc GazFl-Rl TTTCATTTTGATTATTACCTCCTTCTTTATGCTTATTACTTATGTCAGCACTTGTTGAAGTAGGTGTTGG
Ko kKA Kk kkkokokkokkkkkk Ak kkk ok kk okokok ok ok kkokokokok  kokkok Rk ok kkokkokokok ok kok
360 370 380 390 400 410 420
E e L T B I Y N I e T e
Gt GazF1-Rl TACAGGATGAACTGTATACCCTCCACTTAGTTCAATTCAAAGCCATTCTGGTGGTGCTGTAGACTTAGCG
Cc GazF1l-Rl TACTGGATGAACTGTTTATCCACCACTTAGCTCAATTCAAAGTCATTCAGGTGGTGCTGTAGATTTAGCA
***.***********'**.**'********'***********.*****.**************.*****'
430 440 450 460 470 480 490
D T T O T L L I I I I |
Gt GazF1l-Rl ATTTTCAGTTTACATATTTCGGGTGCATCTTCAATTTTAGGTGCTATTAATTTTATTTCTACGATTTTAA
Cc GazF1l-Rl ATTTTTAGTCTTCATATATCAGGTGCTTCTTCAATCTTAGGAGCTGTAAATTTTATTTCTACTATTTTAA
*****'***'*'*****.**'*****'********'*****'***'*.**************.*******
500 510 520 530 540 550 560
F L L B L I Y N I e T e
Gt GazF1l-Rl ATATGCGTAATCCAGGACAAAGTATGTATCGTATGCCTTTGTTTGTATGATCAATTTTTATTACTGCATT
Cc GazF1-Rl ATATGAGAAGTCCTGGACAGAGTATGTATAGAATTCCTCTTTTTGTTTGATCAATACTTGTAACAGCATT
KAKKK ok k kokk kokkokk  kkkkkkkkok ok okok kkk ok kkkkok kokkokkokkok |k k ok kok kokokokok
570 580 590 600 610 620 630
F e L B L I Y N M e T e
Gt GazFl-Rl TTTATTATTATTAGCTGTTCCTGTTTTAGCTGGTGCTATTA TGCTTTTGACTGATCGTAATTTTAAT
Cc GazFl-Rl TTTACTTTTATTGGCAGTTCCTGTTTTAGCAGGAGCTATTACAATGCTTTTAACTGATCGTAATTTCAAT
KKK ok kkkokok okk kkkhkkkkkkokkokk kk khkrkk kA kkkkkokkkokkok hkhkrkkkkkkkokokok okkk
640 650 660 670 680 690 700
D T T O T L L I I I I |
Gt GazF1-Rl ACAGCATTTTTTGATCCTGCAGGAGGAGGAGATCCTGTATTATATCAGCATCTTTTTtgattttttggte
Cc GazF1l-Rl ACTTCTTTCTTTGATGCGTCAGGTGGAGGAGATCCAATTTTATACCAACATTTGTTTtgattttttggac
Kk ok kk kokokokokok ok kk ok ok kkkkokkokokokokok ok kkkk ok kok okokok ok ok kR ki ok k ok ok ok okokokokok ok
710
-
Gt GazFl-Rl atccagaagt
Cc GazFl-Rl atcccgaagt
****'*****
c/primer: 116/710=0,16 s/primer: 114/664=0,17

10

11

16

11

16

16

Figura 12. Alinhamento da regido 5’ do gene cox1 de Gracilaria tenuistipitata (Gt) e Chondrus crispus
(Cc). Os asteriscos representam os nucleotideos iguais nas duas sequéncias e na coluna da direita estd o
ndmero de bases divergentes. Os primers estdo em letra mintscula.
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Tabela 9. Comparacdo entre as sequéncias da regido 5’ do gene cox1 das quatro espécies de Rhodophyta
que tiveram seus genomas mitocondriais completamente sequenciados. O tridngulo abaixo a esquerda

indica a porcentagem de divergéncia e o tridngulo acima a direita apresenta o nimero de nucleotideos
divergentes em um total de 664 bases na sequéncia.

Gt Cc Pp Cm
Gracilaria tenuistipitata (Gt) — 114 140 163
Chondrus crispus (Cc) 17,17 — 170 174
Porphyra purpurea (Pp) 21,09 25,61 — 171
Cyanidioschyzon merolae (Cm) | 24,55 26,06 25,76 —

O genoma mitocondrial completo de G. tenuistipitata foi alinhado ao genoma
mitocondrial completo de C. crispus (Anexo 3), apresentando similaridade de 71,72%,
levando-se em conta tanto as regides codificantes como as ndo codificantes. Esse
alinhamento foi possivel de ser realizado devido ao fato de que a ordem e a composi¢ao
gendmica é basicamente a mesma entre os dois organismos.

A Figura 13 apresenta os valores de identidade para cada gene que codifica
proteinas, além dos genes rns e rnl. A média de identidade (nucleotideos) foi calculada
somente utilizando os genes para proteinas em comum para cada par de algas analisado,
excluindo-se os genes rns e rnl. Os genes cujo valor de identidade € zero indicam que
somente um dos organismos os possui. Em vermelho estd destacado o gene cox1, um dos

mais conservados nos genomas mitocondriais analisados.
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G. tenuistipitata x P. purpurea

# CETHO $ brsd ¢ ZETHO
= | 4 9irHO | o od A T4 J1T:
o o _N & Psdd = L
= # BETHO L d = ¢ BEZHO
o . = kT o L
w # kazHo O & g o $ EZHD
1 F r L
@ | 4 gpgHo w4 G W % aksHo
0 # lFloHo T e med = ¢ FEoHO
= L od s & Alah = -
TR + nfah P oo
¢ & ulak P
# CiTHO & TLTHO ¢ TLTHO
L | et L | GEUA . GEILA
. AT - [ aTt . g
r % PFrsda -
- | Z1sdd . " zpsds . | rrsdd
. rrsdd . [ Trsds . | Trsdd
* £sdd M 4 msdd » £sdd
4 o7(ds j,m.. g e B p 0z|ds
r - g5t o F
* qr|ds u F - qr(dd
L E . I nz|dd m_.. F o
L] | jul H G - qrdd % m... L] I |
- sUd = % rridi £ =1 ™ 501
L w x b o o L
- gdie 8 .-ﬂ.. L4 gds (9 o - sdie
- i ade .m + g(da " . [ ade
F b * |ud L
. L ade .-m.._. - [ sud W . L ade
L] £x03 . * [ gde W L] | gxoa
- [ zxaa M . ” adie H . Zxoa
. [ pxoa E * | gdie o . X023
F ' - £x03 F o
L] | 992 © M [ gxoo * LA
. FYyps . | w0 " L vurs
* | eyps » [ goa . £yps
L | zyps * | kyps - TYps
» | apeu r | EHPS * qpeu
H . zyps 3
. | speu . [ apeu . | speu
. IrpeU . [ gpeu . | Tepeu
- i FpeU - ” qrpeU L] FpeEU
L] | epeu * | bkpeu . cpeu
F . £peU F
F - 7peEu
. | Zped - IpeEU r tpaU
F .
P —r FpEn — T
S oo oo 8 o oo 8 o o o
2 8RERERIRC RERES§FRE S S 8REEREFRAS
(%) apepruap| @ (%) apepnuap| 8] (%) apepnuap|

Genes



61

C. crispus x C. merolae

90
B0 4 *
-
70 e * s
* .t ) ¢ .
.—-E:l- .
S * * .
* -
3 ’ .,
w40 A - -
o
2 0 A
[=
4 20 |
- Media= 60,85%
10
o T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 7 7 i ers
ﬂﬂmf—‘mmﬂm?_ﬂﬁﬂmmmmMEmLD'TLDDmeﬁN'TLDDNI:}gmLD'H—TmT
TR REERCCCE Y EEECEE S oo R RECIIE R T EEEE2R S
SEEEREERRRTOO00RNETR CEEERESCc-BEBRBEEEETETEESTERSCE
=4
E - =
Genes
P. purpurea x C. merolae
90
80 - .
709, . "
. . 8 - *
60 L .
= .
=04 * .
% . * L]
" 40 A . -
] -
= 30 4 -
=
& 20 - .
- Média= 57,46%
10
a L L B e e e e e e L B a e e B L B B b e e b L O R s
= — 4 — T - = =
L L L P UL EERERE PP PEVL CECRPP LT
ccccfcchan SUSREE S SEERREESAAAEE TEEEEEEEESEESEEER
F = ooo0ooo

Figura 13. Gréficos comparativos de identidade (duas a duas) entre os genes rns, rnl e codificadores de
proteinas dos quatro genomas mitocondriais de algas vermelhas. Na abcissa estdo representados os genes
mitocondriais e na ordenada estd a porcentagem de identidade. O gene cox1 estd destacado em vermelho.
Os pontos na abcissa significam que o gene estd presente em apenas um dos genomas mitocondriais. A.
Comparagdo entre os genes mitocondriais de Gracilaria tenuistipitata € Chondrus crispus. Todos os genes
estdo presentes em ambas as algas, com média de identidade de 70,03%. B. Comparagdo entre os genes
mitocondriais de Gracilaria tenuistipitata € Porphyra purpurea, com média de identidade de 63,02%. C.
Comparagdo entre os genes mitocondriais de Gracilaria tenuistipitata e Cyanidioschyzon merolae, com
média de identidade de 60,77%. D. Compara¢do entre os genes mitocondriais de Chondrus crispus e
Porphyra purpurea, com média de identidade de 63,02%. E. Comparagdo entre os genes mitocondriais de
Chondrus crispus e Cyanidioschyzon merolae, com média de identidade de 60,85%. F. Comparagdo entre

os genes mitocondriais de Porphyra purpurea e Cyanidioschyzon merolae, com média de identidade de
57,46%.
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O gene atp9 é o mais conservado de todos, com grau de identidade acima de 75%
para todos os genomas mitocondriais (entre G. tenuistipitata e C. crispus a semelhanga é
de 90,9%). Os genes nadl e cob também sdo bastante conservados em todas as algas
vermelhas, além do gene coxl, utilizado como DNA barcode. O cox1 tem sido usado
para a delimitacdo de espécies, apresentando divergéncia de 0-0,3% entre espécies e de
4,5 a 13,6% entre espécies do mesmo género (Saunders, 2005). Por outro lado, os genes
para proteinas ribossdmicas, com exce¢do de rpsl12, sdo os menos conservados (Figura
13). Esse tipo de abordagem de comparagdo em maior escala de genes, no caso de todo o
genoma mitocondrial, permite identificar outros marcadores moleculares em potencial,
tanto mais conservados que o coxl quanto os mais varidveis, que podem ser
eventualmente utilizados em outras abordagens ou em casos de uma resolugdo limitrofe
do coxl.

A média de identidade dos genes para proteinas entre G. tenuistipitata e C.
crispus € de 70,03% (Figura 13A), ndmero muito préximo a porcentagem de
similaridade entre os dois genomas inteiros (71,72%). Além dos genes ribossdmicos, 0s
genes sdh3, sdh4, atp8, ymf16, ymf39 e orf172 sdo os menos conservados.

Comparando as médias de identidade dos outros pares de Rhodophyta, pode-se
constatar que G. tenuistipitata é mais proximo de C. crispus e mais distante de C.
merolae, como havia sido demonstrado com a comparagdo da regido 5’ do gene coxl
(Tabela 9 e Figura 13). Porphyra purpurea apresenta médias de identidade iguais para as
duas algas da classe Florideophyceae (63,02%), e as médias de identidade de C. merolae
com G. tenuistipitata e C. crispus também s3o proximas (60,77% e 60,85%,
respectivamente), evidenciando que as ordens Gracilariales e Gigartinales séo
relacionadas filogeneticamente, como proposto pelo projeto Tree of Life (Figura 8).

A andlise comparativa entre os genes mitocondriais codificadores de proteinas
nas quatro algas vermelhas corrobora a ideia de que o gene coxl reflete o genoma
mitocondrial inteiro pois, embora os valores de identidade das proteinas sejam menores

que os do DNA barcode, a propor¢do continua a mesma.



63

5.8. Comparacao dos mtDNAs entre organismos fotossintetizantes

Ao longo da evolugdo dos eucariotos, a mitocondria teria se originado uma tnica
vez através de um evento de endossimbiose de uma célula ancestral com uma o-
proteobactéria (Figura 1). A partir dessa interacdo, o genoma bacteriano do
endossimbionte sofreu uma série de alteragdes, sendo extremamente reduzido com a
perda e a migracdo de genes para o genoma nuclear. A comparacdo de genomas
mitocondriais completos das diferentes linhagens eucaridticas permite uma melhor
compreensdo do processo de origem e evolucdo das mitocdndrias e dessas linhagens.

Foram selecionados 12 genomas mitocondriais de organismos fotossintetizantes,
de quatro grandes grupos (Tabelas 10 e 11): Rhodophyta (algas vermelhas), Phaeophyta
(algas pardas), Chlorophyta (algas verdes) e Streptophyta (plantas terrestres). Todos os
genomas sdo circulares, com excecdo de Chlamydomonas reinhardtii, que possui
mtDNA linear (Gray & Boer, 1988).

Na Tabela 11 foram representados somente os genes que compdem a cadeia
respiratdria, a sintese de ATP e as proteinas ribossdmicas.

As algas pardas formam um grupo extremamente homogéneo, e as trés espécies
selecionadas (Dictyota dichotoma, Fucus vesiculosus e Laminaria digitata), embora
sejam de ordens diferentes (Dictyotales, Fucales e Laminariales, respectivamente),
possuem exatamente os mesmos genes com funcdes descritas acima. Neste grupo, estdo
ausentes os genes do Complexo II (sucinato desidrogenase) da cadeia de transporte de
elétrons, porém dois genes estdo presentes somente em Phaeophyta: nadll e rpl31.
Nota-se ainda, o grande nimero de genes do Complexo I (NADH desidrogenase) e de
proteinas ribossOmicas, evidenciando genomas bastante conservados (Oudot-Le Secq et
al. 2002 e 2006).

As algas verdes (Chlamydomonas reinhardtii — Chlamynomonadales,
Pedinomonas minor — Pedinomonadales e Prototheca wickerhamii — Chlorellales), por
outro lado, formam o grupo mais heterogéneo. Chlamydomonas reinhardtii apresenta o
menor genoma mitocondrial de todos (~16 Kb), com apenas oito genes para proteinas
(cox1, cob, nadl, nad2, nad4, nadS, nad6 e rtl) e auséncia total de genes do Complexo II
da cadeia respiratéria, ATP sintase e proteinas ribossdmicas (Gray & Boer, 1988).
Pedinomonas minor é intermedidrio em todos os quesitos, assemelhando-se mais a C.

reinhardtii em relagdo ao conteddo génico e apresentando somente dois genes a mais,
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atp6 e atp8. Prototheca wickerhamii apresenta o maior genoma dentre as trés clordfitas,
com maior nimero de genes. Possui genes para proteinas ribossdmicas, porém os genes
do Complexo II da cadeia respiratéria estdo ausentes, como nas outras duas espécies.

As plantas terrestres foram representadas pelas espécies Arabidopsis thaliana e
Marchantia polymorpha. Os genomas mitocondriais de plantas sdo varidveis em
tamanho e complexidade (Oda et al. 1992). Arabidopsis thaliana, assim como as
Chlorophyta analisadas, ndo apresenta os genes do Complexo II da cadeia de transporte
de elétrons, e possui menor nimero de genes identificados quando comparado a hepética
M. polymorpha. Embora o genoma mitocondrial de A. thaliana seja maior, os 57 genes
codificantes representam apenas 10% do total, sendo o restante dividido entre introns,
transposons, orfs com fungdo desconhecida ou duplicagdes (Unseld et al. 1997).

As algas vermelhas foram o tnico grupo, com exce¢do de M. polymorpha, que
apresentaram os genes do Complexo II (sucinato desidrogenase) da cadeia de transporte
de elétrons. Como demonstrado na Figura 13, esses genes sdo pouco conservados em
Rhodophyta. Somente as plantas terrestres e P. wickerhamii possuem o gene atpl, e o
gene atp4 aparece apenas em M. polymorpha. O gene nad7 esta presente apenas nas
algas pardas e nas plantas terrestres, que ainda apresentam o gene nad9, também
compartilhado com P. wickerhamii.

Os unicos sete genes mitocondriais presentes em todos oS organismos
fotossintetizantes analisados foram cox1, cob, nadl-2, nad4 e nad5-6, todos
componentes da cadeia respiratéria. Excluindo-se C. reinhardtii da andlise, o inico com
genoma mitocondrial linear (Gray & Boer, 1988), ha um aumento no nimero de genes
para 13, com a inclusdo de atp6, atp9, cox2-3, nad3 e nad4L. A composicdo dos demais

genes ribossdmicos € bastante varidvel entre os organismos.
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Tabela 10. Tabela comparativa entre genomas mitocondriais de diversos organismos fotossintetizantes.
Rhodophyta: (Gt) Gracilaria tenuistipitata, (Cc) Chondrus crispus, (Cm) Cyanidioschyzon merolae e (Pp)
Porphyra purpurea; Stramenopiles (Phaeophyceae): (Dd) Dictyota dichotoma, (Fv) Fucus vesiculosus e
(Ld) Laminaria digitata; Chlorophyta: (Cr) Chlamydomonas reinhardtii, (Pm) Pedinomonas minor e (Pw)
Prototheca wickerhamii; Streptophyta: (At) Arabidopsis thaliana e (Mp) Marchantia polymorpha.

Espécie Gt Cc Cm Pp Dd Fv
Tamanho (pb) 25.565 25.836 32211 36.753 31.617 36.392
Contetido CG (%) 27 27 27 33 36 34
Total de genes 50 57 62 57 66 67
Genes para proteina 25 29 34 31 38 38
Genes para rRNA 3 4 3 2 3 3
Genes para tRNA 22 23 25 24 24 25
Niimero de acesso no — NC NC NC NC NC
GenBank 001677 000887 002007 007685 007683
Referéncia Este Leblanc et Ohtaetal. Burgeretr Oudot-Le  Oudot-Le
trabalho al. 1995 1998 al. 1999  Secqetal. Secqetal.
2006 2006
Espécie Ld Cr Pm Pw At MP
Tamanho (pb) 38.007 15.758 25.137 55.328 366.924 186.609
Contetido CG (%) 35 45 22 25 44 42
Total de genes 67 25 23 63 131 110
Genes para proteina 39 8 11 36 117 76
Genes para rRNA 3 14 3 3 3 3
Genes para tRNA 24 3 9 26 21 29
Niimero de acesso no NC NC NC NC NC NC
GenBank 004024 001638 000892 001613 001284 001660
Referéncia Oudot-Le Gray & Turmel et Wolffer  Unseald er Oda et al.
Secq et al. Boer, al. 1999 al. 1994 al. 1997 1992

2002 1988




66

Tabela 11. Tabela comparativa entre os genes mitocondriais componentes da cadeia respiratdria, sintese
de ATP e codificadores de proteinas ribossdmicas, presentes em diversos organismos fotossintetizantes.
Rhodophyta: (Gt) Gracilaria tenuistipitata, (Cc) Chondrus crispus, (Cm) Cyanidioschyzon merolae e (Pp)
Porphyra purpurea; Stramenopiles (Phaeophyceae): (Dd) Dictyota dichotoma, (Fv) Fucus vesiculosus e
(Ld) Laminaria digitata; Chlorophyta: (Cr) Chlamydomonas reinhardtii, (Pm) Pedinomonas minor e (Pw)
Prototheca wickerhamii; Streptophyta: (At) Arabidopsis thaliana e (Mp) Marchantia polymorpha.

Gene Gt. Ce. Cm. Pp. Dd. Fv. Ld. Cor. Pm. Pw. At. M.p.
Sucinato desidrogenase
sdh2 + + + +
sdh3 + + + + +
sdh4 + + + + +
ATP sintase
atpl + + +
atp4 +
atp6 + + + + + + + + + + +
atp8 + + + + + + + + + +
atp9 + + + + + + + + + +
Citocromo c oxidade
cox1 + + + + + + + + + + + +
cox2 + + + + + + + + + +
cox3 + + + + + + + + + +
Apocitocromo b
cob + + + + + + + + + + + +
NADH desidrogenase
nadl + + + + + + + + + + + +
nad2 + + + + + + + + + + + +
nad3 + + + + + + + + + + +
nad4 + + + + + + + + + + + +
nad4L + + + + + + + + + + +
nad5 + + + + + + + + + + + +
nad6 + + + + + + + + + + + +
nadl + + + + +
nad9 + + + + + +
nadll + + +
Proteinas ribossdmicas
rpl2 + + + + +
rpl5 + + + + + +
rpl6 + + + + + +
rpll4 + + + +
rpl16 + + + + + + + + + +
rpl20 + + +
rpl31 + + +
rpsl +
rps2 + + + + +
rps3 + + + + + + + + + +
rps4 + + + + + + +
rps7 + + + + + +
rps8 + + + + +
rps10 + + + + +
rpsll + + + + + + + + +
rpsl2 + + + + + + + + + +
rps13 + + + + +
rpsl4 + + + + + +
rps19 + + + + +
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Os genes rps3 e rpll6 aparecem juntos nos genomas mitocondriais das quatro
algas vermelhas (Figura 7), das trés algas pardas (Oudot-Le Secq et al. 2002 e 2006), de
M. polymorpha (Oda et al. 1992) e de A. thaliana (Unseld et al. 1997). Pedinomonas
minor e C. reinhardtii ndo possuem esses genes, e em P. wickerhamii eles estdo distantes
entre si (Wolff er al. 1994). Outro agrupamento conservado é composto pelos genes nad4
e nad5, encontrado de novo nas quatro algas vermelhas (Figura 7), nas trés algas pardas
(Oudot-Le Secq et al. 2002 e 2006), em M. polymorpha (Oda et al. 1992), em C.
reinhardtii (Gray & Boer, 1988) e em P. wickerhamii (Wolff et al. 1994), e distantes nos
demais organismos fotossintetizantes analisados. O gene ymfl6 também pode ser
encontrado em outros organismos além das algas vermelhas (Figura 7). Nas algas pardas
recebe o nome de 7atC (Oudot-Le Secq et al. 2002 e 2006), em M. polymorpha € orf244
(Oda et al. 1992) e em P. wickerhamii, orf234.1 (Wolff et al. 1994).

Oudot-Le Secq et al. (2006) compararam sequéncias de dez genes mitocondriais
(atp6, atp9, cob, cox1-3, nadl, nad3-4 e nad4L) e construiram uma arvore filogenética
com 29 espécies de diversos grupos (Figura 14). Os genes mitocondriais utilizados nessa
andlise estdo entre os mais conservados, como mostra a Figura 13. As a-proteobactérias
foram usadas como grupo externo na andlise. Os organismos analisados neste trabalho
estdo destacados em cores na Figura 14. Observa-se que algas verdes e plantas terrestres
formam um grupo monofilético, e estdo associadas & Rhodophyta. Porém, plantas verdes
(embridfitas e clordfitas) e algas vermelhas estdo associados as classes Cryptophyceae,
Malawimonadidae e Jakobididae, ndo formando o grupo monofilético apresentado como
Plantae em trabalhos anteriores (Burger et al. 1999; Baldauf et al. 2003; Keeling, 2007).
Entretanto, Oudot-Le Secq et al. (2006) utilizaram apenas marcadores mitocondriais na
analise, o que pode levar a conclusdes equivocadas, uma vez que os genomas nuclear,
cloroplastidial e mitocondrial evoluem em ritmos diferentes e possuem diferentes

historias evolutivas.
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Figura 14. Arvore filogenética construida por andlise Bayesiana a partir de sequéncias mitocondriais de
dez genes (atp6, atp9, cob, cox1-3, nadl, nad3-4 e nad4L). Em cores estio destacados os organismos
fotossintetizantes comparados neste trabalho. Modificado de Oudot-Le Secq et al. 2006.
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6. CONCLUSAO

Genomas mitocondriais apresentam uma variedade de tamanho e organizacgao,
que apresentam principalmente duas tendéncias. MitocOndrias de animais, ciliados e
fungos possuem um genoma relativamente pequeno e compacto, que geralmente utiliza
um cbdigo genético modificado. J4 os mtDNAs de plantas terrestres sdo grandes, com
longas regides intergénicas, e utilizam o cédigo genético universal (Leblanc et al. 1995).
O genoma mitocondrial de Gracilaria tenuistipitata possui caracteristicas de ambos, pois
¢ extremamente compacto, com poucas regides intergénicas (Figura 14) e utiliza um
codigo genético modificado. Porém, assim como em Chondrus crispus, essa alga exibe
SSU rRNA e genes para proteinas estruturalmente e filogeneticamente muito
semelhantes aos de plantas terrestres (Leblanc ef al. 1995).

O mtDNA de G. tenuistipitata, embora bastante condensado, apresenta poucas
regides de sobreposicdo de genes, esta ocorrendo apenas entre os genes tRNAM" ¢ ymf16,
rps12 e tRNA™ e rpl20 e rns (Figura 14). Apenas um intron do grupo II foi encontrado,
localizado no gene tRNA™, sem ocorréncia de orf. O codigo genético de G.
tenuistipitata, assim como em C. crispus € P. purpurea, é modificado. O c6don TGA
codifica um tRNA para triptofano, € ndo um stop cédon como é tradicionalmente, € um
gene (ymf16) se inicia com o amino4cido valina, e ndo metionina como nos demais genes
para proteinas.

A ordem e a composicio do genoma mitocondrial de G. tenuistipitata é
praticamente igual ao de C. crispus, com indice de identidade de nucleotideos superior a
70% em todas as andlises realizadas. Essa semelhanca pode ser explicada pelo fato de
ambas as algas pertencerem a mesma classe, Florideophyceae, e ainda se encontrarem no
mesmo clado dentro da classe.

Este trabalho corrobora estudos filogenéticos de outros autores em relacdo as
algas vermelhas, evidenciando que G. tenuistipitata e C. crispus sdo mais préximos entre
si e igualmente distantes de P. purpurea, e que C. merolae é mais o divergente. O
acumulo de dados moleculares sobre genomas mitocondriais ajuda a esclarecer a origem
e evolucdo das organelas, e contribui para o estudo das relacdes filogenéticas entre os

diversos organismos.
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8. ANEXO 1. Lista de todos os genes presentes no genoma mitocondrial de Chondrus
crispus (fonte: GenBank). Nota-se que alguns genes sem funcdo definida sobrepdem-se a

genes conhecidos.

Gene Descricao Localizacao Sentido
Asn tRNA | RNA transportador para asparagina 1-72 Direto
Val tRNA | RNA transportador para valina 82-154 Direto
Arg tRNA | RNA transportador para arginina 177-251 Direto
Lys tRNA | RNA transportador para lisina 295-368 Direto
ymf16 Proteina transportadora independente sec-Y | 348-1136 Direto
rps12 Proteina ribossomica S12 1136-1519 Direto
Glu tRNA | RNA transportador para acido glutdmico 1505-1576 Direto
Met tRNA | RNA transportador para metionina 1584-1657 Direto
rpl20 Proteina ribossdmica L20 1670-1954 Direto
rns RNA ribossdmico subunidade pequena 1949-3324 Direto
orf73 Proteina ndo identificada 3337-3558 Reverso
nad4l NADH desidrogenase subunidade 4L 3362-3667 Direto
rnl RNA ribossomico subunidade grande 3689-6271 Direto
rps3 Proteina ribossomica S3 6303-7025 Direto
rpll6 Proteina ribossomica L16 7000-7416 Direto
Asp tRNA | RNA transportador para dcido aspdrtico 7429-7500 Direto
coxl Citocromo c oxidase subunidade 1 7542-9140 Direto
cox2 Citocromo c oxidase subunidade 2 9143-9907 Direto
rrnS RNA ribossémico 5S 9866-9988 Direto
cox3 Citocromo c oxidase subunidade 3 10077-10895 Direto
ymyf39 Proteina néo identificada 10908-11459 Direto
Gly tRNA | RNA transportador para glicina 11465-11539 Direto
GIn tRNA | RNA transportador para glutamina 11541-11612 Direto
Leu tRNA | RNA transportador para leucina 11625-11708 Direto
cob Apocitocromo b 11751-12896 Direto
Leu tRNA | RNA transportador para leucina 12952-13032 Reverso
nad6 NADH desidrogenase subunidade 6 13033-13647 Reverso
Gly tRNA | RNA transportador para glicina 13688-13740 Reverso
His tRNA | RNA transportador para histidina 13746-13819 Direto
sdh?2 Citocromo c oxidorredutase subunidade 2 13821-14573 Reverso
sdh3 Citocromo c oxidorredutase subunidade 3 14575-14958 Reverso
Phe tRNA | RNA transportador para fenilalanina 14973-15044 Reverso
Ser tRNA | RNA transportador para serina 15060-15143 Reverso
Pro tRNA | RNA transportador para prolina 15151-15224 Reverso
apt9 ATP sintase FO subunidade 9 15236-15466 Reverso
ChcroMp46 | Proteina hipotética ChcroMp46 15345-15569 Reverso
Cys tRNA | RNA transportador para cisteina 15518-15589 Reverso
Met tRNA | RNA transportador para metionina 15598-15671 Reverso
rpsll Proteina ribossomica S11 15674-16024 Reverso
rrnS RNA ribossémico 5S 16041-16154 Reverso
nad3 NADH desidrogenase subunidade 3 16166-16531 Reverso
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8. ANEXO 1. Continuagéo

Gene Descricao Localizacao Sentido
nadl NADH desidrogenase subunidade 1 16544-17524 Reverso
nad? NADH desidrogenase subunidade 2 17543-19036 Reverso
ChcroMp51 | Proteina hipotética ChcroMp51 18024-18308 Direto
sdh4 Citocromo c oxidorredutase subunidade 4 19038-19292 Reverso
nad4 NADH desidrogenase subunidade 4 19299-20777 Reverso
Ile tRNA RNA transportador para isoleucina 20808-20849 Reverso
Ile tRNA RNA transportador para isoleucina 21324-21354 Reverso
nad>5 NADH desidrogenase subunidade 5 21370-23370 Reverso
atp8 ATP sintase FO subunidade 8 23385-23798 Reverso
ChcroMp52 | Proteina hipotética ChcroMp52 23509-23826 Direto
apt6 ATP sintase FO subunidade 6 23812-24573 Reverso
Trp tRNA | RNA transportador para triptofano 24603-24674 Reverso
orf172 Proteina ndo identificada 24688-25206 Reverso
Ala tRNA | RNA transportador para alanina 25221-25294 Reverso
Arg tRNA | RNA transportador para arginina 25372-25447 Reverso
Tyr tRNA | RNA transportador para tirosina 25465-25554 Reverso
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9. ANEXO 2. Estruturas secundarias dos tRNAs de G. tenuistipitata (em ordem de

localizag@o, conforme Tabela 7).
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10. ANEXO 3. Genoma mitocondrial completo de Gracilaria tenuistipitata comparado

ao genoma mitochondrial completo de Chondrus crispus. Os asteriscos representam os
nucleotideos iguais nos dois genomas.
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4840 4850 4860 4870 4880 4890 4900
e e e e e e e I
Gt CTGTAAAATTTTTTTAATTGTAAAATTACGAAAAATTAA - CAGAAATGCTAATGCTGATATGAGTAGCG
Cc CTGTAATCTTTTTATTTTTTGAAAAATA AATAAATTAATTCAGAAGTGCTAATGCTGACATGAGTAGCG
KRR KK | KKRKKK kKK kKKK kk Kk kkkkk kK | KkkkK KKk AARR KKKk Kk Kkk kA KKK
4910 4920 4930 4940 4950 4960 4970
e e e e e e
Gt AAAATTGCGTTAAAAAATCGTAATCACTTAAAGTTTAAGGGTTTCAATGTAATTTTAACTTCATTGAGTT
Cc AAAACTATGTTAACAAATCATAGTCGCTTTAAGTTTAAGGGTTTCAACGTAATTTCAAATTCGTTGAGTT
KKK K KKRKKK KKK AK  kk KK kkk  AAKKK KA KRR KK KA AR Kk h kAR K hok Ak k Kk kXK K
4980 4990 5000 5010 5020 5030 5040
D e e S e e
Gt AGTCGGTCCTTAAGAGGTGAATAAAAATTGTACTCGATAGGAAATTAAAAAAATATATTAAACTTTTTAT
Cc AGTCGGTCCTTAAGAGGTGAATGAAAGTTGTACTTGACAGGAA TTATTAA TAAACCAGTTAT
**********************.*‘k‘k‘*******.**‘*****.***. .** ...... ‘k‘k‘k**. . “k***
5050 5060 5070 5080 5090
e e e L I
Gt ATGT

5100 5110
e e e I
GTTTTTAAAACATGAAAAAAA - TAGGTAAAATAATTTTATAAATTATTATTAAACTAAGGCGAAA
Cc ATGTAT TAAATTATGAAAAAAAATTAATTAATAAAACTTTTTAAATTTTT TGTGGAAAAA
‘k***“k‘..**‘k‘k‘.**‘k‘k‘k‘k***‘k"**..***.*.**‘***.******.** ...... ‘k..*‘k“***

5120 5130 5140 5150 5170 5180

e e I B e

Gt AATTTATTTAAGCTATTTTCGAG. TTATAAAAAAATAA ACCGTACTTAAACCGACACAGG

Cc AATCAAACTTAATT - TTTCAAGAAAAAATTATAACAAATTAAGACCGTACTTAAACCGACACTGGTAAA
kkk ok k Kk *

5160
-l [l

.****‘ **************.***‘***.*******************.******

5190 5200

P e P I

Gt TTTATTGAGAAAAT
Cc

5210

TATAAGTG

5220

5240
e e T I |
TG GAATTGTATTGAAGGAACTCGGCAAATTAACTCTG
TTTATCGAAGAGATTA AAGTGAATGAAAAAATCATATTAAAGGAATTCAGCAAATTAACTCTGTACGTT

5230

5250

TATGTT

Kokkkk kk |k kkkk _ kkkkkkkokkkkk kkk | kkkk kkkkkk Ak kAkAkkkkk Ak kkkkk KKk k

5260 5270 5280 5290 5300 5320
S e e

e P I O I I
Gt CGCTATAAAGAGAGCCTTGCACAAGGTAGCATGAAAGAAGAAGTAACGACTGGTTAACAAAACCACAGGA

5310
Cc

R
CGCAATAAAGAGAACCTTTTATAAGGTAGCATTAAATAAAAAGTAACGACTGGTTATCAAAACCACAGGA

Kk kK khkkkhkkkhkhkkhkk K*hkk*k Kk Ak kAhkk Ak Ak khk hkhkk kk kAN AAhkAKAAAkAAhhArk hhAkkAkrkhhkhkkkkx*k

5330

5340
[ e I

5350

5360
P O I

e P
Gt CTCT

5370
Cc

5380 5390
[ e I
GCAAATTTGTGATAAAAAGTATAGAGTCTGAAGCCTGCCCAGTGCTTAAAAATAAAAAATATAAGT

*khkKhkkkhk Krxkkk Kk

CTCTGCTAATTTATA - AAAAAGTATAGAGTCTGACGCCTGCCCAGTGCTTGAAAATAATAATTTTT GT

KFhAK AN KA AR A KN A NI AR A, A kA h Ak Ak hhAhkhhkd,*x *Khkk,xk,*x*x ** * * * x

5400 5410 5420
T T I |
Gt TAAAGCTTATTTTTTAAATCTAA
Cc

5430 5450

B L e e |
TAAACGGCGGTTCTAACTATAAGAATCCTTAGGTAGCGAAA!
TTAAGCTCAAATTTTAATTACAAGTAAACGGCGGTTCTAACTATAAGAATCCTTAGGTAGCGAAATTCCT

5440 5460
TTCCT
* Kkkkkk Kk *kk Kk Kk Kk Kk R R i i i I I e b b I b b b b I R i b b I I I I S S I I b I b b b S S

5470 5480

5500
e e I
Gt TGAC

5490 5510
Cc

5520 5530
e e
GGGTAAATTCCGTCCTGCATGAATGGCGTAACGATTACTTCACTGTCTCCAATACAACTTCAGCGA

-
TGACGGGTAAATTCCGTCCTGCATGAATGGCGTCACGATTGCTTTACTGTCTCTAATATGAATTCAGCGA

*********************************‘ ******‘ ***‘********‘ ****‘ ‘*.********
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5540

5550 5590 5600
T L o T e T e e I |

Gt AATTACATTATCTATGAAAATGTAGATTATTTGCAGTAAGACGGAAAGACCCTAGATCCTTTAC
Cc AATTACAAAACCTATGAAAATGTAGGTTACTTGCAGTAAGACGGAAAGACCCTAGATCCTTTACTCTATT

5560 5570

5580
l. l. \

TTTAGT

*******. .*.**************‘***.**********************************‘ ‘**.*

5610

5630 5640 5650
e e e T e e e
Gt TTTAAATTGTATAAAATTGTTTGAATGTAAAGAATAAGTGG TGAATATATCAT
Cc TTTGTATTGTA AAAATTATATAATTGTATAGAATAAGTGGAAGTACA

***. ‘******‘******‘*‘*.*‘****.*************.*‘

5620

5660 5670
P R
GGTCTTGAAATACC
CACAACTATGAAATACC
.... Kk L Kk kkkkKkk
5680

5690 5700
e T e T
Gt ACTCGTTAAATTTA
Cc ACTC

* kK k

5710 5720 5730
P Y T I

P I
ATTTTTTACTAAATTTGTAAATAATATTA TAAAGACCGTTTAAAATAGAAAGTT
AAATATATAGTATTTACTTATTTATTAATTTAAATTAATAAAAACCGTACAAAAAAGGGAGTT

K*kkkk Kk k Kk Kkkkhkkk*k K k% *kk Kk Kk Kkkhkkk Kkhkkk K*hkkkxk * kK k Kk * Kk Kk k
5750

5740

5760 5770 5790 5810
P O O I

e e I
TGGGACGAGTACCTCCTAAATAGTAACGGAGGTGTACGAAGGTAAGTAACAATTATTTAAATGAAT
TACTTGGGACGAGTACCTCCTAAAATGTAACGGAGGTGTACGAAGGTAACTTATA TTACAAAAATG

R I I I I I I I I I e I I I Ak Ahk Ak Ak Ak Ak kA hArk rkhkhAkhk,*x * * * **k%

5780 5800
e O e

Gt TACT

Cc

. .*****. .
5820 5830

e e T e
Gt AATGAAGAATATAATGGTATAAGCTTGCC
Cc

5840

5860 5870 5880
T e e e e I |

TGACAATAAGATTTATAAATCGAATTGCGACGAAAGT
TATAATGGCAAAAG TTGCTTGACAATTAGATTGATAAATCAAATTGGGACGCAAGTCAGT

5850

CTGT
........ ********‘*‘***.****.*******.*****.*******.*****.****.*****.**
5890 5900
FS T L N S O R celeaa. A | | | ..
Gt CATAGTGACCCGATATTTAAGTGTGGAATTAATATCGTTCAACA
Cc

5910 5920 5930 5940
l. [ I l..

5950
GC!

P L A I e
AAAAGGAACTCTAGGGATAACAG
CATAATGACCCGATATTTAAGTGTGGAATTAATATCGTTCAACAGATAAAAGGAACTCTAGGGATAACAG
Kok ok ok ko ok ok ok K ok Kk ok ok Kk ok ok ok ko k ok ok ok k ok ok kK ok ok ok k ok Kk Kk Kk k k| kK kK ok Kk Kk Kk ok ok ok Kk Kk ok ko kK
5960 5970 5980

5990
P o e T I
Gt ATTC

6000 6010 6020
P P T I I
ATCGTGACTGAGAGTTCGTATCGACGTCACGGTTTGATACCTCGATGTCGACTCATCTTATCCTGG

R
Cc ATTCATCGTGATTGAGAGTTCGTATTGATGTCACGGTTTGATACCTCGATGTCGACTCATCTTATCCTGA

R b b I I S S S I I I b I b I S S S I S b b b S I e i b b I S I I I I I S I I I I I

6030 6040 6050
PP P [P

6060
B L I

6070 6080 6090
e e e I
Gt AATTGAAGTAGATTTCAAGGGTCTAGTTGTTCGCTAGTGAAAAAGGTACGTGAGTTGGGTTCAGAACGTC
Cc AGTTGAAGCAAATTTCAAGGGTCTAGTTGTTCGCTAGTTAAAAAGGTACGTGAGTTGGGTTCAGAACGTC

Kk Ak kA Khk Kk kA KA KA A KAA KA KA NI AR A A A A A AR A A A, kA A dA A dA Ak h Ak hkhkhk v hhkhkhk kA hvhdkhk,x k%

6100 6110 6120 6130 6140 6150 6160
D e e e e
Gt GTGAGACAGTTCGGTCCCTATCTACTGTAAGAAAAAGAAAAATAAAAAGCGTATTCTTAGTACGAGAGGA
Cc GTGAGACAGTTCGGTCCCTATCTACTGTAAGTAAA GAAAAATAAAAAATCTATCTTTAGTACGAGAGGA
‘k***‘k‘k‘k************************“k‘k*.*‘k‘k‘k‘k***‘k‘k‘k*. .‘k‘k‘k. .*‘k‘k‘k‘k***‘k‘k‘k***
6170 6180 6190 6200 6210 6220 6230
D e S e L
Gt CCAGAATACTCTAACCTCTGATAAATTGATTGTTATGCCAGTAGCATCGTCAAGTAGTTAAGTTAGTTTT
Cc CCAAGATATGTTAACCACTGGTATATCGATTGTTAATCCTTTAGCATAGTCAAATAGCTACGTTAATTTA
Kok kokok | kokokokk Akk kk Ak KkAKRAKKK KK KKK KKK  KkAAK  Kkk Kk Kkkk KAk

&9



6240 6250 6260 6270 6280 6290 6300
e e e e e e e I
Gt TGAATAAACACTGAATGAATTAAGTGTGTTAAGTATTCTTTTATATTTTTCATGAATAGCCTGAAAGATT
Cc CGCTTAAATACTGAAAGAATCAAAAGTATCAAAGCTATTTTTTTATTTTTCAGGAATAATCTAAAAGACT
Lk Kkkk kkkkkk  Kkkkk  kk | kk K Kk ok kkkk kkkkkkkkk kkkkk Kk _kkkkk *k
6310 6320 6330 6340 6350
FE L I | . | .
Gt ATCAGATAGATCGGTTTGAAAA

6360
.. Ce P I I
TACTCCTTAGT.

6370
FE R L e
AATAAATAATCTTTAACAAATCCGAA TTATTCAAAA
Cc ATTAGATTGATCGATTTATAATTTAAATTTAGTAATAAAT - TTAGTAATAAACACGAAATTATTCAAAA
Kok kokkk  kkkkok kkk | kk ok Kokkokkkkkkkkk K Kkk Kkk | kkkk Kkkkokkkkkk
6380 6390 6400 6410 6420
e e S e
Gt AA A

6430
TTTTGATTTAACTTAACCAAAA

6440
O S
AATTAT

GACAAAAAAAATAAATCCAATAAGCCTT
Cc AAGATTTTAATCTAACTTAACCAAAATTCAAAATTATACAATGGCACAAAAAATTAATCCAATAAGTTTT
‘k*.*‘k‘k‘k*.**“k‘k***‘k‘k‘k‘k***‘k‘k ..... Kk Kk kK Kk

K, kk Ak kkkhkhkk khkAkkhkkkkk kK * x
6450

6460 6470
[P P [P

6490 6510
P O O I

6480
[ T T
TTGGTCTAACTCAAGTGTGAGCTATTACAATACAAAATTATAGTAAACTAAATGATTCTTATGTTC

e P A
Gt AGGC

6500
A
Cc AGACTTGGAACAACTCAAGTTTGAAATTCTACATTACAAATTTACGGTAAATCATTCAAAAATTATTTCT
Kok kkkkok | kkkkokkkk | kkk |k kkkk kkk ARk Kkk | kkKkKk Kk kkKkk K

6520
T I

Gt TATCTTTTT
Cc

6530

6540 6550 6560 6570
e T T I
TAAAACATTTGCAAGTTGAT

6580
R I I l.

e el
AATATAGTAACTAAAATTTTAAGATCAAATAGGTTTTTAAT
CAATTGTAAACAATCAACTAAACTTGCAAAATTTTATAATTAGATACGTAAAATTAAATGGCTTTCAAAT
-*..*-*....**-**. -*--*..*--*.***-*..***-**.*-

‘.***‘**.****‘*.***“***

6590 6600

6610 6620
FE L A I
Gt TAACGATAAAGAAT

6630
B I I l.
TTTGATATTTTAATAATAAACTTTTTTTAAACATTTA!

6640 6650
e e P
TTATGACGAACCTATTG.
Cc AAATTACTATGAATGGAAAATGCATAAAAATAAAACTTTTTTAAGTATTTATTTTTCTCCTTCTTTTAAC
Kk Kk Kk kkkk

***.******. .********‘ ‘*******‘ *

------- **-**.*.
6660 6670 6680 6690 6700 6720
T S e S

N | B e A T I
Gt TATAAGTTAGATAACTATTTATTGTTAATCAGAAAATTATCTAAAGTAATTTCAAATTGATTTTCTTTAA

6710
.
Cc AATGGAAAACTTAACT - TAACTAATT TTAAACAATTATCCAATTTATTATCTAATTGATGTTCTA AT
2 Ko kkkkk |k ok Kk kK k kkkkkkk kk kK K Kk KAKKKAK KAKK
6730
PP O (P

*
6740 6750

6760
P O I

e B A I
Gt AAAT

6770 6780
P I

6790
P I o I
TTAT TTAAGAATGTATAAAAAAATAGATTTAGTAACAACATCTAATCTAATATCGAATTATGCCT

*hk kK kkkk kK

Cc AAATTTATATTTCACTTTTATTTAAATTCAAAATGATCTTTGACATCTAATTTTTTAACTCTTTATACAA
*  k k% * K *

*kkkkkhkrkkhkx Kk *x K K,k kK K

6800

6810 6820 6830 6840 6850 6860
D e e e e
Gt TATATTTATTTGAACAAAATAAGAATCCAAATAAAGTTTTATGACAGATATCTCAATTTTTACAAAGATA
Cc AATACTTAGTAGAACAGAAACTAGGACCAAAAAAAATAATAGTAATTCTATGTAACTTTTTACAAGATCA
‘***“k‘k*.*.‘k‘k‘k**.‘k‘k ..... *****“k‘k*.*‘“k‘k..*‘“.***“k‘*.*‘k‘k‘k‘k***‘k‘ .*
6870 6880 6890 6900 6910 6920 6930
D e S e L
Gt TCTTAATTACGGTAAAGTAGTGTATTCTACAAAAGGTATACGTTCAGTATATTTGAAAGGATTTAAAATT
Cc ATTAAATTCTTCAAAAGTAATGCATTTTAAATTTGGTTTTATCGAAACAAAATTAGTTGGGTTCAAAATT
U L KAKK KK kk _kkk okk ok kkk kL *

‘.*.*‘**...‘**‘**.******
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6940 6950 6960 6970 6980 6990 7000
e e e e e e e I

Gt CGATTAATAGGTCGTTTTGATAACACAAAAAGTCAAATGGCAAAAAGCATT CAAAGTTCAGGTACTT
Cc CGTTTGGTTGGTCGATTTGATAGTTCAAA TCAGATGGCGAAAAGTTTTGATCAAACTATTGGTACAT
Kok Kk |k Kkkokokok KKK Kkokk | kokokk

‘***.*****.*****..**‘*‘****‘*‘

7010

P P P I

Gt TATCGTTAATATCTTTAAAGAATCAAGTAGAATTTACA!
Cc

LKk kR kK
7020

7030
P I

7040 7050
| . [P I

7060
(O P | .

7070
. P I
CAAAAAAATTTATATACAAAGTTAGGCAATTG
TGTCATTAACCAATTTGTCAAGTTTTGTAGAATATTCGAATATAGAAATTCATACTAAGTTAGGAACTTG
KoKk kkkk | Kkkk kK kkkkkkk Kk K kK Kk Kk KkkEk _KAKkKKKKK K KKk%

7080

7090
[

7100
[ I

7110
F P

7130
Gt TAGC
Cc

7120 7140
e e T
CTTCAAATTTGATTGTTTTATGAAATAAATTAGAGTAGTAATGTTTAAAGAAAAAAAAACACAGAA
TGGAGTTCAAGTATGGCTTTTTTTTACCCCTAAAAAATTTATAAATGGTTATAATCAAAAAAACTCATAA
*.*.‘*****.*‘**..*‘****.* ..... **‘.*."**..****.***‘*‘..********‘**.**

7150 7160 7170 7190 7210
P S O T I

7180
[ I I
TATCCATTAAAATTTAAGCAATCGAATCATATATTAAAGTATGGACGTTTTGGTATTAAATCAATG

Gt TAAA

7200
Cc

el
TTCTTTTTCCTTAAAGCATAGACATTGTAATCATACATTAAAATTTGGAAGACTTGGTCTCAAAATATTA
*...*_*.*.*****..‘**‘.**‘*_.*******.******.*‘****.*‘_*****_*‘***‘_*.*.
7220 7230
T e I
Gt TCTTTTAGTAGATTAACAGAAAA
Cc

7240

7250
F e T I

e
TCAATTAAATGCATT

7260 7270 7280
B T L I I
AAAATGAGTGTTATTG GCTTAAACAAT
TCTTTTAGTAAAATAACAGAAAATCAATTTAATTTAATAGAACGTTTAAGCTTAAAATTTCTCAAAAATC
Kokkkkkkkkk ok kkkkkkkkhkkkhkkk kkk ok _kk okk ok ok Kk kkk kK _Kkkk Kk _

7290 7310
S A I .
TAATAATAAAAAAAGTTATCGTTTTTG

7300 7320
Gt TAAC

7330
Cc

7340 7350

o T e e I
AACATTATTGTCAATGAATTTTGTTTTAACAAAACTT.
TGTCTGGAAATAAAAAACTAATTAAAATTTGATCCTTAGTTCCATTTAACTTAACTTTAACAAAACTAAG
Kok kkkkkkkkk L KKk ok Kk kkk k| kk Kk kk_kk | kkkkkkkkkkkk Kk

7360

7370
P L

7380 7400 7420
T P [ I

7390
R I I
GAATCAAGAATGGGTAAAGGTAAAGGTTCTATTTATACCCACGCTATCTATGTTAGGCCAGGTATG

7410
Gt TTTA
Cc

——
TTCTGAAGCAAGAATGGGTAAAGGTAAAGGGGCAGTTTATTCTAGAGCGTTTTTCTTACGACCAGGTTCT
Kok | kkk  kkk ok ok ok ok ok k Ak kk ok kk Ak kkk |k KKKKK KKk ok k| kK kkkkkk

7430

7440
PP P [P

7450

7460
P O I

7490
T T
TGTTTGAATTTGATAATGTAACGGAACAACAAATGAAGATACTTTTTAACTATATTTT AAAAAAA

N
Cc ATTTTATTTGAGTTTGAAGGAGTTTCTAAGCATCAATT AACTCAAATTTCAAGTATTTTAAGAAAAAAA
*****‘*****‘*****“

7470 7480
Gt ATTT

LUKk Kk KK Kkk Kk kk kKKK Kk kkKk Kk KkkKkkKkKk
7500 7510 7520
P T Y

Gt ATTTCTTTAAAGGT

7530 7540 7560
O T T

B I \ [
TACATTAATAAAA--TCATTCTCATAAAATTTTAAGT
*.***‘**.*.

7550

GAGAGA!

Cc ACTTCATTTAGAATTGTGGAAGTACAACTTCCTTCTAAATAAACCAAAAAATAAGGGAGAGAAACTTAAA
* x

GAAACT!
*  kk k% K’k Kkkkk Kk * kK * x Kk Kk kkhkkAkkkkkk Kk k

7570 7580
PP U (P

7590

7630
P P O I

7600
[ e
GAGTGTTAGTCTGTCGCACTAAAAGTTGCGGGTTCAAATCCCGTCTCTCTCGTTTGTTACATTTAG

e P
Gt GGTA

7610
Cc

7620

I
GGTTGAGTGTTAGTCTGTCGCACTAAAAGTTGCGGGTTCAAGTCCCGCCTCTCTCGATTCATAAAAT AG

***.*************************************.*****.********.**"**.*‘*.**
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7640 7650 7660 7680 7690 7700
e e e e e e e I
Gt ATTAA GTAAAATCCTAGTTAAATATTATAAGATAATGCAATTTTCATTCATGCAATGAATTTCTCG
Cc ATTAATGAAGTTAAAT AAAGTATAAAACA TGCAATCATTTTTTACTCAATGAATTTCTCG
Kok KKk | kkkk kokkk

*‘*.*****.*.*‘******“*.

7670

LRk k| kkkkkkkkkkk ok kK
7710 7720

P L I I |
Gt TTGAATTTT

7730 7740
TTCAACAAATCATAAA
Cc

7760
P e e e I T |
GATATTGGTACCTTATATTTAATTTTTGGTGCTTTTTCT
TTGAATTTTTTCAACAAATCATAAAGATATTGGTACTCTTTATCTAATTTTCGGTGCTTTTTCAGGTGTT

7750 7770

GGTATA

************************************. ‘*‘***.*******‘***********.***.*.

7780

7790
[P P [P

7800
o e I

7810
o S

7830
Gt TTAG
Cc

7820 7840
B e e

GCGGATGCATGTCAATGTTAATTCGTATGGAATTAGCCCAACCTGGAAATCAATTATTGTTAGGAA
TTAGGTGGATGCATGTCAATGTTAATTCGTATGGAGTTAGCTCAACCCAGTAACCATTTACTCTTAGGAA

KA AhKhk KA A A KA KA A AR AR AN A AR AR A A A h Ak Ak h*x K,k kx* * kk kk Kkkk Kk Kkhkkkkkk

7850

7860 7870
[P P [P

7880
P O O I

7890 7900 7910
e e e I
Gt ATCATCAAATTTATAATGTTTTAATTACAGCACATGCTTTTTTAATGATTTTTTTTATGGTAATGCCTGT
Cc ATCACCAAATTTACAATGTTCTTATAACAGCTCATGCATTTCTTATGATTTTTTTTATGGTTATGCCTGT

KhkkhKk KAhkkhkhkkhkhkkhkk Khhkkhkhkkhkk Kk K*k Ahkkhkhkk kAkhkkhk Kkhkk Kk KkhkhkAkhkAkhkhkhkhkAkhkkhkhkhkkk Ak kkhkkhkkk

7920 7930 7940 7950 7960 7970 7980
T e e e e e S I
Gt TATGATTGGAGGGTTTGGAAATTGGTTAGTTCCTATTATGATAGGTAGTCCAGATATGGCCTTTCCTCGT
Cc AATGATTGGTGGGTTTGGAAATTGATTAGTTCCAATAATGATTGGTAGCCCAGATATGGCTTTCCCGCGA
. ********.**************‘********‘ **.*****.*****.***********‘ **.**‘ **.
7990 8000 8010 8020 8030 8040 8050
S S S O S O e O A I
Gt TTAAATAATATATCATTTTGATTATTACCACCATCTCTTTGTTTACTTTTAGCATCAGCAATTGTGGAAG
Cc TTAAATAATATTTCATTTTGATTATTACCTCCTTCTTTATGCTTATTACTTATGTCAGCACTTGTTGAAG
***********‘*****************.**‘***.*‘**.***‘*. .*. . ******‘ ****‘****
8060 8070 8080 8090 8100 8110
S S O S e I
Gt TAGG
Cc

8120

P L e |
TGTAGGTACAGGATGAACTGTATACCCTCCACTTAGTTCAATTCAAAGCCATTCTGGTGGTGCTGT
TAGGTGTTGGTACTGGATGAACTGTTTATCCACCACTTAGCTCAATTCAAAGTCATTCAGGTGGTGCTGT

KFhkAkhkKhhkk KNhkhkkhkk K hkk Ak hAhkkhhk k Kk *k *hAkhkk khkkhkhk *AhkhAkhkkhkhkkhkhkkhhk*x *hhkk,* ),k khrkkhkk k), rxkx%x

8130

8140
[ e I

8150 8190
B L I e e I
TTAGCGATTTTCAGTTTACATATTTCGGGTGCATCTTCAATTTTAGGTGCTATTAATTTTATTTCT
Cc AGATTTAGCAATTTTTAGTCTTCATATATCAGGTGCTTCTTCAATCTTAGGAGCTGTAAATTTTATTTCT

K*khkk hkhkkkhk Khkhkkk Khkhkk Kk kkhkhkkk Kkk kAhkhkhkkhk KkAkkhkhkkhkhkk khkhkkhkk kkk Kk Kkhkkkhkhkkhkkkkkkk

8160

8170 8180
e P
Gt AGAC

8200 8210 8220 8230 8240 8250 8260
e e e e e S I
Gt ACGATTTTAAATATGCGTAATCCAGGACAAAGTATGTATCGTATGCCTTTGTTTGTATGATCAATTTTTA
Cc ACTATTTTAAATATGAGAAGTCCTGGACAGAGTATGTATAGAATTCCTCTTTTTGTTTGATCAATACTTG
**.************.*‘*‘***.*****.*********‘*.**‘***.*.*****.********‘ ‘**.
8270 8280 8290 8300 8310 8320
T e
Gt TTAC
Cc

8330

e e I I
TGCATTTTTATTATTATTAGCTGTTCCTGTTTTAGCTGGTGCTATTACAATGCTTTTGACTGATCG
TAACAGCATTTTTACTTTTATTGGCAGTTCCTGTTTTAGCAGGAGCTATTACAATGCTTTTAACTGATCG

*.**‘*********.*.*****.**‘**************‘ **.*****************.********
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8340 8350 8360 8370
O S O S O e P
Gt TAATTTTAATACAGCATTTTTTGATCCTGCAGGAGGAGGAGATCCTGTATT
Cc

8380

8390
| . | . | .

8400
-

P I N

ATATCAGCATCTTTTTTGA

TAATTTCAATACTTCTTTCTTTGATGCGTCAGGTGGAGGAGATCCAATTTTATACCAACATTTGTTTTGA

******‘ *****‘ . *.**‘******‘*. .***‘ . ***********‘ . *.*****.**‘***.*.******

8410 8430

FO O L O S O e I

Gt TTTTTTGGTCATCCAGAAGTTTATATTTTAAT
Cc

8420 8440

P e e N
TCTTCCTGGTTTTGGTATGATAAGTCATATAG
TTTTTTGGACATCCCGAAGTTTATATTCTTATACTTCCAGGTTTTGGCATGATTAGTCATATTGTTTCAA

8450 8460 8470
TAGC
Kokkkkkkk kkkkk kkkkkkhkkkkk Kk kk_ kkkkk Kkkkkkkkk kkkkk kkkkkkkk Ak Kk

8480

8510
[P P [P

8490 8500 8520
[ I

e F e I
Gt CATTTTCAAGAAAACAAGTTTTTGGTTATATTGGTATGGTATATGCTATGGTATCTATAGGTGTATTAGG

8530
Cc

8540

el
CATTTTCTCGAAAGCCAGTTTTTGGTTACATTGGAATGGTTTACGCCATGGTATCAATAGGTGTTTTAGG

* Kk Kk k ok kK *Ahkkhkk k KAhkkAkAhkhkkhkAhhAKk Khkhkkhkk K*hkkhkhkk kk kk Khhkkhkhkkhkhkkhkk Khhkkkkkhkhkk kkkkk

8550

8560 8570
[P P [P

8590 8610
P O O I

8580
[ I I
ATAGTTTGAGCGCATCATATGTATACTGTAGGCCTTGATGTAGACACTCGCGCTTATTTTACAGCA

8600
e O e
Gt ATTT
Cc

|
TTTTATTGTTTGAGCTCATCATATGTATACTGTTGGGTTAGACGTTGATACACGTGCTTATTTCACAGCA

dAhkhkhkkhk KAkhkkhkAkhhAkx KAhkhkkhAkrkk Ak hkhkkhkrkkhkrk*x K% * kk kk kk Ak kk kkhkkkkkkhkk Kkhkkkkk

8620 8630
e e T e
Gt GCTACAATGATTATCGCGGTTCCTACAGG.
Cc

8640 8650

8660
O e I

8670 8680
P e I |
AATTAAAATTTTTAGTTGAATAGCAACTATGTGAGAAGGTT
GCAACAATGATTATTGCTGTTCCAACGGGAATTAAAATATTTAGTTGAATTGCAACAATATGAGAAGGTT
**.***********.**‘*****.**‘ ***********‘***********.*****.**‘**********
8690 8700
P I I | | .

Gt CTCTACATT
Cc

8710 8720 8740 8750
S e e A I T |

TATGTTATTTGCAACAGGATTTATTTTTCTATTTACAATAGGAGGTC
CTATCCACTTAAAAACTCCAATGTTATTTGCTATTGGTTTTATTTTTTTATTTACTATTGGTGGTTTAAC

8730
TTAAAACTCC

TTAC

**.*‘**.**.********‘***********‘*‘ .**‘*********.*******.**‘**.***‘*.**

8760

8770 8780
P O L I

8800 8820
PO P e I

8790
R I I
AATTGTACTAGCAAACTCAGGTTTGGATATTAGTTTACATGATACTTACTATGTAGTAGCACATTTT

. [ P
Gt AGG

8810
Cc

R
TGGGATAGTCCTTGCTAATTCAGGTTTAGATATTAGCCTTCATGACACTTATTATGTAGTTGCGCATTTT

K*k kk kk kk kk kk Kkhkkkhkhkkhkkk KAk hkkkk kK Kk kkkkk kkhkhkkhkk kAhkkhkhkkhkhkkhkk Khkk Kkkkkkk

8830 8840 8850
PP P [P

8860
B L I

8870 8880 8890
e e e I
Gt CATTACGTGTTATCTATGGGTGCAGTATTTGCGATCTTTGCTGGATTTTATTATTGATTCGGTAAAATTA
Cc CATTATGTACTTTCAATGGGAGCTGTTTTTGCAATTTTTGCAGGATTTTATTATTGGTTTGGTAAAATAA

R I S K, kk Ak khkk kk kk kAhkkhkkk hkkhk Ahkkhkk KAAkAhkAkAkhAkAkAhkAhkk kk Ak kkkhkkk K

8900 8910
e T
Gt CAGGAGTACAATATCCTGAATTAT
Cc

8920

8930
[ e I

8940 8960
P N I I [ [P |
ATTTTTGGTCAACGT

8950

TTATCGGTGT.
CTGGTTTGCAATATCCTGAAACTTTAGGCCAAATTCATTTTTGATCTACTTTTATCGGAGTAAATCTTAC
KKk K Kk okk ok ok ok ok ok ok k|

TAGGAAAAATAC TCTTAC

* Kk kK k K*hkkhkk KhAhkkhkkhAkhkk hk Khkk Ahkhkkkhkhkkhk KAhkkhkhkkhkkkkkkk

8970

8980 8990
[ e I

9010 9030
P P O I

9000
[ s I I
ATGCCTATGCATTTCTTAGGTTTAGCTGGAATGCCTAGAAGGATCCCTGATTATCCTGATGCATAT

9020
e O e
Gt ATTT
Cc

ceenl
TTTTATGCCTATGCATTTTTTAGGTTTAGCTGGAATGCCAAGACGAATTCCTGATTATCCTGATGCTTAT

. *****************‘********************‘***.*‘**.*****************‘ * KKk
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9040 9050 9060 9070 9080 9090 9100
e e e e e e e I
Gt GCAGGTTGAAATTTAATAGCTTCTTATGGTTCTTATGTTGCATTATTTAGTACATTGTTTTTCTTCTATT
Cc GCTGGTTGGAATTTAATTGCTTCTTATGGTTCATATATTGCACTTTTTAGCACATTATTTTTCTTTTATA
Kok Kkokok ok KKKk ok kA K | Kk ok kA RAKKKKARRA | hokk | AAKKK kAR hk Kk KRR KK |k AAK KKk k | KAk
9110 9120 9130 9140 9150 9160 9170
e e e e e e e e
Gt TAGTTTTTGTATCTTTAACATCAAAAAATCCATGTGTAAGTGCTCCATGAGATTTTGAACAATCTAATAC
Cc TTGTATTTGTTTCTTTAACATCGAATAATCCTTGTACTAATTTTCCTTGAGAATTTAACAAATCAAAAAC
KKK Kok ok kK Kk ok kA AR KKKk KK kkkkk kkk Kk kKKK kkkkk  kkk ok kkkk Kk kK
9180 9190 9200 9210 9220 9230 9240
D e e S e e
Gt TAAGGGAAATTTGACCTTGGAATGAGTTATAACTTCTCCGCCAGCATATCATACATTCGAAGAAATACCT
Cc GTATGGAGTTTCTACATTAGAATGAATTGTAACTTCACCACCTGCTTATCATACTTTTGAAGAAATGCCT
‘.*.***..**"**.**‘******‘**.*******.**‘**.**‘********.**‘********‘***
9250 9260 9270 9280 9290 9300 9310
D e e S e e
Gt TTAATTTATGAAACGATTACATAAAATGTTAAATAATTTGAAATCAGCTATTTTTCCTTTTTTAATATTT
Cc TTAATTTATGAAACAAA AAGTAACTAAAAATGAATAA CATACTAAATTTTT
**************.* ........... **‘***.*“****‘*‘ .* ..... *‘*“*.***‘***
9320 9330 9340 9350 9360 9370 9380
e e e e I [P I
Gt ATGCCAAGTATTTTTGCATTTAATGATGCTGCAGAAAATTGACAGCTAGGT
Cc AT CCAGCTGTTATAACA

TTCCAAGATCCCTGCACTC
ACGGATGTAGCAGAAAATTGACAAATTGGTTTTCAAGATCCTGCAACTC
**.***‘.*.**‘*..**‘ ‘*..****..**************"*.*****‘********. “****
9390 9400 9410 9420 9430 9440 9450
FO O O P S O O A I S R O O O
Gt CAATTATGGGAGGGTATTATAAATTTACATCATGATTTAATGTATTTTATTTGTGTTATTTTTATTTTTG
Cc CAATTATGGAAGG TATTATTAATTTACATTATGATTTAATGTTTTTTATTTGTGTAATATCTGTTTTCG
*********.***‘******‘*********.************.************.**‘*.*.****.*
9460 9470 9480 9490 9500 9510
O S O (o O O I
Gt TTTC
Cc

9520
[ R A I |
TTGAATGCTTTTACGTACACTTTGACATTTTGAAAATACTCAAAATACTGTACCGTCGTCATTGAC
****‘******‘*‘

TTTCATGAATGTTAGGACGTACTTTATGACATTTTGAACAAAATCAAAATAAGATTCCTTCATCCTTAAC

* Kk ok Kk k Kk Kk Ak kkkAkhkAkhkkhkhkk k kK KAk kkkhkkkk

‘*.**‘**.**‘**.**
9530

9540
[ e I

9550
B e

9560 9570 9580 9590
e T T
Gt ACATGGAACTCTAATTGAAATTATTTGAACAGTGACTCCAGCTTGTATTTTATTGATTATAGCTATACCT
Cc TCATGGGACATTAATTGAAATGATTTGAACTGTTACGCCGGCTTTTATTCTTTTAATAATTGCAGTACCA

R S KhkAk kA khkKhhkkhk K hkkhkhkkhkk k), **k K,k Kk Kkkhkkk K*hkkxk * K**x **x Kk K**k * Kk Kk k

9600
R I

Gt TCATTTTCC
Cc

9610 9620
B I I
TTATTATATGCTATGGA'

9630 9640 9660
e T e [ I I [

AAATAATATCACCAGCTATAA
K kR kx|

I - |
CTATAAAAACATTGG
TCTTTTTCTCTTCTATATGCAATGGACGAAATTATCTCTCCAGCAATTACAATTAAAACTTTAGGTCATC
*

9650

GTCATC
Ak khkhkkhhkk Khkhkkhkk Khhkkhkkk Kkk kk Kkkkhkkk Kkk kk Kk Kkhkkkk Kk Kkkhkkkkk

9670

9680 9690
[ e I

9700
P P O I

9710 9720 9730
e e e e I
Gt AATGATATTGAAGTTATGAATATTCTGATTATTTAAATGAAGAAGGAGAATCTATTGCTTACGATAGTTA
Cc AATGATACTGAAGCTATGAATATTCAGATTATCTTAACGAAGATGATGATTCAATTAATTATGATAGTTA

*******.*****‘***********‘******‘*.**‘*****.*"**.**‘**.

.‘***.********
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9740 9750
O L e o I

Gt CATGATACCTGAAGAAGATTT.
Cc

9760 97170

9800
e e T e I | . |
CTTTGGG TTAAGATTACTGGAAGTAGATAATCGAA
TATGATTCCTGAAGAAGACTTGGAAATTGGACAATTTAGATTACTAGAGGTGGATAATCGGATGGTAATA
KKk okok KKKk kR kAR KK Kk

9780 9790

TGGTGGTA

Lk Kkkk  kkkkk  kkkkkkkk kk _kk kkkkkkkk kkkkk Kk

9810 9820 9830 9870
o S e Ce P P I |
Gt CCTGTAAATACACACATTCGGGTTATTGTTTCAGCT ATAGTTGAGCAATAC
Cc CCAATTAATACACATATTCGAGTAATTGTAACTGCAGCTGACGTATTACATAGTTGAGCCGTACCATCTT

9840 9850

9860
F T L A | . Ce
GCTGATGTACTTC CATCTT
Kok |k kkkkkkkk kkkkk kk kkkkk ok _kk kkkkk kkk ok kkkkkkkkkkk Ak kkkkkkk

9880

9890
[P P [P

9900

9940
P O O I

9910
e e I
TATAAAATGTGATGCTGTACCAGGTCGTTTAAATCAAACATCAATTTTTCTTAAAAGAGAAGGAGT

e O e
Gt TGGG
Cc

9920 9930

e
TTAGGAGTAAATGTGATGCAATACCTGGTCGCTTAAATCAAACTTCTTTATTTATTAAGCGTGAAGGTGT
*

* ok R R I i i i 3 *khkkhk KAhkkhkkk khkkkhkhkkkkkrk k%K * kkk Kk kK * kkkKkk Kk

9950

9980
e I

9960 9970 9990
e B
Gt TTAT

10000
F e I
TATGGACAGTGTAGTGAAATATGTGGTATAAATCATGGATTTATGCCTATTGTTATCGAAGCCGTA

10010

el
Cc ATATTATGGCCAATGCAGTGAAATTTGTGGCATAAATCATGGTTTTATGCCAATTGTAGTTGAAGCTACT

*AhkkhkhkhkAhkk K*k kAk KAhkhkhkhAkhkkhk KAhkkhhkk khkkkhkhkkhkhkhkhkkhk, K*hkkkrkkhkhkk *khkkk * Kk k Kk kK

10020 10030 10040 10050
e e T I e

Gt AAATTGCCTAATTA!

Cc

10060
TATTTCTTGAATTTCAAATAAATTAAAC

10070 10080
e e I e

GAGT. GGGATGCGCTTTTCGTT ATT
TCGTTACCGAATTATGTTTCATGAATTTCTAATAAATTAAATGAATAATT - ATGAAAATTTCGTTTAGT
LKk kk xkkkkk kkkk  Kkkkkkkk KkxkkkkkkkKk Kk Kkk

.‘***..“*******‘*.*

10090

10100 10110 10120 10130 10140 10150
S S S O S O e O A I
Gt ACAAGTAATTGTCTTGTTTTTAGTTTTTTTTATTCTTTTTTCAACAAATCTTAAAATCGTAAAGAGATTT
Cc TCAATTAGTATTGATAATAATTTTATTTTTTATACTATTTCGATTAAATCCGCAAATTATAGCAGATTTA
‘***‘**.*..*“*..*"*..*‘********‘**.***‘.*.‘*****.“****“** ..... **.
10160 10170 10180 10190 10200 10210
D S S o O e
Gt AGTGAATTATTAAGACAGTTTTTTAGAAA
Cc

10220
[ R (R I
CTTTT - TAAAATAATT
TTTAAACCACTCAATTACTTTTTTAAAAAGAATAAAAAAAATTCTTCTAATAAAAAAATTGATAATTAAA
*  k*k * Kk ok

K, kkkkkkKk Kk k

-------------- ***;*- -*****-****; R
10230 10240 10250 10260 10270 10280 10290
e e e e e e e
Gt ATGATTTATTTATCACGAATATCAAAATCAGTGCAGAGACACCCTTTTCATTTAGTAGATC
Cc TGTTATAAAATGACTACTTTATCTCAAATCTCTAAATCTGTTCAAAGACATCCATTTCATCTTGTAGATC
........ ****‘*. .******.*‘***.**‘*****‘**.**‘*****.**‘******‘*.*******
10300 10310 10320 10330 10340 10350 10360
e e e e e S I
Gt CTAGTCCTTGACCATTTGTAGCATCATTATCAGCTTTTTCTTGTGCAATTGGCGGAGTAATGTATATGCA
Cc CAAGCCCTTGACCTTTTGTAGCTTCTCTTTGCGCATTCTCATGTGCAATTGGAGGTGTTATGTATATGCA
*.**‘********‘********.**‘ ‘*.*. ‘**.**‘**‘***********‘**.**‘***********
10370 10380 10390 10400 10410 10420
e e e T I e
Gt TGCA
Cc

10430
e
TATAAGCAAGGTTATATTGTATTATTATGTGGTTTTTTTATGTTATTCTCTACAATGTTTGTTTGA
TGCTTATGTAAATGGAAGTTTCATTTTATCAATCAGTTTTTTTTGTTTGTTATTAGTTATGTTCACTTGA
Kok kokok |k kok Uk ok Kk kokokok k| Rk kR Rokok ok

. ‘****
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10440 10450
O S O S O e P
Gt TGAAGAGATGTAATTAGGGAAGCGACACTTGAAGGGCATCATACAGGGATA!
Cc

10460

10470 10480
| . | . | .

10490
l. l. |

10500
\

P I
GTTCAACGAGGGTTACGTT
TGACGTGATGTAATAAGAGAATCTACTTTTGAAGGTCATCATACAGGAATTGTACAGCAAGGACTAAGAT
Kokk ok kkkkkkkk kk kkk Kk okk_ kkkkkkok kkkkkkkkkkk kk Kk kk Kk _kkk__kk K _*
10510 10520 10530 10540 10550
e e e L e I | .
TTCTTTTTATTGTATCTGAAATTCTATTT

10560 10570
P N P I
Gt ATGGAGTAA TTTTCGCTTTTTTCTGGGCTTTTTTTCATAG
Cc TCGGAGTCATTTTATTTATTATATCTGAAATTTTATTTTTCTTTGCTTTTTTTTGAGCTTTTTTTCATAG

.*****.***‘*‘ ******‘ ***********‘*******‘ **.********‘**.**************

10580 10590

10600
[P P [P

10640
P O O I

10610
[ I I
TTAGCACCAACAGTAGAAATCGGTTTAATGTGACCACCTAAAGGAATAAGTGTTTTAGATCCTTGG

10620
e O e
Gt TAGT
Cc

10630

|
TAGTTTAGCTCCTACAATTGAAATAGGTTCTATTTGACCTCCAAAAGGAATTAATGTTTTAAATCCTTGA

khkkhkhkkhkhkkk Kk *k Kkkhkk Kk Kkkkhkkk Kkhkkk kk KAk khkk kAk Khkhkkkhkhkkhkk kK KkAhkkhkhkkhkhkk KAk kk kK

10650 10660

10680
e I

e [ I
Gt GAAA

10670 10690
Cc

10700
B I I
TTCCTTTTTTGAATACTTTAATTTTATTGTTGTCAGGATGTACAGTTACTTGATGTCATCATGCAC

10710

e
GAAATTCCTTTCTTAAATACTTTAATTCTATTACTTTCAGGTTGTACTGTAACTTGATGTCACCATTCTT

KAk Ak hkKhkAkhk K hkk k Kk KAkhkhAkkhkkkhkhkkhkkk* K*rxk*k K, kkkhkk Khkhkkhkk kk KAkAkkkkkhAkkhkk kkk Kk

10720 10730 10740 10750 10760 10770 10780
T e e e e e S I

Gt TTGTGGCTAATTTAAGAAATCAGGCTATTATTAGTTTAATACTTACGGTAACTTTAGCAATTATTTTTAC
Cc TAGTTTCAAATTTACGTAATCAATCAGTTTTAAGTTTATTTTTAACAATTGTTTTAGCAATTGTCTTTAC
*.**"*.******.*.*****..*"**.*‘******‘*‘.*.**‘.*..‘**********.*‘*****
10790 10800

FS T L N S O R

Gt CGTATTACAAGCATACGAATACAACATGGCT
Cc

10810 10820

10830
l. l. \

10840 10850
O T [ S O
GATTTTAGATTATCTGACGGTATTTATGGATCTACATTT
TACATTTCAAGCATACGAATATAGTATGGCTGATTTCAGATTATCTGATGGGATTTATGGTTCAACATTT
.. .***‘ **************.*. ‘***********.***********.**‘********‘ **.******
10860 10870 10880
P O S e P I

Gt TATA
Cc

10890 10900 10910 10920
P T T e P

TGGCAACCGGATTTCATGGATTTCATGTATTAATAGGAACAATTTCTTTATTTATCTGCTTAATAC
TACATGGCTACAGGATTTCATGGATTTCATGTTTTAGTTGGAACAATTTCTTTAGCAGTTTGTTTAATTC

Kkk khkhkkhkkhk Ak Ak AhAAAhAh AKX A AhA XAk rk d *xk Kk *hAkkkhkhkkhhAkkkhkrkhkkhk

* kk kkkkk Kk

10930 10940

10950
[ e I

10960
P O I

10970 10980 10990
e e e I
Gt GTTTAATACAATACCAGTTAACGAGGGAACATCATTTTGGATTTGAATCTTCAGCCTGGTATTGACATTT
Cc GATTACTGCAATATCAATTAACCCAACAACATCATTTTGGATTTGAATCTGCTGCTTGATATTGACATTT
*.***‘*.*****‘**.*****

KAk Ak Ak Ak hAhhAhdrkk kA hhArd *x K **x **k *hAkxk kxkhkhkkkkx*k

11000 11010 11020 11030 11040 11050 11060
T T e P S

Gt TGTAGATGTTGTTTGGTTATTTTTATTTGTGTCTATTTATTGATGAGGAGGTAT GTAAAAA

Cc TGTIGGATGTTGTTTGGTTATTTTTATTTGTATCTATTTATTGGTGAGGAGGTTCCTAAAAATAATAAAAA
Kok ok Kk ko ko ok ko k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok k k| Kk k kA k Ak Ak A kR Ak kKAKA Kk kK Kk Kk

11070 11080 11090 11100 11110

T T e T I

Gt ATGT

11120 11130
O T I P
TAAATTTAAGTATTGTTATTGGAGTGTCATTAATTTTAATTTCTAAAAATATTATATTATTAAATG
Cc ATGCTTAATCTTAGTCTTATTAGCTTAACTTCATTTATTTTAATTTATCAGAACATTATTATTCTTAATG
KAk K KKK K KAk KK KxK LKL KKKk K KKKk AKKA KK kK Kk Kkkkk KKk _Kkkk
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11140 11150 11160 11170 11180 11190 11200
S S S O S O o O A I
Gt AAGAGACCTTAATTCTTTTATGTTTTATTACTTTTTGTTACCTTGGTTTTACTAAATTAAAAGATTCTAT
Cc AAGAAACCCTTATTCTTATTTGTTTTGTAACTTTTTGTTTTATAACATTTAATAAGCTAAATGAAACTTT
****‘***.*.******‘*‘******‘*.**********‘ .*. .. ‘****‘***. .****.**‘ ‘**.*
11210 11220 11230 11240 11250 11260 11270
S O S O (O I
Gt CGTTAAAGATTTTGAAGATCAAAAAAACAAAA
Cc

.. .. .. P P L I

TTCAAGTTGAGCTTTTCGAATCTTTCGAATTAATTTTA

TTATAATGATTTAACTGCACGTTCTTTAAAAACTAAAACTTC TTTAATAACTTCTTTAAGTCAATTACT
Kkok ok kokk kK * o x

-*-.

..**-...*-*-.**--*-*.****.
11280 11290 11300 11310 11320
e T e T
Gt AATTCTGT.

11330
[ I
AAGTAT

11340

T T I I
TAATCTAAAATGGCAAAAAATTTTTCCTATATTAATAACAAATTTTGCTAATTTA
Cc AGTTATTTTAATCCGTACTATCAAACTGCAAAATGAGTTTAAAAATTTGACAACTCATTTTAAAAACTTA
KoKk ok ok ok ok ko ok ok kkok | kkkkkk KRk k| kK K KKk kkkkKk Kk KKk

11350 11360

11370
P I
Gt GAAATACAT

11380
P O O I

11390
B L I I

B I I
TTAAAAAACTTAAGTTCACGAATGGTAATACAATTACCGTTTATTTGAAATTATGATATTA
-**-

11400
Cc AAATATTATTTTTTAAAATTAGGAATTTTAGTCTCAGATAATTTACCGATTCATTATTCTAATGAATCTA
* Kk Kk k K’ kK Kkkk Kk

11410

* ok * * kkkkkk Kk * x

* Kk kK

11420

* x

11430 11440 11450 11460 11470 11480
T e T e P I
Gt GAAAAAAGTATTT GCTGGTGTTTACTAAACGTTTAGAACAACAGATAAGC TTAATTATTTT
Cc AAATTATTTATCCAAAAAAAATCAAATTTATCCAAAACTTGGAACAACAAACTGCAAAGTTACTTACATT
Lkk ok kkk | kkkkkk |k kkkk | kk Kk kkkkkkkk Kk Kok kkok kkk Kok
11490 11500 11510

11520 11530 11540
T S T e T I
Gt GTTATTAATTAAAAAAATCGAGAGAGTCA

R |
CTTTTTTAAAGTATTTTTATTCAACAAAAATAAAAAT

11550
Cc ACTTTTAGTTCGAAAATTAAATAAAGTTGTGAAAATTCAATATTTTTGTAAACATAATTTAGAGATTCAA
LUK LKk Kk kkkK Kk Kk Kok

TGCA
LUk Kkkkkkkk Kk kk | _kk Kk kkk Kk
11560 11570

11580 11590
P L

11600 11610 11620
D e e e I I e |
TTAAATGTAATTCCCAAATTTTGCTAAGGCAATATATTGAAACTATATAAATGATTTTAA
TATTTTTTGTGTTTTCATAAAATTTCGTTGCGAGAACGTCTTAATCAACTAAAAACTAATTAAGTTTAGC

* Kk kK * kK *

Gt CCTT
Cc

AGC
*k kKK Kk Kk K * * x * Kk kx K K,k Kk kK * kK k X * kK

11630 11640

11650
PP P [P

11680 11690
P O I

11660
[ I I
ATAGATAAATA GGTAGCGTCATTAGTCTTCCACACTAATTTTTGCGGGTTCGAATCCCGTTACCC

e O e
Gt GGGT.
Cc

11670

|
GGGTATAGAAGAATTTGGTAAATTCATTAGTTTTCCAAACTAAAATTTATGGGTTCGAATCCCATTACCC
‘k***‘k‘k‘k**. .‘k‘k‘k. .*‘k‘k‘k‘ .

KAk AkkkhKhk KkhAkkkk Kkkkk * * * R R b b b b b b S S I I
11700

11720 11730
[ I

11750 11760
e e e T L I
GCCAAATTGGTAAGGCATTAGCTTTTGAAGCTATCATATAAAGGTT
TGGTACATCGCCAAAT GGTAAGGCACTGGCTTTTGATGCTAGCATTTAAAGGTT

* Kk kK KAhkkhkAkhAhkhhk, hhAkhkkhkhkkhkhkkhkk, K, *hkkkhkhkkhhrk *khkhrk *hkk *Akhkkkkhkkk

11710
e [ .
Gt GCTTATAAAAATTAA

11740
TGGTGTATC
Cc GCTT

* Kk Kk k

11770 11780

11790
P P P I

11800 11810 11820 11830
O e S

e e e e
Gt CGAATCCTTTTACACCAGGTGTTTAATTTTAGTGCTCGCTTGGTGAAATTTGGTAAACACGATGGATTTA
CGAATCCTTTTGTACCAGAAATACAG

Cc

***********‘ ‘*****‘

AAAGGCTCGCTTGGTGAAAAA GGTAAACACGATGGATTTA
*x *

. ‘***************. . .*******************
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11840 11850 11860 11870 11880 11890 11900
e e e e e e e I
Gt AAATTCATTCTCTATTTAAGAGTTATTGGTT GTCCAATAGCGAGTACAAAAAATCCTAAAAAAACTT
Cc AAATCCGTTCTTTATT AAAAGTTACTGGTTCGAGTCCAGTAGCGAGTAACTTTTTTATCTCAAAAATTT
Kokkk ok kkkk kkkk kk kkkkok kkkkkk kokkkkk kkkkkkkkk x .. Kok kkk | Kok
11910 11920 11930 11940 11950 11960 11970
e e e e e e
Gt ATTATTAAAATTATATTACCAAATGCGTTTACTTAAACGTCCTATTATTTCAATAGTAAATAATCATCTT
Cc CGGATTAAAAAT TAAAAATTTATGCGTTTTATTAAGCGTCCTCTTATATCAATTGTAAATGATCATTTA
L kKkkokkk ok kk k| Kkkkkkkkk | kkkk kkkkkk kkkk kkkkk kkkkkk kkkkk Kk
11980 11990 12000 12010 12020
e e S e
Gt ATTG

12030 12040
e e I
ATTATCCTACACCAATTAATATTCATTATGCTTGAAACTTTGGATTTTTAGCATCTATATGTTTAA
Cc ATTGATTATCCAACTCCTATAAATATTCACTATGCATGAAATTTTGGTTTTTTATCTTCAATTTGTTTGA

KAhk Ak kA KhAhkkhhk Kk Kk *k khk KhhkkhkhAkhkhAhkk K*hAkkhkk Khkhkkk K*hkkkk kAkhkhkkkk Kk kk K*k K*hkkkkx X

12050 12060

12080
e I

e [ I
Gt TCAT

12070 12090
Cc

12100
F e I
ACAAATTATAACTGGTATTTTTCTAGCTATGCATTATACTCCACATGTAGAATTAGCATTCGCAAG

12110
I
*

TAGTACAAATATTAACAGGAATTTTTTTAGCCATGCATTATACTCCCCATGTAGATTTAGCTTTTGCTAG

Kk kk kK Kk *khkkhk Kkk hhkhkkhkhkk Khkhkkhk hAkkhkhAkhkAkhkAkhkkhkhkkhkk K hkkhkhkkhkhkkhkk K*hkkkkk *k K**k K%

12120 12130 12140 12180
e e .. B Y I I |

Gt TGTAGAGCATATAATGAGAGATGTTAATTATGGATGATTACTACGTTATATACATTCAAATGGG
Cc CGTAGAACATATTATGCGTGATGTAAATTACGGTTGATTGTTACGTTACATACATACAAATGGAGCATCC

12150

12160
[ I I

12170

GCTTCT

Lkkokkk  kkkkk kkk ok kkkkk kkkkk kk kkkkok kkkkkkk kkkkkk kkkkkkk kk Ak
12190 12200 12220

P L [ I T [

Gt ATGTTTTTTATTGTAGTATATATTCATATTT

12210

12230 12240

12250

Ce P e e I I
TTAGAGGATTATATTTTAGTTCTTATACCAAACCCCGCC
Cc ATGTTTTTTATTGTAGTTTACATCCATATTTTTAGAGGATTATATTTTGGTTCCTATATTAAACCGCGAC
Kok kkkkkkkkkkkkkhk Kkk kk kkkkkhkkkkkkkk Kk kkkkkkkkk Kkkk *kkk _hhkkkk **k *
12260 12270 12280

12290
P o e T I
Gt ATTG

12300 12310 12320
P e A
AGTATGGGTTATCGGAGTTATTATTTTTTTATTAATGATAATAACTGCATTTATAGGATATGTGTT
Cc ATTGAGTTTGAGTAATAGGAGTACTTATTCTTTTACTTATGATTTTAACTGCTTTCATAGGTTATGTTTT
Kok kokokk Kk kk Kk kkkkk | kkkkk  kkkkok ok kkkAk | KKAKKKE Ak KAkKkKk KAKkkKk Kk
12330 12340 12350 12360 12370
P T T T
Gt GCCT

12380
B

12390
e e e T
TGAGGCCAAATGAGTTTATGAGGTGCAACTGTAATTACAAATTTGGTGTCGGCAGTACCTTTGATA
Cc ACCCTGAGGTCAAATGAGTTTATGAGGCGCAACTGTTATTACCAATTTAGTTTCTGCTGTTCCTTTTATA

Khk Ak hkhkkhk KAAhAKA A A KhAhAhkhhkhhkh *hkhkkhhkkhk kx *khhkhk, K hkkhkhk*x *k *k KKk *k K*khkkkk Kkx*k

12400 12410 12420 12430 12440 12450 12460
e e e e e S I
Gt GGTAATTCTATTGTTGCATGATTATGAGGTGGATTTTCAGTTGATAATGCGACATT TAGATTTTTTA
Cc GGAGATTCTATTGTAACTTGATTATGAGGTGGATTTTCAGTAGATAATGCAACATTAAATCGATTTTTCA
**. .**********. .*‘***********************.********.*********‘*******.*
12470 12480 12490 12500 12510 12520
T e
Gt GTTT
Cc

12530
B I I
ACATTATTTATTACCCTTTATTATTGCTGCAGCGTCTTTAATACACTTAGCTGTACTACATCAAGA
GTTTACATTATTTAATGCCATTTGTAATTGCTGCAGTTTCTTTAGTGCACTTAGCAATCTTGCATCAAGA

**************.*.**‘***.*‘**********. ‘******‘*‘ ********.

.*‘ ‘*.********
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12540 12550 12560 12570 12580 12590 12600
e e e e e e e I
Gt TGGGTCTGGTAATCCTTTAGGTATAGATTCAAATGTAGATAAAATAAGTATGTTTCCTTATTTTATTTAT
Cc TGGTTCTGGTAATCCTTTAGGAATTGATTCGAATGTAGATAAAGTTAGTATGTTCCCATATTTTATTGTA
Kokk  kkkkkkkkkkkhkkkkkk  kk kkkkk Kkkkkkkkkkkk Kk hhkkkkkk Kk kkkkkkkkk

12610 12620 12630

12640
P o e T I
Gt AAAG

12650
el \ |

12660 12670
S e S e
ATTTATTAGGTTTATTAATATTTGTATTATTTTTCTCTTTTTTTATTTATTTTTCTCCTAATTTAT

|
Cc AAAGATTTTTTAGGTATGGTAATTTTTATTATCTTTTTTAGCATTTTTGTTTATTTTTCACCAAATGTTT
KAKKAKKA KKK AK K| KKk k  Kkk KKk kkkKkoKk

Kok kkk Kk kkkkkkkk Kkk Kkk K _*
12680 12690

12700
[P P [P

12710
e T T T I
Gt TAGG

Cc

12720

12730
o e e
CCACCCAGATAATTATATTGAAGCTAATCCAATGGTTACGCCAGCGCATATTGTCCCGGAATGATA

12740

el
TAGGACACCCTGATAACTATATTGAAGCTAATCCAATGGTTACACCTGCTCATATTGTTCCTGAATGATA

hkkk  kkkokk kokkkk Kk kkkkkkkkkkkkkkkkk ok kkkokkk  kk  kok  kokkkkhkokk  kok &k Kkokkkok*
12750 12760 12770

e e e
Gt TTTT
Cc

12780

12790
P I I

12800
O e T
TTACCATTTTATGCTATTTTAAGAAGTATACCGCATAAATTAGGAGGCGTGGTAGCAATGATTTCA

12810

-
CTTTTTGCCTTTTTATGCGATATTGAGAAGTATTCCACATAAATTAGGTGGCGTTACTGCAATGATTTCT

*Ahkkhkhkk Kk KhAhkkAkhkkhkhkk kk hkk Ahkkhkhkkhkhkkhkk K*k kkkkkhkhkkhkkkhkkk Kk kk*k

K*hkKkkk Kk kK Kk kK

12820

12840 12850
S O S I
Gt TCTATTTTAGTTTTAGCTTTATTACCTTGAATAC
Cc

12830

12860 12870 12880
e e e T I
ATAGTACCGAAATTCGTAGTTCTAGATTTAGACCTA
GCAATTGCAATCCTTGCATTTTTACCATGAATTCATAGTACAGAAATTAGAAGCTCTCGTTTTAGACCTT
LK KRk Uk kK Kk kk Rk kokok R ARk ok kR AR KKk ok AR Rkokok Kk kk kK ok kkA KRR KK KK
12890 12900 12910 12920 12930 12950
S e e e e I e T I |
TAGATTTTTATATTGAACTATGATGAGCTGTTGTCTAATACTACGGTGGATTGGTGGAAT
TATACAGATTATTTTATTGAGTTATGATAAGTTGTTGTCTTATATTAGGATGGATTGGTGGAATGCCTGT

12940
Gt TTTA
Cc

GCCAGT

*.**‘*****.**‘ ******‘ .******.**‘********‘ ***‘**.*.*****************.**

12960 12970

12980
P e O I

12990 13000 13020
I I I I I

e F L e I
Gt AGAGGAACCCTTTGTTTTAATTGGACAAATAGCGAGTATTTATTATTTTCTGTATTTTTTGATTATTTTA

13010
R
Cc AGAAAATCCATACGTGATAATAGGTCAAATTGCTAGTATTTATTATTTTATTTATTTTATTATTCTACTG

* kK * Kk K * x Kkhkhkk Kk hAkkkk Kk KAk khkAkkAkkkhkhkkhkhAkhkkhkk k KAk khkkkk Kk Kkkxk K

13030 13040
PP P [P

*
13050

13070 13080 13090
P O I

13060
I I T
TATTAGGTAAAATCGAGCGATTTTTACTTGATTTTTAAATTATGGATATGTTATA - TTAAATATT

e [ O I
Gt CCTT
Cc

|
CCCGTTTTAGGCCGTATTGAAAAATTCCTTCTGGAGTTTAAAATATAATTTAAAATATAAATTAAAGATG
* x * kK k Kk kK Kk kK

* K * * kK kKk Kkkk KkKhkkk

------ . -****- ;*****-**-
13100

13110 13120 13130 13140 13150
e e e e I I
Gt TAATATAACATATC CATAATTT

13160
S 1 S P
AAAAATATA TACGGATAGAGGGATTTGAACCCTCACGATTTACTTA
Cc TATTTTAATTTAAAATACATCTTTAATTTATACTACGGATAGAGAGACTTGAACTCTCACGATTTA A
**.*‘***. .**‘ .. .*‘*‘ ‘**.**‘ .****‘***********‘**.******.***********‘ .*
13170 13180 13190 13200 13210 13220
T e
Gt TCAT
Cc

13230

ceenl
TCATTAGAATCTAAATCTAATACGTCTACCAATTTCGTCATATCCGCTTATCTTTTTCTTCTTAATATTA

********************‘ *.*************.*********‘ .***‘**. .*‘*******‘

R I T
TAGAATCTAAATCTAACATGTCTACCAATTTCATCATATCCGTATATTTTAAT TTCTTAAATCAA

.*
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13240

13250 13260 13270 13280 13290 13300
e e e e e e e I
Gt GAAATTTTAAGGAGCCTTCAGAATTTCTGTTTAATTGTAATTCAATTTTTTGTTTATGAACATCTATTCG
Cc TAAATTTTATAACATTTGGAGCTGTACGAGCTAATTGTAAAGCTATTTGTTGTTTCTTAACATCCACACG
Ckkokkkkkk Ko kk Kk Kk kkkkkkkkk Kk Kkkkk kkkkkk Kk Kkkkkkk Kk Kkk
13310 13320 13330 13340 13350 13360 13370
e e e e e e e e
Gt TTGATGCATAGTAAGTACAATTGCACCAATCATAGCAACTAATAAAATAAGTCCAG. TAATAAATAAA
Cc TTGGTGCATAGTTAACACAATTACCCCAATCATTGCTACTAATAAAATTAGACCACAAATTAAAAAAAGT
Kokk  kkkkkkkk ok kkkkkk ok kkkkkkkk kk Kkkkkkkkkkk Kk kkk kkkk Kk Akk K
13380 13390 13400 13410 13420
e e S e
Gt AAGC

13430 13440
e e I
AATATTTTGTATACAAAACATTACCAATTACTTGAATATTTGTTATATTATTGTTTTCAGAGATTC
Cc AAATTAAAATGTGTATAAAGAACTTTCCCAATTACTTTGATATTTGTCAAATTTGAATTTTCATTTGCTC

* x

* kK kK kkkkhkkk Kk kkhkk kk Kkhkhkkkkkkkk *kkhkkkhkkkhkk Kk KkKk*k

----- *ox

13450 13460 13470 13480 13490 13500 13510
D e e S e e

Gt ATGAGATTCAAATAAGTTTGCCTTGTTTTAAATAAGTAAGATTTAATTGATTAAATACACTAAATAATTG

Cc AAGAAATAAAAAATAATTCCTTTCCTTGAAATTTCACTAAATCCAATTCATAGAATGAACTAAAAAACTG

*.**‘**..***"*.**“‘.*.‘**..**‘* ..... *‘**..****.**"***.‘******‘**.**

13520 13530

13540
-l [eeeelennl

13560 13580
A A B I B L L T T
Gt ATTAAAGAGTGAAAAAAATATAATAATTCCTATAGGAAAAATCGAAAAAAAGTTCGATTTTACGGACATA
Cc ACTCAATAAGATAACAAATGTTAAGATTCCAATTGGCCATAACGATGAAAAACTAATATTTGTGGATTTA
KoK Kok ok kok KKKk ok k| kkokkk KKk kk Kk kKKK Kkkk

13550

13570
[P

‘*...‘***..***‘.**

13600 13610

13590 13620
[ .. P T I I

e [ PP R ol |
Gt TTCTTAATA

13630
TTTAACATCATAACAACAAATAAAAATAAAA!

13650
P I O I |
CAGCAATTGCGCCT.

13640
'ACGT.
Cc AGTTTTATGTTTAGCATCATAACAACAAATAAAAATAAAACGGCAATTGCTCCTACATAAACGATAATAA

'AAACAATTAATA
KKKk AKK K KRR AR KK KA AR KK KA AR KKK KA AR K KA ARK KKK | KRR KK | kAR K | hk | x|

*
13660 13670 13680
B T I I
Gt ACAT

Cc

13690

13720
Jo O I

13700
| PR P e e I
AAATGATAAAAATTCAGCACCTAATAATAATAATAGGCTAGCAATATTACAAAAAACTAAAATTAA

13710

.
GCATAAACGAAAAAAATTCAGGTCCTAATAATAAAAGTAAACCTGCAACATTGCAAAAAACAAGGATAAG
KKK KKK Kk kA KKK AKAKA | kkkkkkkkkkk ok Ak

Lk KkA ok kkk KAk AKAKA KKk K|
13730 13740 13750 13760 13770 13780 13790
T T e e S
Gt GAATAAAACTGAATGAACTGCTTTTGAAAAACTGATCACCATTAACGAAGAGAGCAAAGCAAAGCATGAA
Cc AAAAAGTACGGAATGAACAGCATTTGTTAAACCAATAACCATCAATGAAGAGATTAAAGCAAATATCGAA
KK KKk Kk Ak Ak kk Kk Kk kk | Kkkk | Kkk kkkkk ko kkkkkkk | kkkkkkkk kKK
13800 13810 13820 13830 13840 13850 13860
T T e P S
Gt AAAACTATAAA TATCTCC TTGAAAGTGCAATAATTTTTGGAA AGCGAAAAAAGGGATTCG
Cc AATAAGTAAAACAAGAAGATATCTATGTTCATTTTATTGTTTTTTTTCGTTTAGCGGAAAAAGGGATTCG
Kok kL kkkokkk kk  kkkkkk | kk ok kK kkokkk ok kKKK KKK K KA KA KKK
13870 13880 13890 13900 13910
P T O T P
Gt AACC

13920 13930
T T e e I e
CTCAACCATAATCTTGGCAAGATTATACTCTACCTATTGAGTTATTTTCGCTAGACATATTGGCGA
Cc AACCCTCAACTTTAATCTTGGCAAGATTATACTCTACCAGTTGAGTTATTTCCGC
Kokkkkkkkhk | Kk k kA kkkkkkkkkkhkkkkkkkkk | kkkkkk Xk k kK | Kk k

GTTAAGGCGA

.‘*****
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13940 13950 13960 13980 13990
O T e T e |
Gt AAAGAGCTCGGTAAGGATTGAGCAATAGATTGTGAATCTAAAGGTCATGGGTTCAAATCCCATT
Cc AGCGAGCGCGGTA GGTTTGAGCATCAGATTGTGAATCTGAAGGACGTGGGTTCGAATCCCATTCTTCGC
*

13970

TTTCGC
.****.*****‘**.*******"*************‘****‘*‘*******.*********‘*****
14010 14020
FS T L N S O R
Gt CTTATAACATTGAGATCTGATATTTTATGGA
Cc

14030

14040
| . | . | .

14050 14060 14070
e T e e I

TGAGATAGCTTTTCCGGGATTCAAAAATTTAGGGCAAGT
CTTAATTATTTATGATTCTATATTTGATCGAAGCAATAGCTTTACCCGGATTTAAAGATTTAGGACATGT
* kKK kok Kok

‘******‘**.**‘*‘.********.**‘*****‘***.*******‘**.**

14080 14090 14100 14110 14120 14140
e e e e e I
CTACAATTCATAATTGTATGACATCTAAATAGTCGCATTTTATGATCCAAAAATTTTAATCGGTTT
CTTACTACAGTTCATTATTGTATGACATCTAAATAATCGCATTTTATTATTTAGAAAATTTAATCTATTT

KNk hkhkkkhKk Khhkhkkhk KAARAh A XA A* Ak Ak hAhh*x *,hkhrkhkrrk kk*x*x ** * kkk Kkhkkkkk Kk * kK

14130
Gt TTTG
Cc

14150 14160 14170
e

14190 14210
P O O I

14180
[ I
TATTCGAGTCCCTAGAATCTAAGATTCATCTATAAGCTTGCAATAAAATTGCGGGCCCTAAATATT

e P A
Gt CGGG

14200
R I

Cc

..***

TCAGTAGAATTATCTCGAGAATCAACGATTCATCTATAGGCTTGTAATAATATAGCAGGGCCTAAGTACT

K*khk kK kAkhkkkhkk kK AhkkhkhkkhkAkhkAhkkhkhkk khkhkkhkk kkkhkhkkhk kk kk kk Kkkhkhkkhkk KKk X

14220 14230 14240 14250 14260 14270 14280

T e T e I
Gt TATCATGGTTCCACCAATAACTAGGGCAGCTAGCTGAACAACAAGCGCACAAAATACATTCATATAAACC
Cc TGTCTTGATTCCACCAATAACTTGGGCAGCTTGCAGAACAACAAGCACATAAAATACATTCGTATAAACC
K kk ok kkkkkkkkkkkkkk  kokkkkkkk  kk  kk Kk kkkkkkk Ak kAk Ak Kk kkkKk  kkkkkkkk

14290 14300 14310 14320
e e e e e e e e
Gt ATCCAATTCAGATCGATCTCTTTTTGATTGTAAGTATTCCTTTTTAGGGATTAAATTATTGTTTATTAAT
Cc GTCTAATTCAAGTCTATCTATTTTAGATTGTAAATTTTCCTTTAATGAAAAACCAATTTTATTGATTAAT

‘**.******.‘**.****‘****‘********‘*.*******.

14330 14340 14350

‘*..*.“‘*.*‘**‘**.******
14360 14370 14380
P O S e P I
Gt CAAG
Cc

14390

14400 14410 14420
P T T e T

GTTTAATCATTCTATATTGTGCATAAAAGTGGGTTAGGTCGGGAACTAGATCTTTTATAACATACA
CAAGGTTTGATCAATTTATATTGAGCATAAAAGTTCGATAAATCTGGAACTAAATCTTTTATTATATAAG

*khkkhkhkkhkhkkhkk K*hkkk Kk K*hkkhkkkhk KAhkkhkkhkhkkhkkk*k * Kk * K*k kkkhkkkhkkk khkhkkhkkkkkk Kk Kkkk

14430 14440

14450 14460
PP P [P

14480 14490
P O T e

e e e e
Gt TATGTGGTAAAGGATATATAGTTATAAATATTTCCTTTGTGTTTAAAGATTTAAGGCACGCTAAAGTGTT

Cc

14470

ol
TATGTGGTAATGGATAAATAGTAATAAAATTACTTTTAGTATTTAATGATCGAAGACAAGCTAATGAATT
Kok ok ok k Rk ok k| kkkokk | kkkkk | kokkkk |

.*‘__.**_**_*****_***.‘***.**‘*****‘*_.**
14500
P I
Gt TACTCCATT
Cc

14510

14520
TATATTCATTGAACAACTTC

14530 14560
[ e e e S I I

CACAAATTCCTTCTCTACATGAGCGGCGAAACGCT
TGTGCCATCAATATTCATAGAACAGCTTCCACATATACCTTCTCTACAGGAACGACGAAAAGTTAAAGAT
*

14540 14550

AAAGAG
* kK Kk KAk Ak hkkhhk hAkk k KAhkkhkhkkhkhkkhk K,k *hkhkkkhkhkkhkhkhkkkx *k **k *hkkkk * *kkkkk

14570 14580

14600
B S B
Gt GAAT

14590 14610
Cc

14630
B L I P I

14620
N I
CTTGGATATCTTTTATTTGAATTAAAGCATCCAAAATCATTGGGCCACAATTATTAAGTGAAACAG

ceenl
GAATCTTGTATGTTTTTTATTTGGATAAGTGCATCTAAAATCATTGGACCACAATTATTTGTTGAGATTG

********.**‘*‘*********.**‘*..*****.***********.***********‘

‘.***‘*..*
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14640 14650 14660 14670 14680 14690 14700
S S S O S O O O A I
Gt GATAAATATTAAATCAAGGTTTTTTATATAAAAAAGGGTTTCATCTATATATTCGT TATTTTTGGGA
Cc GGAAAATTGAAAACCAAGGATTTAAGTTTAAATTTGGGTTTCATCTATATATACGAATAAACTTTTGG
*..****...***‘*****‘***."*.****".*****************‘**.*‘*‘*.******.
14710 14720 14730 14740 14750 14760
O S O (o O O I
Gt ATTTACTTTAAGGTTGGAT
Cc

14770
P P L e |
AAATTTATTTTATTTGAACTTTTTTGTAAAAACATTTCAAATTAAAAGATT
TAAGGC GAAGAATTGTCTATTGTAATAATTTTTTGGTTTAGGTTTTTTATAATCATA - CT
KkKokk |k K Kk Kk Kk Kk K

‘.**‘*****.**‘

.*..--***.*-*-*.*-*- .*
14780 14790 14810
F P

14800 14820 14830 14840
A e e
Gt AATAAAAAAATAAATATATAAATAAAAAAACTAATGGTTATAAGAAATACAAATATAAATTTTTGAT -T
Cc ATTGAAAAATTAAGATTAAAGATAGCGAAACTAAAAGGAATAGCGAAAACTTAGATAAGTATTTTATGTC
‘k.*.‘k‘k‘k**.*‘k‘k‘..**“k‘***‘“****‘k‘k‘k..*“‘k‘k*..

LRk kk K Kokkok ok kkk Kk
14850 14860

14880
F e T I

Gt T

14870 14890
Cc

14900 14910
B e I O e L T
AAAAAAAAACCAAGATCCCATAAAAGTTGTTTTAAACCATTTAATGCATGATAACCTAAAAATAAGATA

—
TAGTAAGAAACCAAAATCTCATATTATATGTCTTGTACCATTAAATAAATGATAGAATAAAAATAACAAT
Kok | kk kkkkkkk kkk kkkk |k kkk kk | KKKKKK KKK KKKKKK | KKAKAKAKK K

14920

14930 14940 14950 14960 14970 14980
D e S e e
Gt ATTAATACATATAAAACCTCATAAAAAAAAAACACTATATTATTAAAAATTACATAATTTAATAAAAATT
Cc ATAAATAAAT TGAAATA AATAATTATTCATTGGGAAATTTCAAATGAAATAAGAGTTAAAAGATT
kok kkokok kK ok kokk Kk Kok |k Kok kL Kkk | kkkk K kkkk . KAK Kok K
14990 15000 15010 15020 15030 15040 15050
e e e e e e e e
Gt GTT - CATAATTAATATGTAAGGCTAACTGAAAATAAATAGATGAAAAAACAATTAAAGAGGATAA
Cc ACAAGCAAAATTCGAACTCAAAATTATTCTAATAAATATTAAGAAAGTCGTAAAGAAAAAAGCTAATCCA
..... **.****--.*.--**...**-...**-*.*.**--*..**-....**- .***-*-*.****..*
15060 15070 15080 15090 15100
P [ e
Gt ATAC

15110 15120
P T e T I e T .
CTGAAATGCGATGTCAAATAGAAGACAAAGACGACTCTTGAACTGCATAAATTGTAATATGAGGAG
*

Cc ACTCCTGAAATTCGATGTCAGATAGAAAATAAAGAAGATAGTTGTGGAGTATATACTAACAAATGTGGTG
LKAKA KA KA KKK A KKK | KAKAKA K Ak K A Ak

Lk KRk Kk K
15130 15140 15150 15160
e e e T I

.. J O o I
Gt AT

15170 15180 15190
e e I I
AAAGGACGATTATACATCGAATATTTTATTAAAAAATTACATAGTCATAATATGTCCAGAATGGGATT
Cc CTATGGGGCGATTAGAAATCTTAAATTTGATAAACATATT TGTAA ATTAATTGTCCAGAATGGGATT
‘**.“k‘k.***‘k‘k‘k.*.‘k‘k‘k‘.*.‘k‘k‘k*.**‘*‘k.*.‘k‘k‘k‘

B R
15200 15210 15220 15230 15240 15250 15260
T T e P s S
Gt TGAACCCATGACTCAAGGGTTTTCAACCCTATGCTCTAACCACTGAGCTACCTAGACTTTAATCTTTTTT
Cc CGAACCCATGACTCAAGAGTTTTCAGCCCTATGCTCTA CCACTGAGCTATCTAGACAAAAAGCTATT
KKK A KA KKK A KA KA KA KKK KA KA KKK AR ARk ko k | hhhkhkhkhdkk  hkkkkk | kk kk Kk
15270 15280 15290 15300 15310 15320 15330
T T e P I
Gt AACACCATAAATCCTAACTATCTATAATATAATCGGATGAAGTAGGATTTGAACCCACGATAAGTTTAAC
Cc ATTTTA GATGAAGTAGGATTCGAACCCACGATAA
*k kK

AAA
KKK KKk KKK KKk Kk KKKk ok ok ok KAk ok ok k| LR
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15340 15350 15360 15370 15380 15390 15400
S S S O O e O A I
Gt TCTTATACCAATTTTCAAAATTGGCGCTTTAAACCACTCAGCCATTCATCCTTTCAATAAATCTTAGGGT
Cc TATTATGTCAATTTTCAAAATTGATGCTTTAAACCACTCAGCCATTCATCTAATTT TATTAGGGT
*.****‘ .***************. ‘*************************. . ‘* ..... *.*******
15410 15420 15430 15440 15450 15460 15470
S S S O S O e O A I
Gt AATAGGATTCGAACCTATAATTTTTTACTCCCAAAGCAAACACGCTAACCATTTACGTCATACCCTAAGA
Cc AGTAGGATTCGAACCTACAATTTTTTGCTCCCAAAGCAAACACGTTAACCTTTTACGTTATACCCTATG
*.***************‘********‘ *****************‘*****.*******‘********.*.
15480 15490 15500 15510 15520 15530
e e e e T
Gt TTTA
Cc

15540

e e T
TTATTTAAATTAATTAAGTAAATAAAATTAAGAAAGCCATCATCAACGCAAATAGTGCCACAGCTT
TAATTAAT ATTAAGTAAACAGAATTAAAAAAGCCATCATTAAAGCAAATAATGCCACAGCTT

Ak Akhkkhkhkkhhkk Kk KhkAkhkhAk KAhkAkhkAkhkkhkhkkhkhkk *k *hkkkhkhkk * ),k krkkhkkkhkkrxkx

15550 15560 15580
[P P [P

e [ I
Gt CTGT

15570 15590
Cc

15600
B I I
TAATGCAAATCCTAAAATAGTATAACCAAATAATTGTTGTTTTAATGATGGATTACGCGCATAAGC

15610

e
CTGTTAGTGCGAAACCTAAAATAGTATAACCAAACAATTGTTGTTTTAATGATGGATTACGTGCATAAGC

KFhA K KhKk hAhkk hhk A AA KA KA A A AR A A A A A A hd, Ak hdAhdA Ak h Ak dkhh Ak hk Ak dkhkh v hhkhd,*x K,k k k), x*%

15620 15630 15640
[ [

15680
B T T L T T T T I
Gt CATTACTAATGATCCAAACACAATACCTACACCAGCTCCTACACCAGTTAAACCGATAGTTGCTAAA
Cc CATAACTAAAGATCCAAATACAATTCCTACACCAGCACCTACACCAGTTAAACCGATAGTTGCTAATCCT

15650 15660 15670

CCT

***.*****.********‘*****‘***********.*****************************‘ * k x
15690

[P I I | .

Gt GCACCTATCAT

Cc

15700 15710

Ce PR T I I PR e e I
TTTTGCACTTTGTAAAGTTACGTTCATT TTTATCAAATTATTTTAT TAATC
GCACCTATCATTTTTGCGCTTTGAAGAGTAACGTTCATAGTTTTTCAAATAATTTAATATATATAATTGT
Kok kkkkkkkkkhkkkkhk khkkk Kk kkk kkkkkkkk  kkk kkkkkk Kkkk ko*

15720 15730 15740 15750

----- ****...
15760 15770 15780 15790
. [ \

15800
[P L S S
Gt AGCCTCTCGTC

P P e I |

AAAGCTAGAATCGGATTCGAACCGATGTAAAAAAGATTTGCAATCTTTTGCA

Cc AAGCCTCTCGCTTTATAAAAAGCTAGAATCGGATTCGAACCGATCTTTTTAAGATTTGCAATCTTATGCA
K’k Kk Kk kK kKK

R e I b b I I I b b b I b dh b b 2 o S

15810 15820

.***************‘****
15830 15840 15850

O T O e P
Gt TCAA!

15860
CCACTATGCTATCTAGCCTCT
Cc

15870 15880 15890
P O T L

N I I

TAACGGAAATAGGACTTGAACCTATAACTTTTGGATTATG

T AACCACTCTGCTATCTAGCCAATATAATTGACGAAAATAGGATTCGAACCTATAGCTTTTGGATTATG
*.*******.************. .‘k

K’ kkk khkhkkAkhkkhkk kK Khhkkhkhkhkhkkkhk KkAhkkkkhkhkkhkkkkkkhk

15900 15910 15920 15930 15940 15950 15960
e e e e e S I
Gt ATTCCAATGTTCTAACCAATTGAACTATTCCGTT - TTATATATGCCTTTTTTTAGGATTTTTACATCCG
Cc ATTCCAATGTTCTAACCAATTGAACTATTTCGTCAATTATATTCTACGAATTTTTCGTTTCTTGCATCCA
*****************************.***‘ . .******. ‘*. . .****. .*‘**‘**.*****.
15970 15980 15990 16000 16010 16020
T e
Gt TTAT
Cc

16030
e e
GTGATAGCAATGAATTATTTGTAATTGATAAAATAGTAAAAAAAGATTGTTTAAAACACTTTAATA

[
*******.*..*‘**.

TTATGTGGTCACGATATTTTATCAGAAATTGATAAAATATTTAAAGTTGATTGTTTTAATTGTTTTATAA

‘****. .*‘*************‘*.***‘

‘.********.**‘ ..****..*
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16040

16050 16060 16070 16080 16090 16100
e e e e e e e I
Gt CTGCTTTTTTATGTTTATCAAATCCTTTTAAATTTAGATGTATATATTTAACTTTTAATTGAATCAAATA
Cc CTAATTTTTTGTTTTTACTAAATCCTTTTGTTCTTATGTGAAT TCCTTTGTAATTGACAGACTTATACT
Kok kokokok kK ok kkkk | kokkk kA Kkokk | kkk kK kk Kk kk Kk kKK Kk K
16110 16120 16130 16140 16150 16160 16170
e e e e e e e e
Gt TTCTATAATTGAATCTAAGATTGAAACCAATGTTGTTAATGTTACTTTTTTAGCCCCACGTGTTTTTTTA
Cc TAATATAATTGA TCACAG TTGTAATTGATA TTAATGTTACTTTTTTAGTATTTTTTTGTTTGTGG
Ko KKkok ok kAR K kok KKk kkk Kk Kk kkkARKkKkARARKRKKKRA kKKK K
16180 16190 16200 16210 16220
B S T e T I
Gt GATC

16230 16240
P e T I
CGGCCGATGTTCAAAATAATACTTCTCCTTTAAGATTTGTAATAGTACATAAAATATTATTAGATG
Cc ACACCTGATGATGTTCAAAATATAATATTACCGTTTAATTGTGTTGCATAATATAATATATTATTAGGTG
L LRK K kkk Ak kKK Ak Ak Kk Kk _kk Kk kkk kK kkkk kkkkkkkkkk Kk

16250

16260 16270 16280 16290 16300 16310
D e e S e e
Gt TAAATAAAATATTGAGTCTAATAGATTTAAAATTATTTT GAATCATTT TTAACTGT
Cc TAAACAGAATTGATAACACTATTAATTTGCTTTTATTTTCCATATAAATAGTTTAAAATATTTTAACCGA
****-*-***-;u-* ----- **--****----******* ------- ***--*** -------- *****-*-
16320 16330 16340 16350 16360 16370 16380
D S e e
Gt CTAAGAATTCCAT ATAAAAATAGTAGTTTTAGCAAAGATAGATTTATTTTTGAGTTCGATATGGGATCA
Cc TTGATATTCCCATTATTTACATAGTAGTCTCAATAAAGAAAAAATTATATGTGAGTTCGGAATGGGATCA
LK Kk Kk kokokk Rk |k KR Rkkkokk ok k| KKRRKK kK Kkokok Kk KkkkkKRAK | KKK RK KKK
16390 16400 16410 16420 16430 16440
P e e I I e
Gt TATATTTAATATCTACT

16450
P L e e I
TTCTAGTTAAAAAAATTTATATAAGTTATTCTCATTCTAATGCACCTTTAT
Cc AATAATTAGCAATTTTTCGTTTTAGGTTAAATTTTTGATTATTGTTATTCTCATTCAAGTGCTCCTTTAT
Lkkok _kkk |k kK kk Kkkk Kk kkk Kk _kk | kkkkkkkkkkkkk Kk _kkk kkkkkkk
16460 16470

16480
P L

16490

16520
PO e I

e P e A |
Gt ATCATTCGTAAATAAAACCTATTGTTAATATAATTAAAAATATAATCATACTTCAAAATCCAAATAAAGA

16500 16510

R
Cc ATCATTCGTAAATAAAACCAATCGTTAATATTACTAAAAAAACAATCATACTTCAAAAACCAATTATGGA

KAk Ak KAk Ak Ak Ak hAhk Ak hkh *k K hhkhArk hk, * )k hkkhhk * *khkhAkkhkk krxk hkkhkhAkhkk rxk,*x *k*,*x *% * x

16530 16540 16550 16560
P P O T I

16590
R I

e A I e \
Gt AATACTATTCAAAGCTAATGATCATGGAAAAAGGAAACTAATTTCAAGATCAAAAATTAGAAACAATATA

16570
Cc

16580

I
* x

TATTTCTCCGAGTACTAATGATCATGGAAATAAAAAACTAATTTCTAAATCAAATATTAAAAAAAGAATA

KR ... *_ . _****************.*_ _***********_*.******.****‘***.*_ _***
16600

P I

Gt GCTACT

Cc

16610

B e I
TAAAATCGAATATCAAACGTTGCTC

16620 16630

16660

I. [P I F R P I I
TAGCATCATCAAACGGATTGAAGCCGCATTCA'
GCAACTAAATAAAATCTGATGTCAAATGTTGCTCGAGCATCATCGAACGGATTAAATCCGCACTCATAAG

16640 16650

[ I [ . e

TAAG

‘k*.*‘k‘k‘k****‘k‘k‘k**. "k‘k‘***‘k‘k‘****‘k‘k‘k.**‘k‘k‘k‘k***"k‘k****‘k‘k‘**.‘k‘k‘k‘k*.*‘k‘k‘k***

16670 16680 16690 16710 16730
e e e I

B L L T T
TATTTTTTCTTGATCAGCTTTTTTTGGAATTAAAAAGTAAGATAAACTAAAAAATAGCACT GATA
CACTAACTTTTTCTTGATCTGGTTTTTGAGGAATTAAAAAATAAGA AAGTAAAAATATCACAGAAGATA

****‘*‘ ************‘*.*****. .***********‘ *****‘ **.

16700 16720
e [ R

Gt CACT

Cc

.‘****.**“**.“****
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16740 16750
D T e I e
Gt ATAAAAAAGAAATACTTAAAAATATTAAAATTAT

16760 16770

16780 16790 16800
[ S A e I |
TGAATACTCGGTGAAAATTAGTTTCA AATA

Cc AAAGAGAAGATATAGCAAAAAAAATTAAAATTGCAGAGTATTCAGTAAAAATTAATTTCATTTTTAAATA
Kok ok kkkk kkk | kkkkk kkkkkkkkk | kk kK Kk kk Akkkkkkk kkkkkk * ok ok x
16810 16820
.. I I N

16830
Gt AGTTTAAGGTAATCAATT

16840 16870
P T T e .. |

'AAAACTCAATAAAATCCCAGCAACGAATAAAACTCATCCTAAA!
Cc ACTTTAAGGTAACCAATTAAAACTCAACAAAATTCCAGAAATTAAGAAAACTCAAGCTAAAGATAAAGGT

16850
..

16860
GATAAAGGT

K kkkkkkkkkk kkkkkkkkkkkokkok khkkkk kkkk  kk | kk kkkkkkkk | kkkkkkkkkkkkkk
16880 16890

16900
P I

16920 16940
P O O I

16910
I I T
AAAAAGATTTTTCATCCTAAGCGCATTAATTGGTCATAGCGATATCTAGGAAATGCAGATCTTATTCAAA

16930
Gt

|
Cc AAAAGTATTTTCCATCCTAAACGCATCAATTGATCATATCTATATCTAGGAAATGAAGAACGTATTCAAA

* kK k Ak khkhk KAk khkhkkhhk KAk khk Khkkhkhkk hAkhkkhk k FhkkhAkhkAhkkAkhkkhkhAkhkhAkx kkhkk k K*hkkhkkkkk

16950 16960 16970 17010
P S O T I

16980
e e
TCCAAAAAGCAATCCTGTAGTTTTCAATCCAAATCAAATAGTACTTGGAATTCAATAACAGATGGC

e B I
Gt TAAA

Cc

16990 17000

*hkkkkkk Kk Kk

TAAATCCGAACAATAAAAAAGTTGTTTTTAACCCAAATCAAACTGTTGGGGAAATTCAATATAATATAGT
* x

*k kkhkkk kk KAk khkkkkkkkk * %

* kk Kk Kk Kk kkk Kk * kkx K

17020 17030 17040 17050 17060
T e e S
Gt TAAATTTAAAACAGGTAATCATCC
Cc

17070
[ [

17080
.. B L I

GCCAAAAAATAAAACAGTAGTT. CCACACATTAGTATCATATTA
TAAATTAAATGGAGGTAATCAACCTCCAAAAAATAAAATCGTTGTTAAACTGCACATTAAAATCATATTT
KAKKAK Kk | KAKKEAKKAK Kk KKK A A KKK K KA KKk | kK KA Kk A Ak | KAKKAAK | KAK KKK KK

17090 17100

[ I e e F O e A
CCTAAAAAAAATAATGCAAATCCCATAGCTGAATATTCAACATTATATCCTGCTACCAATT
GCATATTCTCCTAAGAAAAAAAGGGCAAAACCCATAGCTGAATATTCTACATTATAACCAGCAACTAATT

********.*****.*****‘ *. .*****.*****************.********.**‘**.**‘****

P
Gt GCATATTCA
Cc

17110 17120

17130
[ooon ] l. l..

17140 17150

17160 17170 17180

P O S e P I
Gt CAGC
Cc

17190

17200 17220
[ P

17210
R I I
TTCAGCTTCAGGTAAATCAAATGGGGCCCTATTAGTTTCCGCCAATATAGAAATATAAAACATAAT

R
CTGCTTCTGCTTCAGGTAAATCAAAAGGAGCTCGATTTGTTTCTGCTAAAATTGAAATATAAAACATAAT

Kk Ak hkhkk KAk hkKhkAhkAhkkhkAhkAkhkkhkhkkhk kk kk k kkhkk kAkhkkk kk hkk kk kAhkhkkhkhkhkhkkkhAkhkkhkkhkkhkkk

17230

17240 17250 17260 17270 17280 17290
e e e e e e I I
Gt TAAAGCAGGTAATAAAGGAATTCCATATCAAATATTTTGTTGAGCTAACACGATTTCTGTAAGATTTAAT
Cc AAAAATTGGGAAAAGTGGAATAACAAATCAAATAGATTGTTGAGCTAAAACAATTTCAGTGAAATTAAGT
‘***‘ . ‘**.**‘*. .*****. .**‘********. .************.**‘*****‘**‘*.***‘*.*
17300 17310 17320 17330 17340 17350 17360
e e e e e S I
Gt GATCCTGCACATAGTAAAATATTAATTAAAATTAATCCAATTGAAACTTCATAAGAAACCATTTGTGCAG
Cc GAACCGCTACATAACAAAACGTTAATTAGAATTAATCCAATAGAAACTTCGTATGAAACCATTTGTGCTG
**.**‘ . .*****‘ .****‘ ‘*******.************.********.**‘**************.*
17370 17380 17390 17400 17410 17420
e e e e T
Gt CAGA
Cc

17430
e e e T e
TCTTAAAGCACCTAAAAATGCATATTTAGAATTACTAGATCACCCAGAAATTATAATTCCATAAAC
CGGAACGTAAAGCACCTAAAAATGCGTATTTAGAATTACTTGCTCAACCGGACGTTATGATACCATAAAC

*.**‘*‘ ******************‘**************‘ *.***‘ **.**‘ . ****‘**.********
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17440 17450 17460 17470 17480 17490 17500
e e e e e e e I
Gt TCCTAATGAAGAAATTGCTAATAAGTATAACATACCCATATTTATATCAGAATACACCATACCCTCGCCT
Cc TCCTAATGAAGAAATAGCTAGAATATAAAGTACTCCTATATTTATATCTGAATAAACCATACCTTCACCT
Kokkkkkkkkkkhkhk khkkk Kk kk ok Kk kk Kkkkkkkkkkk Kkkkk Kkkkkkkk kk  Kkk
17510 17520 17530
[ovold

17540 17550 17560
P L e T I |
Gt AACGGGAGAACACATCATGCAATT

17570
e e e
AACGCTAATAAAAATGTTAATATAGGTGCCAAAATAAACATACTTA
Cc AAAGGTATTACACATCATGAAACTAATGCTAATAAAAAAGTTAAAATAGGTGCCAAAATAAAAATTATTA
Kok Kk ok RKKKkKAKRAK  kk KKK KKARAKRKKKAA Kk ok ok ok AKKK KA KRR KKK kA AR K hok | Kk
17580 17590 17600 17610 17620 17630 17640
D e e S e e
Gt AATTAGCACTTGAAGGTAAAATTGTTTCTTTAACAAATAATTTCAATCCATCAGCTAAAGGTTGTAAAAG
Cc TATTAGCACTTGAAGGCAAGATCGTTTCTTTAACGAAAAGTTTTAATCCGTCAGCTAAAGGTTGAAGCAA
‘***************.**‘**.***********.**‘*‘***.*****.**************‘*‘.*.
17650 17660 17670 17680 17690
e e e L I
Gt GCC

17700 17710
e e I
AAAAATACCTACAATATTTGGACCTTTACGACGTTGCATAGCTGCCATAACTTTTCGTTCTGCTAAG
Cc ACCAAAAACACCAACAATGTTAGGTCCTTTACGGCGTTGTATAGCTGCCATCACTTTTCTTTCAGCTAAA

*AhkAhkhAkhAkKk Khkk KAhkkhkhkk hhk hkk Ahkkhkhkkhkhkkhkk Khhkkhkhkk kAhkhkkhkhkhkhkhkkhhkk *hkhkkhkhkkhkk *hkk kkkkk

17720 17730 17740 17750 17760
D S e e

Gt GTCATATAAGCAATGGCTATTAATAAAGGTAATATTATTATTATTATTTTTAAAATTATATTTATTAAAA
Cc GTCATATAAGCAACCGCAACTAACAAAGGCAAAATTATTGTTATGATTTTTATAAGTAAGCTAAGTAAAA

*************‘.**‘*‘***.*****.**‘******‘****‘*******‘**.**‘

17770 17780

Lk Lk Kok kokk
17790 17800

17810
P e O I

17820
P B e I

17830 17840 17850
e T e e I |
Gt ACAT GTATAGACATTGTTAAAGAAATAATAGAGATTAT
Cc ACATGCTTTTTTAGATTTTAGTTTAGTTTAAAAAAGAAAAAGACATTAATGTCGAAAGAATTGAAAGTAA

kkERK . KKK |k KKKk ok _KKKkkkkk |k kkAXAKK

ATTAAAATTTAATATAAAAAAG

Lk L kKR k Kk k KKk Kk kK
17860 17870 17880

e e e I
Gt TTCT

Cc

17890 17900

17910
B I |

17920

T R R I
AGATCTAAAAACAAAAATAAAATACTTAATATAGAAATTCCTAAAATTAAAGAACTTAATTTACTC
TTCAATATCATAAAATATAAACGAAATAAAAAGCAAAGAAAAACCTAATAATAAAGAATTCAGTTTATTT
Kok ok kkk | kkkk ok kokk | kokkkk |k k kkkkk | kkkkk kKKK KKKA KK KKkK K

17930 17940

17950
PP P [P

17960 17970 17980 17990
e B e T e e
Gt ATAGGTTTAATCACTTTTCAATTAATTACAGCTGAATCAAAATACATACCCTTAATTAATCGAATGTAAT
Cc ATAGGATACAAAACTTTCCATTCATTTA

*****‘*..*

TTGAAGAAAAATACATACTTTTTATCAATTTTATGTAAT

*kkhkkxk kK Kk Kk Kk*kx

Lkkk | kkk Ak ok kK Ak | kKk KKk KKK KkAKKKK
18000 18010 18020 18030 18040 18050 18060
T T e P S
Gt AAAAGCATGAGATACAACTCATAATAACTGC TAAACTTATACC. CGAGTTAACCTGTAAGGCAGT
Cc AAAAACAACTAATACAACTCATTAATACAACAAATATGGAAATTCCAAATGATTTAGTTTGCAAAACCGA
Kokkk kk | kkkkkkkkkkk k| kK KAKAKE Kok kkkkk kk  kkk | kk kK kx|
18070 18080 18090
PP R I

18100 18110
Gt TAAC
Cc

18120
B L I
AAAACAAATAACTTTGCAAAAAACCCTCCTGTTGGGGGTATACCTGCCATTGAGAAAAGTAATATA

18130

el
CAATAAAACAAATAATTTTGCAAAAAACCCACCTAATGGAGGTATCCCGGCCATAGAAAATAAAAATAAA

‘**.***********.**************.***..***‘*****‘**.*****.**‘**‘*..****.*
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18140 18150 18160 18170 18180 18190 18200
e e e e e e e I
Gt ACTATAGCACCAGCTAAAAATGTATTAGACTTTACT. TTGTTAATTTCACTTAAATAACGCATTTGAT
Cc GTTAAAGAAATTGCTAATGCAGGATTAAATCTTGATAAAGAAATTAAATCTTGAAGATAACGAGTCTGGT
KR kR k| kRkk ok Kk kokkk ok kok Rk |k ok Rk ok RRkokokok |k kKK
18210 18220 18230 18240 18250 18260 18270
e e e e e e e e
Gt AAAATGAAGGATAAGTATAAGTTT TAGTATTAATTACAAAAG TGCCCAACATTGTAATTAAAT
Cc AGTGGTAAGAATAATTGTAAAATCGTAGAGTTAAA ATAAAAGAAAATATTCCTAGCATAGTAATTACGT
k. Kok Kokokk Kk kokok Kk kokk | kkkok |k kkkkk  KkKk Kk KKk kKKK KkkAARK K
18280 18290 18300 18310
B S I
Gt AAATAATT.

18320 18330 18340
e e e T I I
AAATAAAAAACTACATTTGAAATACTTTCAATATCTCCTCCCAACACTGATAATAAAAGAAA

Cc ATATAATAACATAAAAAATGGAACTTGATATACCTTCTAAATTGCCTGACAATATTGCTAGTAAAAAAAA
*.*****.*.********“‘

K, kkkk Kkkkk Kkkk Kk Kk*k * k * *kk Kk kk Kkk Kkhkkkk Kkk

18350 18360 18370

e e e
Gt ACCT
Cc

18380

18390 18400 18410

e e I
ACATGATTAATTGAACTGTAAGCAAGGAATCTTTTTCATTTTTGTTGTGCTAAAGCTCCAAATGTA
GCCAACATGACTGATTGAACTGTACGCAATAAAACGTTTTCATTTAATTTGGGAAAACGCACTTAAAGTT

K’k kkAkkkhkk kK KAk khkhkkkkkhkkhkk Kk kk *k kK kkkkKkkk kK

K,k k K * Kk kk K * Kk kK

18420 18430

18440
P T I | . [—
Gt CCTATAAGAATTGATAAAAA
Cc

18450
TACTGACAC

18460 18470

18480
T A .
CAAAATAATA!

c.. N I I
TTTTGCCAAAATGGAATT,
CCAATCATAATCGAAAATATTATACAAATTAAAATAATGATTCTTCAAAAGGTAATAAAATCATGAAAAC
Kok Kk ok kkKk  kok Kk K koK

AAATCATAAAATG
LKLk Kk kkokkkok | kK

‘*****.*‘***.*******‘***.

18490

18500 18510 18520 18530 18540 18550
e e e e e e e e
Gt TATACAGCAAAAATCTAAATAATAGTCCAAAAATAGCTATTTTTGGTAAGATGGAAAAAAAGGCTGTTAC
Cc TAAGTATAAGAAGTTTTAGTAATAAACTTAAAATAGCAAGTTTTGGCATAATCGAAAAAAATAATGTAAT
Kk kK Kk ok _k_k_kkkkk Kk kkkkkokkk ok kkkkkk Kk kK Kkkkkkkkk _ kkk Kk
18560 18570 18580 18590 18600
T e e I I e
Gt TAT

18610 18620
P e I T T

AAATGGAGCTCCTTCATAAACGTCAGGTGCTCATATATGAAAAGGTGCTGCACTTAACTTAAATAGA

Cc AGATGTTGGAGATCCTTCGTAAACATCGGGTGCTCACATATGAAATGGTGCGGCACTTAATTTAAACAAT

Ak khkhkk hhAkkkhhkk hAhkk Kk Kk KAkhkkhkhAkkhkhk KAhkhAkkhkkhhkhk *Ahkkhkkk khAkkxkkkkkhkhkk *khkkkk K

18630 18640

18660 18680
B S R D S Y I
Gt AAGGCCACTAAAATAAAAATAAAACCTATTATTATATTAG

18650 18670 18690
P I

N I I

ATGAAAATAAATTAGTATTTAACAAAA

Cc AAAGACACAAGAATAAGAGTGAAACCAGTAGTAAGCCCAATTCATGATGATAATTCTAACATTGGCATG
**.*‘***.*.*****.*‘*‘*****‘.**.*‘*.

-*un~~****~~***un* ~~~~~~ **.'**.0.
18700 18710 18720 18730 18740 18750 18760
T T e P S
Gt ATCCAGAAAAGAATTGTGCCAAATCATTTAAATTTGTTAAACCTGTTAAACCATAAATAATTGACGAACC
Cc CCTGTAAAGAATTTTGCTAAATCTAAAAAATTTGTTAAACCTGTTAATCCATAAATTAAAGAAGATCC
LKk ok KKKk kAR A KKK KKKKKA KKK A KA KA KA KA KA KA KA KA Ak kkkkkk Kk kk kK KKk
18770 18780 18790 18800 18810
T T e T I
Gt ACAT

18820 18830
B S S e I I .
AACAAAAATGCTGAAGAAAAGGCGCCTAATATAAAATATTTTAGTCCAGCTTCAGTTGAAAATTCT
K KKKK KKKk

Cc AAATAAAAGAAGACCTGAGGAAAAAGCACCTAAAACAAAGTACTTAAGCCCTGCTTCAGTTGAGAATTCC

‘****‘*****‘**.*****‘*.***‘**.**‘**.**‘***********.*****.
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Gt
Cc

Gt
Cc

Gt
Cc

Gt
Cc

Gt
Cc

Gt
Cc

Gt
Cc

Gt
Cc

Gt
Cc

Gt
Cc

108

18840 18850 18860 18870 18880 18890 18900
P N .. N FR I e P
GATGTACGATTTATACTTGCTAAAATATAAAATATT CTTTGGAATTCTATTGCTAAATAAATTATTA
GAAGTTCGCTTAAAACTTGCTAAAATATAGAAAATTAAACTTTGAAATTCAATTGAAAGATACATGGTAA

**.**‘**.**‘*‘***************.**‘***********‘*****.****..*‘***.**"*.*

18910 18920 18930 18940 18950 18960 18970
.. T L e e
ATAAATCATACGATTGCAAAATAATTAACATTGCAACTATAGCTAATAAAATTACAATTCAAAATTCAAA
GTAAATCATAGGATTGAATTATAAACAAAATTGCTACTATAGCAAGTAAAATTAAAATTCAGTACTCAAA

‘*********.*****.*"****"**.*****.********.*‘********.******..*‘*****

18980 18990 19000 19010 19020 19030 19040
D e e S e e
GTAATTCAACTTTTTAGATATAAAATATTCTAACGATAAAAAAAATCAACTTATTGTAGTTACAATTATA
GGAATTAATTCTTTCGTAATTGATATAAGAAAAAGTAATTAAAATTCATCCTAAGCACATTAAGAAAATT

* Kkk kK K * k * * * Kk kK% ** % * K*kkk Kkkk Kk k% * * * * * x

19050 19060 19070 19080 19090 19100 19110
D e e S e e
ATTAATTTGGAATAATATGTGAATCAATCACAAACTAAAAAATTATTTCAACTTACAATATTTAAAGGGA
AAACATTTTGTTTTAAACGTAAATATATCATTAATGAAGAAGTCACTTCAACTTGATAAATT AAGGAAA

* *kkk  Kk * Kk Kk kK Kk *k * Kk Kk k * % K’k kk kK Kk Kkhkkkkkk*k * kkk kK Kk *

19120 19130 19140 19150 19160 19170 19180
e . e e e S e e
ATTTGTAAAAAGGTTAAAAAGAAGCTAAAAATTAATATTTTGTAAGAATAATAAAGTAAAATTTTTTACT
GTTTGGTAATACGTTATTATGAAGCTGCATCCTAATATTTGACAAGA TAATAAACCTAAATTTTGAGC

‘****"**.*‘****.‘*‘******‘.*..‘********‘..****.*******..‘*******“.*.

19190 19200 19210 19220 19230 19240 19250
P P [ AP [ R P e I ..
CAATAGGGGAAAACCCTAACGTAGAAATAAGTACTTCAAAAGAAACCCTTATTTAAGTAACCAACAACCT
AAGCAGAGGATATCCTAATTT - GATTGATGAACTAAATAAAACACCGTAAACAAGTAAAATACAAACA

‘**."*.*.*‘*‘*****"*..‘*‘*.*.‘*‘.*.**‘*.**"**.**‘“******‘..****.*.

19260 19270 19280 19290 19300 19310 19320
e e e e e e e
TTACAGATAATATAAGGTTCTGTTAATATAGAATAGAAATTATATAAAAAATTATGCATTAATTTAACTT
TTTGAAAGAATAAATATTTCTGGTAGGATTGGATAAATATCGTATAAAAAGTTGTTCATT CTAAGTA

* x * kK kk kK Kk *kkkk KKk *k k Kkkk Kk k% *khkkhkkkhkkk K*k Kk K*kk*k * kK K

19330 19340 19350 19360 19370 19380 19390
D e S e e
TATTTAAAAATTATAATAAAAGCTCTAAAATATACCTACCGATTTCAATACTTGAAAAACGGATTAAAAA
TTTTTAATAATTATATAAAAAGTTCTAAACGAT - CTAGAAATTTCAATTGCTGAAACTCTTAGCAAAAT

* kkkkk Kk kkkk*k *khkkkk KKk kk*k * % * x k K,k Kk Kk kK kK * Kk Kk kK * * * Kk Kk k

19400 19410 19420 19430 19440 19450 19460
e e e I .. T
CGTT TACTTTAATTTTATTAAAATGAATATAGTCATTCAATATTGTATTTAACCCAAGATTCATA
CAACAACATAAGTTTAATTTTTTGAAAATGTATGTAATCATGTATTATTGCTTTTAGTCCAATACTAATA

* **  x * khkkkhkkkhkkhkk Kk Kkhkkkhkkk kk kk Kkk*k * kk kKK * kK Kk *kkhkkKk k Kk Kkk*k

19470 19480 19490 19500 19510 19520 19530
D e S e L
TGTAAAAGTACTAAACCTACTATTAGTAAAATGATTTCTATATCTAACAAAAGTCCAAAGAAAAATAAAA
TGTATTATTAAAAAACTTAACATGACAACGAACATTTCAATATCGATTAGTATTGTTAAACTTATGAATA

****"*.**.‘****.**"**.*"*..*“*****‘*****‘*‘.*..*‘*...**“..*“**.*



19540 19560 19600
e e e N P L I | . |
Gt ATCCAGCTAAGCGTATCAAAACTCAAGTTATATCAAACATTACTTGTATAAAATTATAATAA!
Cc ATGCTACAACACGGACAATTAATCATTGAAAAGTAATCAT AGTTTTTTATGTGTGTGAAATTAATTCTA
kk Kk ok kk Kk

19550

19570 19580

19590
[P IS | .

TTGTTCTA
Lk kkk ok ok kk kkk ok kk Kk Kk Lk Lk kK ok Kk kkk
19610 19620

Gt TTAAACTAATTACTGAAAAATGAAGTTCATCTAAAAATG

19630 19640

19650 19660 19670
.. FE R L e
AAACGGGATAAATACCAATTCATAAAATTAT
Cc ATAAATTTACGCTAGAAAAATGTATTTCATTTAAAAAAGAATTAGGATAAATTCCCATTCATAAAATCAA
.... KKK KKk KK K Kk kAR Kok kk kK Kok k|

.********‘**.***********.*.

19680 19690

19700
[P P [P

19740
P O O I

19710
[ I I
GTTAAGGGTCCTAAAATTCAAAATTCTCTTCGCGAAATATCTTGGAACGATTGAAAATATTGCATT

e B B
Gt AAAT

19720 19730

* Kk kk kkk kK

Cc AATTGCTAAAGGAATCAAAATTCAAAATTCTCGACGAGAAATGTCTTGAAATGAAGAAAAATATCCTAAT
L KKK KKK A KA KA KA KA | KA KKAKA KKK Ak KK

Kk Kk k ok kK * K

19750 19760

19780
P I [ I
Gt TTC

19770 19790
Cc

19800
B I I
AAACCGCCGAAACTTATACGATTGAAAAGCCAAATAGAATATGCAGCACCTAACACCATACCTATAG

19810
o
Kk Kok

TTTAATGATCCAAAAATAATTCGGTTAAATAATCAAATTGAGTATGCTGCACCAAAAATCATTCCTAAAG
KK KRk ok Kk Kk Kk Kk Kk kkkkk kk  kkkkk  kkkkk  kk ok _kkk kkkk Kk

19820

B e I ..
Gt AAGCAAAAAAAGTTAAAACTCGATTAATT

19830 19840
[P

19850
I [

19860

19870 19880
e T I
TGGAATGCACCTACT

. [P I

AATACTAATAATTCTCCAATAAAACT

Cc ACGCAAATAGTGTCAATGTTTTATTAATCTGAAAGGAGCTAAGTAAAACAAGCACTTCACCTATAAAACT

Ko kkkkk ok kk kk |k kkkkkk kk kk ok ok Kk _kkk Kk ok Kk _Kkkk Kk kkkkkkkk

19890 19900 19910
B e [ I e

Gt ACTTGTTCCAGGAAACCCTAAATT

TGCAAAGGAG.

19920

19930
[P I

19950
| [P | . |
TAAAAAAAAAA

19940
TGCC
Cc ACTAGTTCCAGGAAATCCTAAATTAGCGAATGTAAAAAAAAGAAAAAACACTCCAAAAAGAGGCATTACT

TAGGCATTACC

Kokk  kkkkkkkkkkk kkkkkhkk kk kk ok kkkkk Kk kkkkkk Kk kkkkkkk kkkkkkkkk

19960 19970 19980 19990 20000 20020

S e e e [ I e T I |

TTAAGCCACTGTAATATTTTAGTATTCGAGTTTTATAACGATCATATAAAATTCCTACACATAAAA
KokkkkkkKk | KkK

TGAATTAAACCAGAATAATACTTAATAACACGAGTTTTATAACGATCATATAAAACCCCAATGCAAAGAA
K’k kkk Kk Kk

20010
Gt TGAA
Cc

* R R e b b b I e I b b b b 2 b ** ok K’k kK k%

20030 20040 20050
PP P [P

20060
P O I

20070 20080 20090
e e e I
Gt ACAACGCACTAGATACTAAACCATGACTTAACATTAATAATATACTACCCTCGATACCCTGCAAATTTAA
Cc ATAAAGCACTTGAAACTAAACCGTGGCTTAACATAAGTAAAATACTACCTTCAATTCCTTGAATGTTTAA
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Gt AGAAAAAATGC
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CAATTGTAACAAATCCCATATGT

20120

20130
[ | [

20150
. \

20140 20160

T e T I
GAGACTGAAGAGTAAGCAATTATTTTTTTCAAGTCT

Cc AGAAAAAATTCCTATGGTCACAAAACCCATGTGAGAAACAGACGAATAAGCAATTATTTTTTTTAAATCG
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e e T
GTCTTAATGTAGTTAATGATGCATATAAAATAGCTACTATACTTAAGGTAAAAATTAAAGGTGTAA
Cc ATTTGCCTTAGTGTTGTTAAAGAAGCGTAAATAATTGCTACTAAACTTAAAGTAAATATAAATGGAGTAA
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20240 20250 20260
P o T I
Gt AATAAATTGATGCCTCCGGAAACATAGGTATAG.

20270 20280 20290 20300

P T T e P
AAAAACGTAAGAAACCATAACCACCCATTTTTAA'

Cc AAAAAATTGATGCTACTGGAAACATAGGTAATGAAAATCGTAAAAACCCGTATCCTCCCATTTTAAGAAG

Kok kkkkkkkkkk |k kkkkkkkkkkkkk | kkkkk kkkkk kk Kk Kk _kk kkkkkkKkk K

*
20310 20320
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TAAAATT

P
Gt TATACCTGC
Cc

20330

P S o S e I .
ACAGATCCCGCCGTTGGAGCCTCTGCATGTGCTTCTGGTAATCA'
TATTCCAGCTAAAATAACAGAACCTGCAGTCGGTGCTTCTGCGTGTGCTTCAGGAAGTCATATGTGAAAA
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TATATG. T
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20380 20390 20400 20420 20440
T s P P e I |
TCATAGGTATTTTTACAGCAAAACTTGAAAAGAAAGCAAGCCAAAAAATAATTTGCTTTATCTCAG
GGAATCATAGGAATTTTTACGGCAAAACTTGCAAAGAAAGAAAGTCAAAGGAAAATTTGACTAATTTCAG
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AAAATTATAATATCATAAAACTTGTAAATCTGTAGTACCTACTTCAAAATAAATTGCAAGTAGCGCTAA

I I
Cc AAAATTGAATATATCATAGTATTTGTAAGTCAGTAGTTCCAGTTTGGAAATAAATATTAAGTAGTGCTAA
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Gt TAACATTAATAATGATCCAATTAGTGTAT.
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ATAAAAAAAATTGATAAGCCGCTCTTATTTTACGTTCTCTA
TAACATTAGTAAAGACCCAATTAAAGTATATAAAAAAAATTGGTAAGCAGCTCGAATTTTTCGTTGTCTA
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AACAATTAAAAACATTGGT
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TTAAAACACTTTCAAAAAAGATATAAAATCATAATA
GAACCTCACACGCCTACAATTAAGAACATTGGAATTAAAACACTTTCGAAATAAATATAAAATAAAAGCA
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20660 20670 20680 20690
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20700 20710 20720
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Gt AATCTAAAACACAAAAGACTTGAATTAAAAAAAATTCTAATAATAAAAAACAAATTAAATACTCTTTAAC

R
Cc AATCTAGAACTGAAAATACTTGAATTAAAAGAAATTCAAGAATTAAAAAGCAAATTAAGTAATCTTTTAA
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TCATGTACAGACCCCCAACTAACCAAAATACAGAAAATAGTTAATAATGTTGTTAACAAAAGAAAA
Cc ATTTGTTTGGATAGAACTTCAACTAACTAAAATACAAGAAATTATTAATAAAGTTGTTAACAATATGAAA
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20800 20810 20850 20860
B e T .. F e e T \ I

Gt AACAACGAAATACCATCAATACCAATAGTATAATACAAATTAATGGAAGAAATTCAATCGT

Cc AACAAAGAAATTCCGTCAATTCCAATTGTATAATAGAGATTGAAAAAAGGAAATCAAAGAAAAGTAGTTG

ATGTACAAC
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CTGAAATAAAGATGTAGTATTATCAAATTGAACTCACAAGAATAAAGAAAATAAAAAAGTTAAACA
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Cc AAAACTGAAAAAAGGATGTTCCTGAATTAAACTGAATCCACAAAAGTAAAGAAAAAAGAAATGTTAAGCA
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Gt AAAA
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20940 20950
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Gt AACAGTATT
Cc

20960 20970 20980 20990 21000
.. . e e e e I
TAATGCTGTTAATTTACATAAATACTCATTAGTTCGAGGAATAATAAATAATACTAAAATT
TGATATTCATAAAGCAAAATTGCGACAAAGTTTTTCTTTTGCTGATGGAATCAATAAAAGAATAAACACA
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Gt CCTAAAAGAGGAGT
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21020
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TAAAGATACTAAAATTAAAGGATTTAAAA!

21040

21060 21070
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TGCTAAACTTAACATA AA
CCAATTAAAGGAGTTAAGGAAGTTAATATTAAAGGATTAAAAAGTTTTAGATTCATAAAAGATTATGTAA
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21100 21120
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e B I
Gt ATTTATTATTAAATT - GAGTCTAGATTGATTCGAACAACCAACTTTACGCTTATCAAGTTACAATCGAT

21130
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21140
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GTTCTTTTTCGAATTTTGAGTCTAGATTGATTCGAACAATCAATTTTACGCTTATCAAGTTGCAATCGAT
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21150 21160

21170 21180 21190
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Gt ATTT

21200 21210
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TATAACTTATATGATTAAAATAAAATACCTTTGCTTAAAACTGTACGTGATAATTTCTTATCATAC
Cc ATA AATTAAATT ATACCTTTGCAGTAAACTGTACATGATAGTTTCTTATCATAC
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21220 21230
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Gt AGCTTCTTT
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ATTAGTAACAAATTTCTTTACTAATATCAAGTA
Cc AGCTTCGTT TTAG
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TATTATGCATATTTTTTTCATTAC.
AAACTTCTAAGT
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AGTATTTTTAGCATATTTTTTCCATTACAGAA
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Gt AAACATTTGCTTATACATACTT — TTTCCCAATTTCATGTTTCAATTTTTTATATTTTGAA TTTGTAGA

Cc AAACATTTGCTGCTAAATACTTGCCTATTTATTTACATGTTTCAATTTTTCGTTTTTTAAAATTTTTAGA
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Gt GTTT
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21390
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P T T e P
TGTTTTACACCTTTTTTATATATCCAGCTTAAATCTAATGCACGCTATTAAATCTGATATTAGTGT
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GTCTTATTTTACACCGCAGAAATTAATAGATTTTAAACTAAATGTACGCT TTAAGTTTTTTATTCTTCA
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21430 21440

21450 21460 21470 21480
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TAGAGTTTAGATGTTTTCAACAAATTTCTGTACGTACTCAATAAATCCAATAATTTAATCT
TTAGTATTTTAGAGTGATGATGTTTTCAATAAGTTCCTGTACGTACTCA TAAATTTA TAATTTGACTT
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Gt AGCGTTGATA AAAATCATAAATTAAATTTTACGTTATAGCCTAAAACGATAAGATTTTCACTTA
Cc AGCTTTAACTTTAAACAAAGTTATAAATCAAATAAGCGTTTAAATCTTAAAACGATGAGATTTACACTCA
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Gt TATA
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21620 21630
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AAAAATTAATTCGTATATATAATTCTACAATACGAGGCATTATTTTAATAAACTTAATTATATAA
CATGGAAAAATTAATTCAT TTCTGTTAAAAAGGATATTATGTATTTAAT ACTTTATAA
KK kR AR KK KRR A KK K R
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Gt TACAAATCATG
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TCACACGCGTACGCTCTAACCTT
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21680 21690 21700
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TAAGCTATAGACCCTCAAGATAATTTTAATTACTTT
TATCAA CATGTCACACGCGTACGCTCTAACCTTTAAGCTATAGACTCTATGTAATTTTTACATTAGATG
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Gt TTTCTTATA
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TGAAAAAAATTAATACTGAATAAAAAAC
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AACTAATTGCATTTGATTACATGT AA

Cc AAAAAAAAAAGAGTGAAAAAGAGTAATAATAAATTAAAAGTAA - GATTA ATATAACTATACACTAAAA
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21780 21790 21800
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21810
P O O I

e R P
Gt TCAT
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21820
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TAAAAGTAAACAGACACCTAAGACAATAAAAAATAAGTAATGATTTAATTGACCAGTTTGTAACCT

21840
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TAATTGAAAAGGAACAAAAAGTAAAAATCATAAAGAAAAGATAATGAGTTATTTGACCAGTTTGTAGTTT
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21850 21860 21870 21880 21890 21910
P T T

.. \ P B e T
Gt TGAAAATAATTTTGATCATATTATAACTATTTTTGATAAACCATACGGACCAATTAATTCAATAAATCCT

21900
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Cc AATTAAAATTTGAGACCAAAAAGAAACAAATTTAGTAAATCCGTAAGGTCCACTCAATTCAATAAAACCA
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TTTTTAAAAGAAATAGT

21950 21970 21980
. P I I [ e
'ATAACCAAAATT.
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AAGAATAGGATATAC
CGATCTAAAATTTTAAATGATATTGAATAACCAAAGTTCAAAATTGGTAAAACGATTAAACGATTATACA
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TCTATTATATA
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GCACATCCCAATACCACTTTTTATTTATCAAGAAG GTAAAAAACGATAATAAGTTTTGTAAATTAGATT
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Gt AA

22090
GTATGCACTTTT
Cc
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P T e e e e e

GACTTATTAACAATGGTTGCTAAAA TAATCCCAATATACTTAATGTAAA

TAAAGTAAAAAGTTTTTAAAAATATTTGTACAAAACTTGCAAAAAATATTCCTAGTAAACTTAATATAAA
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22130 22140 22150 22160 22170 22180 22190
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Gt CGGTAATCATTTTAAATTAACGTTTAATCACTCAGCTTCAATAAAGTAAGAATTTGTAGGTAAAATAAGA

|
Cc AGGTAATCATTTAACTACAATAGGTAATTCTTCAGCTTCAATAAAAGTTGAATGTTTAGGTAAAATAAAA
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22200 22220 22230 22250 22260
e e e O e T
Gt ATAGCAGATTTTCAAAAATCGGTACCTAAGCCTATAAATAAATCTTTTCCT TAACCTATAAAAATAC
Cc ATTGCTGCACCTCAAAAATCGCTTCCGGAACCCACAAATAAATCTCGTATTAGATAACCAGCAAATATAC
* Kk kk Kk
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22270 22280

22290
PP U (P

22310 22330
P P O I

22300
e e I
TAAAGCTAAAATAATTAATGGTATTAACATTAACAAAGAAGGCTCATGACTTTTTAAAATATTTTT
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Gt TTCC

22320
Cc

[
TACCAATACTTAGTATAATTAATGGAAAAATCATGAGTAACGAAGATTCATGAACTAAATTAAGAGAACT
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22340 22350
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Gt TCTTGTTGTATTCACCGAATT
Cc

22360 22370 22380 22400
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TATAAATGTT. TAAATTAAACGAAATGAATAAAA!
KoKk k| Kkkk

22390
TGCCGT
TTTAGCTAAATTAGTGTTATTTAAAAATGTTAAATAAATTAGCCTAAAAGAATAAAAAGAAGTGAAAAAA
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Gt ACAGATAAATTTCCTAA

22430 22440

22470
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CAACACGCAAACGTCCCGTCTATATTTTGTAAGTTTTTGTT!
Cc ACTGACATTGTACCCAATCAACATGCAAAAGATATATAAGACATTTGCAAGTTTGAATAACTTGAAATTT
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Gt GTGTAATCTCTAAAATAAAATCTTTTGAGTAAAATCCTGTTAAAAAAGGAAAACCAACTAATGCTAGCGA
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GAGTTAATTCTAAAATAAAATCTTTAGAATAAAATCCAGTTAAGAAAGGAAATCCAATAAGTGCTAATGT
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ATTAACATTAAAGAATATGTTAAAGGTAAAAATTTAATGAGAGATCCCATACGACGCATATCTTGT

Cc ACCGATTAACATTACCGAATATGTTAAAGGCATAAACTTTAGTAAAGAACCCATACGTCGCATATCTTGC
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22600 22610
Gt ACCT

22620 22630 22640 22680
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Gt TCATTAGCTAAAGCATGTATTACTGCACCAGCACTTAAAAATAACAATGCTTTAAAAAAA
Cc TCATTAGAAACTGCATGAATTACTGAGCCAGCACTTAAAAAAAGTAATGCTTTAAAAAATGCATGATTTG
kkkkhkkk Kk
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CATACTAACATTAT
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'AGCACGAAATTCCACAAGAAAATATCATATAACCTAGTTGACTACA
Cc CTAAATGGAATAAACTTACATCGTAACAAGACATTCCACAAGAAAAAATCATGTATCCTAATTGGCTGCA
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TGTTGAGTAAGCAATAACTCTTTTTAAATCATGTTGAAAAACACCCGTTACCGCCGCAAAAAAAGCAGTT

[ R R I
GAATACGCAATTACTCTTTTAAGATCATTTTGAAAAACGCCAGACATTCCAGCAAAAAAGGCTGTT
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22850
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22890
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22860
B I T
AACCAAACACTATCAAAATATTTAAAACAGTACTGGAAAATTCGATTAAAGGTGAAAATCTAATTA

e R I I
Gt AAAG

22870 22880

*hk kK kkkk kK

Cc AAAGAACCGAAAGTAATTAATATAAATAAAATTGTAGGGGAGAATTCCAATAATGGAGAAAATCGAATCA
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Gt ATAAAAATACACCCGCAGTTACCATAGTAGCAGCATGAATTAATGCAGATACCGGAGTAGGTCC
Cc TCAAAAAAACACCTGCTGTAACCATCGTTGCTGCATGAATTAATGCTGAAACAGGAGTAGGTCCTTCCAT
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TTCCAT
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Gt GGCATCAGGTAATCACGTATGTAATCCTAATTGTGCAGATTTACCAACTGCTCCTATAAATAAAAATATT
Cc AGCATCGGGAAGTCATGTATGCAAACCCAATTGAGCCGATTTTCCTATAGCACCAATGAACAAAAATAAA
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23040
P R P I
Gt CCTATTAATGTTAATCCTG.
Cc

23050 23060

23090 23100
[P IO
TAAAATCCTG

F T L I |
CAAAATTTAAAAAATAATTAGT TAAAGGA!
GAAATTAGAGTTAAAACATGTAATTTAAAGCCTAAAAATGTTAGAAATTGATTATCGAATAAAGGAACTA
khkkk | kkkkk K
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23110 23120 23130 23140 23150 23160 23170
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Gt AAGAAAATACAGTAAAATAATCTACAGATTGAAAAATGT. GTTGTAAGTATACCTAAACTTAATCC
Cc AAGAAAAAATTACAGAATAATCAACGGAATTGAAAACTCAGAAGATTAAAAAAATTCCTAAACTTAAACC
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Gt AAAA

23230
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TCTCCAATTCTATTAACTACTAACGCTTTAATAGCTGATTGATTTGCGGCCAGTCTTGTAAATCAA
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Cc AAAATCACCAACTCTATTAACAATTAATGCTTTAATTGCTGATTGATTAGCTGCTAAGCGAGTATATCAA

KRk KhkhKhk hAhkkhk KAhkhkhkkhkhkkhkhkk Kk Kkkhkk Khhkkhkhkkhkhkhkk khkkkhkkhkhkkkkk K*k kk K

‘*“***‘*****
23250 23260

23270 23280 23290 23300 23310
T T e e S
Gt AAATTTATTAACAAATAAGATGCTAAACCTACACCTTCTCATCCTACAAACATTTGAACAAGATTATCCG
Cc AAGTTAATAAGAAGATAAGATGCAAGACCAACTCCTTCTCACCCTAAAAACATTTGTATCAAATTATCAG
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23320 23330

23340
e T T T I
Gt CAGTTACTAAAACCAACATAAAAAAGGTAAATAT
Cc
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TTCTAAAAAAGCCATAAAACGTGGTAAATGAGGATC
CTGTTACTAGTATTAACATAAAAAAAGTAAAAATTTCTAAATAAGACATAAATCGCGGTTGATGAGGATC
Kk kkkkkkk K
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TAAATGTACTAAACTCGATATTACCGTTACAACTACTAAC

Cc ATTTTCCATGTATTTTATGGAATAAATATGAACTAAACTAGAAACTAATGTAATAACAACTAGCATTGTA
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ATTGTA
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Gt ACAG

23520
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TAAGACTATCGAATAAAAAACTTCAAGAAACTTTTAAAATACCTACATTAATTCAAGAAGTAAGTG

R
Cc ACTGTAAGACTATCAAATAAAAATCCTCATGAAACATAAAAAGCTCCAGATTTAATTCAAGATACCAAAA
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ATAATGATTTACTCCCATTAAACCTACTTCATAAAATGCAGCGAGAGATAAAGCCATTGAGAAAAA
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|
Cc AAATAGTACAAGTAGTATTTGTTAAACCAATTTCAAAAAATGCAAGCAAAGAAAATAATGACGAAACAAC
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Gt AACA
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CAAACTATCGAAATAATACTAGATCCCTTGTGACCTACAAATCGGCCTAAAAACC
Cc TACACAAAGAGTTGAAAAAGTGTTTGTACCACGACAACCTAACCAGCGACCTCCAAAACCAGATATTAAA
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AATTATTTA ATTAATATTT
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