UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO SEMIARIDO

UFEHSA DEPARTAMENTO DE CIENCIAS ANIMAIS — DCAn

BACHARELADO EM BIOTECNOLOGIA

KLEYDSON RAMOS DE SENA

METODOLOGIA PARA ANALISE METAGENOMICA DE BACTERIAS DO
SEMIARIDO RELACIONADAS A FORMACAO DE NUVENS

MOSSORO-RN
2014



KLEYDSON RAMOS DE SENA

METODOLOGIA PARA ANALISE METAGENOMICA DE BACTERIAS DO
SEMIARIDO RELACIONADAS A FORMACAO DE NUVENS

Monografia apresentada a Universidade
Federal Rural do Semiarido (UFERSA), como
exigéncia final para obtengdo do titulo de

Bacharel em Biotecnologia.

Orientadora: Prof2. Dra. Fernanda Matias

MOSSORO/RN
2014



Dados Internacionais de Catalogacéo na Publicacéo (CIP)
Biblioteca Central Orlando Teixeira (BCOT)
Setor de Informacéo e Referéncia

S474m  Sena, Kléydson Ramos de

Metodologia para analise metagendmica de bactérias do
semiarido relacionadas a formacéo de nuvens/ Kléydson Ramos
de Sena -- Mossord, 2014.

60f.. il.

Orientadora: Profé. Dra. Fernanda Matias

Monografia (Graduagdo em Biotecnologia) — Universidade
Federal Rural do Semiérido. Pro-Reitoria de Graduagéo.

1. Biotecnologia. 2. DMSP. 3. DNA. 4. Anélise
Metagenbémica. I. Titulo.

RN/UFERSA/BCOT/821-14 CDD: 660.6

Bibliotecéria: Vanessa Christiane Alves de Souza Borba
CRB-15/452



KLEYDSON RAMOS DE SENA

METODOLOGIA PARA ANALISE METAGENOMICA DE BACTERIAS DO
SEMIARIDO RELACIONADAS A FORMACAO DE NUVENS

Monografia apresentada a Universidade
Federal Rural do Semiarido (UFERSA), como
exigéncia final para obtengdo do titulo de

Bacharel em Biotecnologia.

APROVADO EM  04/08/2014

BANCA EXAMINADORA

Prof® Dra. Fernanda Matias — UFERSA

Orientadora — Presidente

Prof® Dra. Lidianne Leal Rocha - UFERSA

Primeiro Membro

Prof2 Dra. Emanuelle Fontenele Rabelo - UFERSA
Segundo Membro


usuario.ufersa
Retângulo

usuario.ufersa
Retângulo

usuario.ufersa
Retângulo


A minha mée, Sara Ramos de Sena, e meu
pai, Antdnio Sena de Lima, por todo esfor¢o
para que eu conseguisse chegar até aqui e por
todas as oragdes e conselhos que me
fortaleceram a cada dia.

DEDICO



AGRADECIMENTOS

A Deus, primeiramente, por sempre me dar forcas para continuar minha jornada, mesmo eu
ndo sendo merecedor de toda a Sua misericordia.

A minha mée, Sara Ramos de Sena, por ter me dado a vida e por orar todas as madrugadas e
me aconselhar para que eu me tornasse 0 homem que sou. Obrigado méde! Amo muito a
senhoral

A meu pai, Antonio Sena de Lima, por servir de exemplo e me ensinar a respeitar sempre e
correr atras dos meus objetivos.

A minha orientadora, Dra. Fernanda Matias, pela oportunidade de trabalhar ao seu lado, me
ensinando e me orientando sempre. Tudo que aprendi, agradeco a ela, por ser paciente e me
ajudar em todas as horas, ndo sé nos experimentos, mas nas escolhas profissionais. Muito
obrigado!

A minha namorada, Anny Jasmine, por me apoiar € me aguentar em todas as horas de
estresse. Pela sua companhia no laboratério tanto nos estudos, como nas coletas e nos
experimentos. Por me aconselhar a sempre seguir em frente e ndo desistir. Muito obrigado,
meu amor. Amo VOcCe.

A meus colegas de turma (a melhor!), que me proporcionou uma nova familia dentro dessa
universidade, me fazendo sorrir e chorar, me alegrar e sentir raiva. Especialmente aos meus
amigos do peito Jessé, Eduardo e Ramon. Muito obrigado pelas boas risadas e “mungangas”.

Aos companheiros do LABIN, por todo o apoio e ajuda nas horas que precisei. Especialmente
Vinicius, que me ajudou bastante nesse fim de jornada e lara pela ajuda nas coletas e nos
experimentos.

As minhas irmas Késia e Kesyane, e seus filhos Juan, Rennan e Yasmin, por me darem total
apoio, oracdes e momentos de felicidade quando eu mais precisei.



A toda a minha familia que sempre me apoiaram, oraram e torceram para que eu conseguisse
realizar esse sonho.

Ao0s meus amigos pessoais, Handeildson (mais que irméo), Heloisa, Niascara, Larissa e
Patricia Macedo, por torcerem sempre por mim para que eu chegasse onde estou.

Ao LEGPRO, por abrir as portas para que eu pudesse utilizar os equipamentos e aos
estagiarios, Julio e Adriana pela paciéncia de me esperar nas horas da PCR.

Aos companheiros de curso, em especial Hebert e Clara pela companhia, pelos conselhos e
pela torcida.

As professoras Dra. Lidianne Leal Rocha e Dra. Emanuelle Fontenele Rabelo, por aceitarem o
convite para participar de minha banca.

E a todos que, direta ou indiretamente, me ajudaram a chegar até aqui e contribuiram para o
término deste trabalho. Obrigado!



“Tudo tem o seu tempo determinado, e ha
tempo para todo o proposito debaixo do céu”.

(Eclesiastes 3.1)



RESUMO

A metagenbmica € uma estratégia que nos permite 0 acesso ao potencial genémico de
amostras ambientais, permitindo a anélise de DNA ambiental sem a necessidade de cultivo
dos micro-organismos. Essa abordagem pode ser utilizada para avaliar a presenca dos genes
dmdA que codificam a enzima DMSP Lias. Essa enzima catalisa o gas sulfonilpropionato de
dimetila (DMSP) que sera biotransformado em sulfeto de dimetila (DMS) auxiliando, assim,
na producdo de nuvens em determinada regido. Buscando-se entender se ha relacdo entre a
diversidade microbiana e de genes que codificam a enzima DMSP liase, foram realizadas
extracOes de DNA metagenémico de solo em trés regides de Mossoré (RN - Brasil) sendo a
primeira no bairro Aeroporto de Mossor0 (local com menos vegetacdo — duas amostras), a
segunda préxima ao Rio Apodi-Mossord (local de maior vegetacdo — duas amostras) e a
terceira nas proximidades da cidade de Areia Branca (regido de maior salinidade — duas
amostras), com o objetivo de se estabelecer um protocolo de extracdo do DNA das amostras e
amplificacdo dos genes dmdA e 16S rDNA. Ao término dos experimentos, conseguiu-se
desenvolver protocolos para extracdo de DNA metagenémico tanto do solo quanto da dgua do
mar, que serviu como controle positivo em relacdo aos genes, e padronizacdo da amplificacéo
do 16S rDNA.

Palavras-chaves: Metagendémica. DMSP. Extracdo de DNA.
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1. INTRODUCAO

O Brasil é um pais de dimensdes continentais em que cada microrregido possui
caracteristicas climéticas especificas fazendo com que o pais seja detentor de uma grande
diversidade biologica e gendmica, sendo considerado um dos paises com megabiodiversidade.
Enquanto o sul do pais apresenta temperaturas variadas e taxas pluviais médias, o nordeste
possui temperaturas constantes além de taxas pluviais mais baixas, constituindo uma
variedade vegetal diferenciada. Cada microrregido nordestina possui caracteristicas climaticas
e vegetativas Unicas, o que pode indicar uma biodiversidade microbiana diferenciada, tema
que tem sido pouco explorado nas pesquisas cientificas e/ou tecnoldgicas. O Rio Grande do
Norte por si s apresenta trés microrregides de acordo com o IBGE: Zona da Mata, Agreste e
Sertdo, sendo que os dois ultimos compdem a caatinga. Esse ultimo corresponde a um bioma
exclusivamente brasileiro, sendo composto de vegetacdo tipica da regido semiarida. Além
disso, o estado do Rio Grande do Norte, incluindo a regido de Mossord, é um dos maiores
produtores de sal do mundo, o que pode afetar a constituicdo microbiana local. Mossord fica
na regido do Sertdo, clima semiérido, a qual é marcada por duas estaces, uma seca, de
aproximadamente nove meses, e uma Umida, de aproximadamente trés meses. Essas
caracteristicas podem afetar a producdao de DMSP (sulfonilpropionato de dimetila) que, de
acordo com a hipotese CLAW, poderia, de forma indireta, influenciar na quantidade de
chuvas, ndo apenas nessa regido, mas no mundo todo. O DMSP é um composto de enxofre
organico, produzido pelo fitoplancton marinho como antioxidante. Esse composto é
biotransformado a DMS (sulfeto de dimetila) pela enzima DMSP liase presente em bactérias e

tem importante papel na formacao de nuvens.

O uso de tecnologias aplicadas ao melhoramento climético, sem davidas, pode ser a
porta para o desenvolvimento das regifes afetadas pelas constantes secas, sendo tais
tecnologias nos ultimos anos o foco de grandes investimentos governamentais e de grandes
empresas interessadas na exploracdo do semiarido nordestino. Desta forma, este trabalho
buscou estabelecer uma metodologia para extracdo de DNA metagendmico de solo e agua
marinha. Além disso, buscou-se padronizar a amplificacdo dos genes 16S rDNA e dmdA,
sendo o ultimo responsavel pela codificacdo da enzima DMSP liase, das amostras de DNA

metagenémico.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Mudancas Climaticas

O tema “mudancas climéticas” é atual e tem sido constantemente enfatizado pela midia
escrita e televisiva ao longo destes Ultimos anos. As informacdes transmitidas ao publico em
geral tém sido nas maiorias das vezes concisas e imprecisas. Neste sentido, ndo somente a
populacdo, mas principalmente os tomadores de decisdo, nem sempre conseguem discernir as
certezas e incertezas com relacdo as variagcdes do clima presente, mas, principalmente, do
futuro (Marengo, 2006). O aquecimento global recente tem impactos ambientais intensos
(como o derretimento das geleiras e calotas polares), assim como em processos bioldgicos

(como periodo de floracao).

No passado, estudos climéaticos sobre determinada area eram aplicados em avaliacGes
restritas, ou seja, ndo levava em conta os critérios para outra regido que poderia ser afetada
pelas mesmas mudancas no clima. Por exemplo, um modelo que assumisse desmatamento nas
regides tropicais ou aumento nas concentracdes de CO, na ordem de 100% tem produzidos
climas futuros secos e quentes na América do Sul tropical. Porém, pouco é dito sobre os
impactos do desmatamento da Amazénia em outras regifes do planeta. Consequentemente,
este tipo de cenério, raramente captura uma ampla gama de incertezas nas projecoes de clima.
A inadequacdo na selecdo de cenarios pode comprometer a interpretacdo de resultados de
estudo de impacto (Marengo, 2006; Marengo e Nobre, 2001).

A Terra sempre passou por ciclos naturais de aquecimento e resfriamento. Da mesma
forma, periodos de intensa atividade geoldgica lancaram a superficie quantidades colossais de
gases que, de tempos em tempos, formaram uma espécie de bolha gasosa sobre o planeta,
criando um efeito estufa natural. Atualmente, a atividade industrial estd afetando o clima
terrestre na sua variacdo natural, 0 que sugere que a atividade humana é um fator

determinante no aquecimento (Marengo, 2006).

O aquecimento das aguas superficiais no Pacifico Central interfere no regime de ventos
sobre toda a sua regido equatorial. As nuvens que normalmente produzem chuvas abundantes
na parte oeste do oceano Pacifico, nas vizinhangas da Indonésia, deslocam-se para leste, para
o Pacifico Central e, posteriormente, para a costa oeste da América do Sul, trazendo chuvas

ao deserto peruano. A mudanga de posi¢do das chuvas no oceano provoca alteracfes nas
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condigdes climaticas de vérias regifes continentais ao redor do planeta devido a grande
quantidade de energia envolvida no processo de formagio da chuva. Grandes secas na india,
no Nordeste do Brasil, na Australia, Indonésia e Africa podem ser decorrentes desse

fendmeno (Silva Dias e Marengo, 2002; Marengo e Silva Dias, 2006).

O ciclo anual das chuvas e de vazbes no Brasil varia entre bacias e, de fato, a
variabilidade interanual do clima, associada aos fendmenos de El Nifio, La Nifia, ou a
variabilidade na temperatura da superficie do mar do Atléntico Tropical e Sul podem gerar
anomalias climéticas. Essas anomalias produzem grandes secas, como em 1877, 1983, 1998
no Nordeste, 2004-2006 no Sul do Brasil, 2001 no Centro-Oeste e Sudeste e, em 1926, 1983,
1998 e 2005 na Amazonia (Marengo e Silva Dias, 2006; Marengo, 2007).

O impacto da variabilidade climatica sobre os recursos hidricos no Brasil devera ser
mais dramatico. Como por exemplo, pode citar-se 0 Estado de S&o Paulo, que neste ano
apresentou a mais grave seca ja registrada nos ultimos 45 anos, num total de 887,2 mm de
chuva, deixando os reservatorios com menos de 70% de sua capacidade total. Segundo dados
do IAG (Instituto de Astronomia e Geofisica) da USP (Universidade de Sdo Paulo), esta foi a
temporada com menos chuvas desde 1969 que atingiu a marca de 814,6 mm. No Nordeste
brasileiro, este € um problema recorrente, principalmente no semiarido. Como por exemplo,
ano de 2012, o Nordeste sofreu com a maior seca ja registrada nos ultimos 50 anos,
apresentando menos de 600 mm de precipitacdes e levou a morte de mais de 4 milhGes de
animais. Atualmente, a disponibilidade hidrica per capta na regido € insuficiente nos Estados
do Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas e Sergipe, sem contar as variacdes

regionais, que tornam a situacdo ainda mais insustentavel para a populacdo (Marengo, 2006).

2.2 Semiarido Nordestino

A regido Nordeste, com quase 1,56 milhdo de km? (18,2% do territério nacional),
contém a maior parte do Semiérido brasileiro, o qual é formado por um conjunto de espagos
que se caracterizam pelo balanco hidrico negativo, resultante das precipitaces médias anuais
inferiores a 800 mm (Moura et al., 2006). Segundo informacGes contidas no Dossié Nordeste
Seco (Nordeste, 1999), o Semiarido brasileiro é a area semiarida mais povoada do mundo e,

em funcdo das adversidades climaticas, associadas a outros fatores historicos, geograficos e
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politicos, que remontam centenas de anos, abriga a parcela mais pobre da populacéao brasileira
(Moura et al., 2006).

Em consequéncia do comportamento das chuvas no Semiarido e da reduzida capacidade
de retencdo de agua na maioria dos solos (Jacomine, 1996), grande parte da populacdo é
altamente dependente da agua de chuva, de sua captacdo e de seu armazenamento, uma vez
que os rios apresentam regime temporério. A Unica excecdo do rio Sdo Francisco, que se
destaca em meio a grande area seca. O clima constitui a caracteristica mais importante do
Semiérido, principalmente devido a ocorréncia das secas estacionais e periodicas (Mendes,
1997), que determinam o sucesso da atividade agricola e pecuaria e a sobrevivéncia das

familias.

As mudancas climaticas globais decorrentes do acimulo de gases de efeito estufa (GEE)
na atmosfera, dentre os quais se destacam o didxido de carbono — CO,, metano — CH, e 0s
Oxidos nitrosos — NOx representam um desafio sem precedentes para a humanidade. O quarto
relatério do IPCC (IPCC-AR4) concluiu que o aumento de temperatura média da Terra
observada durante os ultimos cem anos é devido as atividades antropogénicas relacionadas,
principalmente, a queima de combustiveis fosseis e de florestas tropicais (Solomon et al.,
2007).

Essas mudancas climéticas s6 agravam a situacdo do semiarido, pois torna a regido com
um clima cada vez mais quente e seco. Isso implica diretamente na agricultura diminuindo as
chances do agricultor sobreviver nessas condicfes de plantio, pois o clima é um dos
elementos de maior importancia para a agricultura. Desta forma, atividades agricolas de
sequeiro sobre o Semiarido, que em condi¢Bes passadas ja representavam uma incidéncia
significativa de perda em virtude da variabilidade interanual do periodo chuvoso, num estado
futuro de aquecimento global deverdo tornar-se cada vez menos inviaveis, até a total
inviabilidade de culturas que dependam exclusivamente da ocorréncia de chuvas. Isto tem
impactos diretos na sociedade nordestina em que, num primeiro momento, atingira o estrato
social mais pobre que vive de culturas de subsisténcias no Semiarido. Entretanto, com o
tempo, esse serd um problema para toda sociedade, visto que, apds atingir o meio rural,
consequentemente ir4 afetar todos aqueles que sdo dependentes da producdo, ndo so
industrial, como também de pequenas fazendas que sustentam, de alguma forma, as industrias

alimenticias (Lima, Cavalcante e Marin, 2011).
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A escassez de chuvas provoca a seca de rios ou a diminuicdo do nivel da agua, como € o
caso do rio Apodi-Mossord, presente na regido semiarida do Rio Grande do Norte. Este rio,
que passa pelas zonas que circundam o municipio de Governador Dix-Sept Rosado-RN,
abastece algumas fazendas, sitios e populacdes que vivem da agricultura. Portanto, é
interessante que as mudancas climaticas sejam acompanhadas pela pesquisa que promova a
avaliacdo da medida dos fatores que possam determinar ou ainda influenciar essas mudancgas

climaticas como é o caso, respectivamente, dos gases do efeito estufa e 0o DMS.

2.3 Formacao de Nuvens
2.3.1 Teoria Gaia

No inicio dos anos 1960 o cientista inglés James Lovelock recebeu do laboratério de
Propulsdo da NASA, um convite para trabalhar numa pesquisa que tinha como finalidade
investigar a existéncia de vida em outros planetas, mais especificamente em Marte. Os
estudos tiveram como caracteristica marcante a analise das atmosferas de trés planetas, Marte,
Vénus e a Terra. Se a intencdo do estudo era descobrir vida semelhante a existente na Terra,
nada melhor do que analisar as atmosferas dos planetas (Carvalho, 2008; Neto e El-Hani,
2006).

Ao final da pesquisa pdde-se concluir que as composi¢des quimicas das atmosferas de
Marte e Vénus eram muito parecidas entre si e bem diferentes quando comparadas a
atmosfera da Terra. As atmosferas de Marte e de Vénus tém como géas mais abundante na sua
superficie o dioxido de carbono (CO;), com aproximadamente 98% de concentracdo, 0 gas
nitrogénio (N) com cerca de 2%, o oxigénio (O,) com muito menos de 1%, algum vapor de
agua (Margulis, 1987) e auséncia de metano (CH,4) (Lovelock, 1987). Ao passo que na
atmosfera terrestre a porcentagem desses gases € totalmente diferente, com oxigénio mais
abundante do que nas atmosferas dos outros dois planetas e na quantidade de 21%, com
0,03% de didxido de carbono, 79% de nitrogénio (Margulis, 1987) e metano a 1,7ppm (partes
por milh&o) (Lovelock, 1987).

A partir dessas caracteristicas, Lovelock percebeu que as atmosferas de Marte e Vénus
se encontravam em equilibrio quimico, exatamente ao contrario da atmosfera terrestre, e entdo
concluiu que seria impossivel existir vida em Marte e Vénus, como existe na Terra (Lovelock,

1987). Esse estudo despertou Lovelock para um fato bem interessante. Ele péde perceber que
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a atmosfera da Terra estava em constante desequilibrio e entdo passou a se perguntar como
seria possivel uma atmosfera com gases redutores e oxidantes em total coexisténcia abrigar

vida da forma como existe (Lima-Tavares; EI-Hani, 2001).

Lovelock (1987) notou, também, que, além deste estado de desequilibrio quimico na
atmosfera, a Terra manteve um estado constante do clima desde o surgimento da biosfera,
aproximadamente 3,6 bilhdes de anos atras, em que a temperatura do nosso planeta ndo sofreu
alteracdo significativa. Lovelock propés, entdo, que a Unica maneira dessa atmosfera abrigar a
vida, e isto ter permanecido nos altimos trés bilhGes de anos, seria a existéncia de um
mecanismo de autocontrole da biosfera terrestre, controlando ndo somente o clima, mas
também a composicdo quimica da Terra. Esta proposta aponta a existéncia de um sistema
cibernético, autorregulador, constituido na totalidade dos organismos, rochas de superficie,
oceano e atmosfera estreitamente inter-relacionados e que a vida existente no planeta seria
capaz de compor alcas de retroalimentacgdo, positivas e negativas, que seriam responsaveis ela
manutencdo de condicdes favoraveis para a biosfera (Lenton; Oijen, 2002). Desta forma, o
autor considerou que a Terra pudesse ser metaforicamente considerada um “superorganismo”
com o objetivo da manutencdo de um equilibrio e de condi¢gdes sempre favoraveis para
existéncia de vida (Carvalho, 2008). Esse sistema cibernético foi proposto a comunidade
cientifica em 1974, em artigos escritos juntamente com a colaboradora e amiga pessoal Lynn

Margulis, recebendo 0 nome de teoria Gaia (Lovelock, 1987).

2.3.2 Hipotese CLAW

Utilizando a teoria Gaia como base, Charlson e colaboradores (1987) propuseram a
hipotese CLAW, em que um composto denominado sulfonilpropionato de dimetila (DMSP)
produzido por algas e fitoplancton é catabolizado por bactérias ao gas sulfeto de dimetila
(DMS) que desempenha papel importante no ciclo do enxofre. Em 1972 (Lovelock, Maggs e
Rasmussen, 1972) foi proposto que o DMS seria 0 gas complementar (aquatico) ao sulfeto de
hidrogénio (H,S) (terrestre) necessario ao fluxo do ciclo de enxofre. O DMS é rapidamente
oxidado a aerossois acidos sulfatados, os quais servem como nucleos condensadores de
nuvens (NCN). As nuvens, por serem brancas, refletem parte da radiagdo solar proveniente do
espaco, resfriando a Terra como um todo. O resfriamento da superficie oceénica pelo aumento
de nuvens diminui a liberacdo de DMS, reduzindo a formagdo de nuvens e vice-versa,

controlando o clima, conforme Figura 1 (Curson et al., 2011). Alguns fatores influenciam na
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producdo de DMSP particulado intracelular das algas, incluindo: variagédo da luminosidade
(Karsten et al., 1990), baixas temperaturas (Karsten et al., 1992), limitagdo de nutrientes
(Sundra et al., 2002; 2007) e o aumento da osmolaridade causado pela salinidade (Lyon et al.,
2011).

As nuvens tem um albedo alto e reduzem a temperatura e a luminosidade da superficie
refletindo grande fracdo da radiacdo solar incidente. Portanto, j& uma redugdo da quantidade
de radiac&o solar que alcanga a superficie da agua, levando a uma diminuicdo na producao de
DMS e nuvens e, novamente, a um aumento da incidéncia de raios solares sobre a superficie

da agua, o que fecha a alca de retroalimentacdo (Nunes-Neto et al., 2009).

Atmosphere

Increased

albedo
~ Mari Iph 1 d to land
o~ » o arine sulphur returned to lan >

!
e 1 i
Chemoattraction BT and il |
P
',lfi 1y .u"l.l

Figura 1: Formacao e catabolismo de sulfonilpropionato de dimetila (DMSP). O DMSP gerado pelo fitoplancton
pode ir para dois caminhos: o primeiro é sua desmetilagdo com formacdo de mercaptopropionato de metila
(MMPA) e o segundo a quebra em sulfeto de dimetila (DMS) e acrilato ou 3-hidroxipropionato (3HP). O DMS
serd utilizado por bactérias ou liberado na atmosfera onde sera transformado em dimetilsulféxido (DMSO) ou
aerossois sulfato, os quais agirdo como nucleo condensadores de nuvens (NCN) que aumentam o reflexo de
radiacdo solar no espago (albedo) e retornam & superficie terrestre através de chuvas ou neve (Curson et al.,
2011).
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A hipotese CLAW pode explicar a questdo da ocorréncia de chuvas em determinadas
regides e como as alteragdes climaticas podem interferir no aumento ou diminuigdo dos
indices pluviométricos que define distintos climas. Sendo assim, a maior ou menor
concentracdo de DMS nos oceanos pode afetar diretamente o clima dos biomas, como por

exemplo, o bioma Caatinga que esté presente na regido Nordeste brasileira.

2.3.3 Genes Ddd

Para que o DMSP seja biotransformado a DMS, enzimas (Figura 2) e seus respectivos
genes, as DMSP liases, fazem parte do ciclo metabdlico bacteriano. Dentre os genes DMSP
liases conhecidos estdo: dmdA, dddD, dddL, dddP, dddQ, dddw e dddY (Curson et al., 2011).
Cada um desses genes foi descrito par micro-organismos distintos, sendo possivel a

combinacéo de dois desses genes em um micro-organismos comuns.
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Figura 2: Rota bioguimica de degradacdo de DMSP com énfase aos trés grupos de enzimas DMSP liases de
acordo com a rota metabolica adotada pelo micro-organismo. Grupo 1: DddL, DddP, DddQ, DddW e DddY.
Grupo 2: DddD. Grupo 3: DmdA (Curson et al., 2011).
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Diferentes tipos de bactérias marinhas podem catabolizar DMSP, sendo responsaveis
pela maior parte do catabolismo do DMSP nos mares (Kiene e Taylor, 1988; Zubkov et al.,
2001). Alguns anos atrés, um gene (dmdA) que é necessario para a via de desmetilacéo, foi
descrito por Howard et al. (2006) e esta envolvidos na via de um emissor de DMS (Todd et
al., 2007), em diferentes géneros bacterianos. Homologos desse gene, ou seja, numa mesma
bactéria existe uma familia de homdlogos que sdo capazes de clivar diferentes tipos de
proteinas, sdo encontrados em outras bactérias, como, por exemplo, no mar dos Sargacos no
Atlantico Norte, com capacidade DMSP-catabolizante e ocorrem com frequéncia entre as
sequéncias de genes em bibliotecas metagendmicas de clones feitos diretamente a partir de
bactérias marinhas, colhidas de seus ambientes naturais (Howard et al., 2006).

2.4 Metagendmica

Existe cerca de 10°° micro-organismos na Terra, sendo 0s procariotos 0s mais
abundantes (Turnbaugh et al., 2008). Eles colonizaram diversos ambientes durante milhares
de anos, incluindo aqueles que, para a maioria dos organismos, sdo considerados extremos.
Além de colonizar o ambiente, os micro-organismos habitam outros organismos e sdo
imprescindiveis para manutencdo da vida na Terra, visto que sdo 0s principais componentes
das cadeias alimentares, participam de ciclos biogeoquimicos, mantém diversas relaces
simbidticas com organismos superiores (Peixoto et al., 2011) e representam uma fonte
inexplorada de diversidade genética e metabdlica com potencial biotecnoldgico. Entretanto,
apenas 1% deles pode ser cultivado em laboratorio pelos métodos tradicionais (Amann et al.,
1990).

Esta pequena porcentagem de organismos que € isolada através das técnicas de cultivo
padrdo ¢é conhecida como “organismo erva-daninha” (do inglés Microbial Weeds) e, em raros
casos, € numericamente dominante nas comunidades das quais foi obtida (Hugenholtz, 2002).
O isolamento e cultivo dos demais micro-organismos ndo podem ser efetuados por diversas
razdes, dentre as quais encontramos a falta de nutrientes ou superficie adequada, necessidade
de simbiose, combinacfes incorretas de temperatura e/ou pressao e excesso de compostos
inibitdrios, entre outros (Simu e Hagstrom, 2004). Com base nessas razfes, ha uma opinido
crescente de que o termo nado-cultivavel seja empregado de forma inapropriada (Rappe e
Giovannoni, 2003; Stevenson et al., 2004) e que, na realidade, o que falta é a descoberta de

condicOes adequadas. De fato, a maioria das espécies em muitos ambientes nunca foi descrita
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e esse quadro ndo pode ser alterado até que novas tecnologias de cultivo sejam criadas
(Amann et al., 1995).

Nesse contexto, a metagendmica tem revolucionado a Microbiologia abrindo caminho
para acesso pleno a comunidades microbiologicas de ecossistemas complexos, tornando-se
uma potente ferramenta para exploracdo da ecologia (Biddle et al., 2008), do perfil
metabdlico dessas comunidades (Delong et al., 2006), bem como para identificacdo de novas
biomoléculas a partir da construcdo de bibliotecas contendo DNA de diversas amostras
ambientais tais como solo (Voget et al., 2006; Waschkowitz et al., 2009), sedimentos de
superficies contaminadas (Abulencia et al., 2006), aguas subterraneas (Uchiyama et al., 2005),
aguas superficiais de rios (Wu e Sunda., 2009), geleiras (Simon et al., 2009), solo deserto

antartico (Heath et al., 2009), ramen de bufalo (Duan et al., 2009), dentre outros.

O termo Metagenoma é derivado do conceito estatistico de meta-analise, o processo de
combinar estatisticamente analises separadas, e genomica, a analise ampla do material
genético de um organismo (Schloss; Handelsman, 2003). Embora atribua-se a Handelsman et
al (1998) a elaboracdo do termo, este pode ser adequadamente aplicado para alguns estudos
anteriores como o trabalho de Torsvik et al (1990) que purificaram DNA de uma fracéo
bacteriana isolada do solo; a pesquisa de Schmidt et al (1991) que, com o intuito de minimizar
a selecdo de sequéncias particulares, caracterizaram sequéncias de rRNA 16S de uma
populacdo de picoplancton a partir da clonagem direta em E. coli como cepa hospedeira; e 0
trabalho de Healy et al (1995), no qual obtiveram clones expressando celulase de um
ambiente termofilico a partir de montagem das entdo denominadas zoobibliotecas.

Sendo assim, a metagenémica consiste na analise, independente do cultivo, de genomas
presentes em dado habitat (Riesenfeld et al., 2004). Esse campo de pesquisa vem obtendo
significado progresso nos Ultimos anos gracas aos avangos, ndo apenas no desenvolvimento
de tecnologias de sequenciamento de ultima geracdo, cuja aplicacdo resultou na criacdo de
grandes de dados derivados de varios ambientes, tais como solo e mar (Simon e Daniel,
2009), mas também na geracé@o de novos algoritmos, softwares de bioinformatica, permitindo
analises mais robustas da enorme quantidade de dados gerados, o que vem abrindo caminho
para novas aplicacbes, tais como metagendmica comparativa, metatranscriptbmica e

metaprotedmica (Chistoserdova, 2010).

Além disso, abordagens metagendmicas sdo ferramentas plausiveis para 0 acesso ao

perfil taxondbmico e metabolico dos mais variados ambientes, como também para descoberta
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de produtos de interesse biotecnoldgico provenientes da inexplorada diversidade genética de
99% das espécies de micro-organismos, embora esses ndo possam ser cultivados pelos

métodos padrbes da microbiologia (Amann et al., 1990).

2.4.1 Material Genético — Acesso Indireto X Acesso Direto

A etapa inicial da metodologia da Metagendmica consiste na obtengdo do material
genético ambiental para que este seja usado como matéria-prima em processos posteriores.
Por ser o primeiro passo, a disponibilidade de extracdo de DNA ambiental efetivos (eDNA)
torna-se um fator essencial para estudos da microbiologia ambiental (Orsini e Romano-Spica,
2001), uma vez que a eficacia do uso dessa técnica molecular neste tipo de estudo depende
exatamente da obtencdo de amostras de acidos nucléicos representativas da comunidade

microbiana como um todo (Miller et al., 1999; Schmeisser et al., 2007).

Existem basicamente duas formas diferentes de se extrair eDNA de solo: ou as células
sdo separadas da amostra ambiental antes do procedimento de lise celular, denominado
método indireto, ou 0s micro-organismos sao lisados dentro da prdépria amostra, consistindo
no método direto de extracdo de eDNA (Daniel, 2004; Schmeisser et al., 2007). Dentro dessas
duas possibilidades, as variacdes de técnicas empregadas sdo extremamente variadas, e iSO
deve a enorme quantidade de tipos de solo e dos mais variados objetos dos pesquisadores em
relacdo aos estudos posteriores com o material recuperado. A extracdo do eDNA depende
consideravelmente das caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas do solo, assim como dos
diferentes graus de susceptibilidade a lise celular apresentados pelas diferencas de estrutura
das paredes celulares microbianas (Kauffmann et al., 2004) e da capacidade dos organismos
em aderir as particulas do solo (Zhou et al., 1996). Dessa forma, nenhum método de lise
celular ou de purificacdo de eDNA sera apropriado para todos os tipos de solo e aplicacfes
(Daniel, 2004).

Na extracdo indireta, as amostras de solo sdo primeiramente expostas a rompimentos
fisicos e/ou quimicos suaves com o0 objetivo de separar 0S micro-organismos que estdo
aderidos as superficies do solo, para entdo o procedimento de extracao ser iniciado (Holben et
al., 1988; Holben e Harris, 1995; Courtois et al., 2001). Nesta técnica, o tamanho médio do
material genético isolado ao final do procedimento € maior em comparacao a extragédo direta

(Leff et al., 1995), além de ser uma forma vantajosa para amostras de solo que contenham
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uma grande quantidade de substancias que interferem no isolamento do eDNA. Isso porque a
recuperacdo e concentracdo dos micro-organismos antes da etapa de lise podem evitar
algumas das dificuldades impostas por essas impurezas (Daniel, 2004; Schmeisser et al.,
2007).

Os procedimentos de extracdo direta s&o mais comumente usados por serem apropriados
para um namero maior de solos, por exigirem menos tempo de trabalho e produzirem uma
maior quantidade de eDNA (Holben et al., 1988; Leff et al., 1995) a qual é tida como um
produto de maior representatividade da diversidade microbiana, uma vez que 0s micro-
organismos aderidos ao solo também sdo lisados. A desvantagem da técnica direta € 0 menor
tamanho do material genético recuperado, comparado ao tamanho obtido pela extracdo
indireta (Daniel, 2004) e a co-extracdo de material contaminante que interfere negativamente
dos processos de deteccdo do eDNA, o que acaba exigindo uma etapa final de purificacdo
(Tsai e Olson, 1992; Tebbe e Vahjen, 1993; Zhou et al., 1996; Schmeisser et al., 2007).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
e Estabelecer um protocolo para extracdo de DNA metagenémico do solo e da agua do

mar.

3.2 Objetivos Especificos
e Avaliar a pureza do DNA extraido das amostras;
e Padronizar a amplificacdo do gene 16S rDNA;

e Padronizar a amplificagdo do gene dmdA.
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4. METODOLOGIA

4.1 Coleta das Amostras do Solo e da Agua do Mar

Foram realizadas trés coletas em trés periodos diferentes, sendo a primeira realizada no
dia 19 de dezembro de 2013, a segunda realizada no dia 31 de margo de 2014 e a terceira
coleta realizada no dia 20 de junho de 2014. As amostras foram adquiridas de trés regides
diferentes, na qual as amostras 1 e 2 foram coletadas nos bairros Aeroporto e Bom Jesus da
cidade de Mossor6-RN, que apresenta uma vegetacdo mais tipica do semiarido, com pouca
cobertura vegetal e solo mais seco; as amostras 3 e 4 na margem do rio Apodi-Mossoro,
proximo a Ufersa, na cidade de Mossor6-RN, local com maior cobertura vegetal contendo
arvores com uma maior quantidade de folhas e um solo mais imido; e as amostras 5 e 6 foram
coletadas na salina Augusto Severo na cidade de Areia Branca-RN, regido com um solo
hipersalino devido a presenca da salina. A figura 3 mostra os locais das coletas e as figuras 4,
5 e 6 mostram as diferencas de vegetacdo e periodo de coleta.

Todas as amostras foram obtidas com uma pequena pé, colocadas em sacos plasticos de
congelamento e guardadas na geladeira para posterior extragdo. As amostras do bairro
Aeroporto (5°11°34”S 37°22°26”W) foram coletadas a uma profundidade de 7 cm; as do
bairro Bom Jesus (5°11°36”S 37°22°49”W) com 12 cm; proximo ao rio Apodi-Mossoro
(5°11°49”’S 37°20°8”W), 12 cm; nas margens do rio (5°11°49”S 37°20°9”W), profundidade
de 20 cm; na entrada da Salina Augusto Severo (4°57°39”S 37°8’18”W), com 8 cm; e no
lavador de sal da mesma salina (4°57°49”S 37°8°16”W), 10 cm.

Como controle positivo, foi utilizada a &gua do mar. Para isso, foi realizada a coleta de
quatro amostras de dgua foram retiradas da praia da Redonda, Icapui-CE, numa profundidade
de aproximadamente um metro, em tubos falcon num volume de 15 ml. Apoés retirados do
mar, os tubos foram resfriados em caixa de isopor contendo gelo até a chegada do laboratério

onde foram imediatamente utilizados.
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Figura 3: Bairro Aeroporto (A), Bairro Bom Jesus (B), Margem do Rio Apodi-Mossoré (C), Entrada da Salina
Augusto Severo (D), Lavador de Sal da Salina Augusto Severo (E).
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Figura 4: Imagens da primeira coleta. Bairro Aeroporto (A), bairro Bom Jesus (B), margem do rio Apodi-

Mossoré (C), salina Augusto Severo (D).
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Figura 5: Imagens da segunda coleta. Bairro Aeroporto (A), bairro Bom Jesus (B), margem do rio Apodi-

Mossoré (C), salina Augusto Severo (D).

Figura 6: Imagens da terceira coleta. Bairro Aeroporto (A), bairro Bom Jesus (B), margem do rio Apodi-

Mossoré (C), salina Augusto Severo (D).
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4.2 Extracdo de DNA Metagenémico do Solo

A extracdo de DNA metagendmico foi realizada conforme descrito por Roger e Bendich
(1985) com modificagdes. Em resumo, pesou-se 1 g de cada amostra em uma balanga semi-
analitica e adicionou em um tudo coénico de 15 ml, em seguida aqueceu-se 0 CTAB (brometo
de cetil-trimetilaménio) (Tabela 1) no micro-ondas por 30 seg e adicionou 750 pl do mesmo
mais 0,2% (15 pl) de B-mercapto-etanol em cada tubo. As amostras foram postas em banho
Maria a 65 °C por 10 min e, em seguida, adicionou-se 500 pl de cloroférmio:alcool
isoamilico gelado numa proporgéo de 24:1. Centrifugou-se a 4000 rpm por 10 min a 10 °C.
Retirou-se o sobrenadante e adicionou em um novo tubo conico de 15 ml. Adicionou-se 400
ul de cloroférmio gelado em cada amostra e centrifugou mais uma vez a 4000 rpm por 10 min
a 10 °C. Retirou-se o sobrenadante e adicionou em um microtubo de 1,5 ml e adicionou 330
ul de isopropanol gelado. As amostras foram colocadas no freezer a -20 °C por, no minimo,
uma noite. No dia seguinte, as amostras foram centrifugadas mais uma vez a 4000 rpm por 10
min a 10 °C. Deixou-se os microtubos secarem em papel toalha por, no minimo 2 h. Em
sequida, adicionou-se 100 pl de etanol 70% gelado em cada microtubo e centrifugou mais
uma vez a 4000 rpm por 10 min a 10 °C. Deixou-se secar mais uma vez em papel toalha, até
que todo o alcool evaporasse e foi adicionado 50 pl de dgua pura para ressuspender o DNA.

Todas as amostras foram armazenadas no freezer a -20 °C.

Tabela 1: Férmula do tampdo CTAB

CTAB BUFFER (1L)
Tris HCI 1M, pH 8.0 10 ml
NaCl 5M 208 ml
EDTA 0,5M 40 ml
CTAB 20g
Agua Destilada q.s.p. 1000 ml

4.3 Extragio de DNA Metagendmico da Agua do Mar

A extracdo do DNA metagendmico da dgua do mar segue, basicamente, 0s mesmos
passos da extracdo do DNA do solo com modificagdes. Ao invés da amostra ser pesada em

balanca, a agua do mar foi filtrada em membrana de 0,22 um, utilizando uma seringa. Depois
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de filtrar 15 ml de &gua, retirou-se a membrana de dentro do invélucro e colocou dentro de
um microtubo de 1,5 ml. As etapas seguintes sdo as mesmas da extracdo (Item 3.3), desde a

adicdo de CTAB e B-mercatpo-etanol, até a adicdo final de &gua pura para criopreservacao.

4.4 Gel de Agarose para Eletroforese

Para analise da integridade e da pureza do DNA, as amostras foram adicionadas em gel
de agarose 1% (p/v) em tampdo TBE 1X (Tabela 2), na qual foi também utilizado como
tampdo de corrida. As amostras de DNA foram aplicadas no gel com 1/8 do volume de
corante de corrida Blue Gree (LGC Biotecnologia) tendo como padrédo de peso molecular
DNA Ladder 100pb (Green Bio Resource). As amostras foram analisadas no gel de corrida

com os seguintes parametros: 100 V, 80mA e 30min.

Tabela 2: Tampé&o de Gel de Agarose e de Corrida

TAMPAO TBE (10X) pH 8.0
Tris Base 108 g
Acido Borico 55 g
EDTA 0,5M 40 ml
Agua Destilada g.s.p. 1000 m

4.5 Amplificacdo do gene 16S rDNA e dmdA

Para amplificacdo do DNA ribossomal (rDNA) 16S, foram utilizados os iniciadores
universais 27F (57 AGGGTTTGATCMTGGCTGAG 3’) e o [1I100R (5
GCAACGAGCCGCAACCC 3’) conforme Lane (1991). E para avaliagdo dos genes dmdA
foram utilizados os iniciadores universais DMDAUR (5° TCIATICKITCIATIAIRTTDGG 3°)
e o DMDAUF (5 GTICARITITGGGAYGT 3’) conforme Varaljay et al (2010). A reacdo de
amplificacdo foi realizada com 12,5 pl da mistura — 2X PCR Mix (1,5 mM MgCl,) (LGC
Biotecnologia), 9 pl de agua pura, 8% de DMSO, 10 pmol de cada iniciador e entre 50 e 100
ng de cada amostra de DNA, apresentando um volume total de 25 pl. As amplificacdes, tanto

do gene 16S como para o gene dmdA, foram realizadas no termociclador (Amplitherm
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Thermal Cyclers TX96PIus) programado para 40 ciclos ap6s desnaturacao inicial a 94 °C por
5 min. O ciclo de amplificacdo para o gene 16S rDNA foi composto de 3 etapas: desnaturacao
a 94 °C por 1 min, anelamento a 55 °C por 1 min e extensdo a 72 °C por 2 min, com uma
extensdo final a 72 °C por 5 min. E para amplificacdo do gene dmdA, segundo Varaljay et al
(2010) também foi composto 3 etapas: desnaturacdo a 94 °C por 1 min, anelamento a 32 °C
por 1 min e extensdo a 72 °C por 2 min, com uma extenséo final a 72 °C por 5 min. Para a
analise da amplificacao, aplicou-se 4 pl do produto final da reacdo em cadeia da polimerase

(PCR) com o corante Blue Green (LGC Biotecnologia) em gel de agarose a 1%.

4.6 Bioinformatica

Para avaliacdo das sequéncias da familia dos genes dmdA e ddd depositadas em bancos
de dados genémicos, foram utilizados os bandos de dados National Center for Biotechnology
Information (NCBI) e o Basic Local Alignment and Search Tool (BLAST). Todas as
sequéncias foram recuperadas no formato FASTA. Inicialmente, as sequéncias foram
utilizadas para avaliar possiveis familias de genes existentes nos bancos de dados. Em
seguida, as sequéncias foram alinhadas no programa Bioedit (Hall, 1999) e submetidas ao
programa MEGA 6.0 (Tamura et al., 2011) para construcdo da arvore filogenética baseada em
Maxima Verossimilhanca. Para o alinhamento foi utilizado penalidade de inicio 15 e de
continuacdo 5. Para construcdo da arvore filogenética foi utilizado o teste Tamura-3-

parametros (Tamura, 1992) com 500x de bootstrap.

Para desenho dos iniciadores degenerados, primeiramente realizou-se uma busca no
NCBI por sequéncias depositadas dos genes e das proteinas DMSP liase. Essas sequéncias
foram guardadas no formato FASTA, cada uma num arquivo para uso posterior. As
sequéncias de proteinas foram analisadas no programa CODEHOP (COnssensus-DEgenerate
Hybrid Oligonucleotide Primers) para desenhar novos primers degenerados. Apos essa etapa,
os iniciadores foram testados in silico utilizando o programa FastPCR (Kalendar e Lee, 2014),

para avaliar os melhores iniciadores para um futuro experimento de amplificag&o.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Coleta das Amostras

A partir da analise das figuras 4, 5 e 6, percebe-se que ndo ha tanta diferenca na
vegetacdo entre a primeira e a segunda coleta, ja entre a primeira e a terceira coleta, ha uma
grande diferenca na vegetacdo, principalmente no bairro Bom Jesus (Fig. 4B, 5B e 6B),
devido ao periodo chuvoso na cidade de Mossord. Ja na regido salina (Fig. 5D) no periodo de
chuvas é possivel ver que a quantidade de sal depositada no solo é diminuta quando
comparada as outras coletas (Fig. 4D e 6D). Até mesmo a regido do rio Apodi-Mossord, sofre
uma mudanga na vegetacao, pois percebe-se na primeira coleta (Fig. 4C) uma vegetacdo mais
caracteristica da Caatinga. Na terceira coleta (Fig. 6C) a vegetacdo esta mais vistosa quando
comparada com a segunda coleta (Fig. 5C). Essas figuras mostram a mudanca de periodos na
regido, marcada, nesse caso, pela presenga de chuvas constantes. A regido que teve menos
mudancas com relacdo a vegetacdo e aparéncia do solo foi a do bairro Aeroporto (Fig. 4A, 5A
e 6A).

5.2 Extracédo de DNA Metagenomico do Solo

Seguindo a metodologia de Roger e Bendich (1985), as amostras apresentaram pouco
ou nao foi possivel detectar DNA. Além disso, nas amostras que apresentaram uma
guantidade minima de material genético percebeu-se que esse se degradava rapidamente.
Desta forma, foi realizada uma limpeza com fenol:(cloroférmio:alcool isoamilico) numa
proporcdo de 50:50 em todas as amostras. Apds essa etapa, todas as amostras apresentaram
DNA em quantidade satisfatoria e estavel. Apesar dos métodos diretos de extracdo (ha a
separacdo prévia dos micro-organismos da amostra) apresentarem melhores resultados, todas
as amostras deste trabalho apresentaram DNA ap0s a extracdo indireta (onde ndo ha separacédo
dos micro-organismos), mostrando que a metodologia utilizada foi eficiente (Fig. 7, 8 e 9).
Alguns autores citam que o uso de esferas de vidro para extracdo do DNA metagendmico
apresenta resultados mais satisfatorios, ja que substancias no solo se ligam ao DNA,
prejudicando a pureza do mesmo (Robe et al., 2003; Rodrigues, 2011). Nesse caso, foi feita
uma purificacdo posterior que estabilizou a presenca do DNA extraido, parando a degradacéo.

A analise de integridade e pureza em gel de agarose mostrou que algumas amostras
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apresentaram mais DNA do que outras, indicando que as diferengas de solo e vegetacdo

podem influenciar na quantidade de micro-organismos.

Figura 7: Extracdo de DNA Metagendmico da primeira coleta. A primeira amostra indica o marcador molecular,
e as demais, Aeroporto (1), Bom Jesus (2), rio Apodi-Mossor6 (3), margem do rio Apodi-Mossoro (4), entrada

da salina Augusto Severo (5) e lavador de sal da salina (6).

1000pb
500pb

Figura 8: Extracdo de DNA Metagendmico da segunda coleta. A primeira amostra indica o marcador molecular,
e as demais, Aeroporto (1), Bom Jesus (2), rio Apodi-Mossoré (3), margem do rio Apodi-Mossor6 (4), entrada
da salina Augusto Severo (5) e lavador de sal da salina (6).
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Figura 9: Extracdo de DNA Metagendmico da terceira coleta. A primeira amostra indica 0 marcador molecular,
e as demais, Aeroporto (1), Bom Jesus (2), rio Apodi-Mossor6 (3), margem do rio Apodi-Mossoro (4), entrada

da salina Augusto Severo (5) e lavador de sal da salina (6).

5.3 Extracdo de DNA Metagendmico da Agua do Mar

A agua do mar foi utilizada como controle positivo, pois segundo Varaljay (2010), cerca
de 10% dos micro-organismos presentes na agua, apresentam o gene dmdA. ApoOs testar
quatro tipos de metodologias diferentes, por fim, conseguiu-se extrair o DNA da dgua do mar
coletada na praia de Redonda, Icapui-CE. Primeiramente, seguiu-se 0 mesmo protocolo
utilizado por Roger e Bendich (1985), porém nao se obteve resultados. O segundo método foi
a utilizacdo de um filtro de papel para reter os micro-organismos no filtro e, apos as etapas de
purificacdo e precipitagdo, ndo houve resultados. Na terceira metodologia empregada, utilizou
uma pequena amostra de alga marinha junto com agua do mar, para verificar se havia micro-
organismos aderidos a alga, e as demais etapas ja citadas, porém, mais uma vez, ndo se obteve
resultados. S6 entdo, seguindo o mesmo principio de Rodrigues (2011) que utilizou um filtro
Sterivex (0,22 ul), que foi possivel obter a extracdo do DNA. Em vez do filtro supracitado, foi
utilizada uma membrana para seringa (0,22 pl) da marca Kasvi, a qual foi obtido o DNA

como mostra a figura 10.
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Figura 10: Extracdo de DNA Metagendmico da 4gua do mar. A primeira amostra indica 0 marcador molecular,

e as demais, membrana 0,22 Ml (1), filtro de papel (2), alga marinha (3), 4gua do mar (4).

5.4 Amplificacéo do 16S rDNA

Em comparagdo com os resultados obtidos por Lane (1991), que utilizou os iniciadores
universais 27F (o mesmo utilizado nesse trabalho) e 1041R, os resultados desse trabalho se
mostraram positivos em relacdo a amplificacdo do gene 16S rDNA, utilizando os iniciadores
27F e 1100R, tanto das amostras do solo, quando das amostras de agua (Fig. 11). Desta
forma, o protocolo utilizado nesse trabalho mostrou-se eficiente em relacdo a trabalhos ja
publicados. O gene 16S rDNA é o que mais esta sendo utilizado para determinar a presenca
de membros dos dominios Bacteria e Archea em uma amostra ambiental (Almeida, 2009) ja
que é 0 gene que se mantém mais conservado ao longo da evolucdo dos procariotos (Holt et
al., 1994).
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Figura 11: Amplificacdo do gene 16S rDNA de amostras aleatdrias do solo e da amostra da dgua do mar,
utilizando os iniciadores universais 27F e 1100R. Onde, o0 po¢o 1 representa a amostra 2 da segunda coleta, o
poco 2 a amostra 4 da primeira coleta, o pogo 3 a amostra 4 da segunda coleta, 0 pogo 4 a amostra 4 da terceira

coleta, 0 pogo 5 a amostra 5 da primeira coleta e 0 pogo 6 a amostra 5 da segunda coleta.

Percebe-se que as amostras 5 e 6 apresentaram bandas bem mais baixas que as demais,
mostrando que o gene ndo foi amplificado. Por serem amostras de um ambiente hipersalino,
isso pode ser explicado pela presengca de micro-organismos extremdfilos ou por serem

anaerobicos.

5.5 Amplificacdo do gene dmdA

Mesmo utilizando os iniciadores universais DMDAUR e DMDAUR, como descrito no
subitem 2.5, temperatura de anelamento muito baixa (32 °C), para aumentar a
inespecificidade do anelamento dos iniciadores e a enzima Taq polimerase utilizada por
Varaljay et al (2010), as amostras tanto do solo, como da agua ndo apresentaram resultados.
Como citado pela mesma autora, 0s genes testados em seu artigo, ndo oferecem 100% de
certeza na amplificacdo, visto que varios fatores podem influenciar na determinacdo da
familia de genes, como por exemplo, profundidade de onde foram coletados, estacdo do ano,
salinidade, temperatura, pH, entre outros. Como nenhum dos tipos de amostras utilizados
neste trabalho (solo e agua) apresentou amplificacdo dos genes que codificam a enzima
DMSP liase, algumas hipo6teses foram criadas: a) a familia de genes (dmdA) pode ser
diferente das bactérias presentes no meio analisado; b) os iniciadores utilizados podem néo ser



35

adequados para as amostras, visto que nem mesmo a amostra da 4gua do mar apresentou
resultado positivo; ¢) presenca em maior quantidade de genes da familia ddd, que também
codificam para DMSP liase, 0 que iria contra os estudos anteriores em que menos de 10% das
bactérias apresentariam essa familia de genes (Varaljay, 2012); d) a existéncia de uma nova

familia de genes que codificam a mesma enzima.

5.6 Bioinformatica

Avaliando-se a arvore filogenética do gene dmdA das sequéncias depositadas nos
bancos de dados gendmicos (Fig. 12), foi possivel observar a grande variabilidade encontrada
neste gene. Ha uma grande distancia entre os genes desses micro-organismos, inclusive entre
géneros semelhantes, como é o caso do género Ruegeria que forma outra raiz, assim como
apresenta maior semelhanca com Dinoroseobacter. Essas informacgdes serviram de base na

escolha dos novos iniciadores a serem testados posteriormente

Ruegeria sp. TM1040 chromosome

Dinoroseobacter shibae DFL 12 chromosome

Jannaschia sp. CCS1 chromosome

— Halomonas elongata DSM 2581
L Halomonas elongata DSM 2581 chromosome
Ruegeria pomeroyi DSS-3
_|: Ruegeria pomeroyi DSS-3 chromosome
Phaeobacter gallaeciensis ANG1 Contig175
Ruegeria sp. TW15 contig00006
Roseobacter denitrificans OCh 114 chromosome
Candidatus Pelagibacter ubique HTCC1016 AJQGDRAFT scaffold 1.2
SAR324 cluster bacterium SCGC AAAZ240-J09 AAAZ240-J09 ContdG5
_|: SAR324 cluster bacterium SCGC AAAQ01-C10 A1C10 Cont214
,—Alpha proteabacterium BAL199 1103548001519

I—Alpha proteobacterium BAL199 1103548001519
Ruegeria mobilis F1926 F1926 contig 3

Figura 12: Arvore filogenética das sequéncias referentes ao gene dmdA disponiveis em bancos de dados e
analisadas neste trabalho. Andlise de Méaxima Verossimilhanga com teste filogenético Tamura-3-pardmetros
(Tamura, 1992).
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5.6.1 Desenho dos iniciadores

T odos os iniciadores desenhados (Anexo 1) foram testados no in silico. Dos iniciadores
especificos, dos quais 16 pares foram selecionados (Anexo 1), alguns dos genes provenientes
de diferentes bactérias geraram a mesma sequéncia de iniciadores, mas a maioria dos genes
analisado apresentou um par de iniciadores especifico que seria mais eficiente na sua
amplificacdo. A maior parte desses iniciadores escolhidos reconheciam ou do inicio ao meio
do gene, que tem aproximadamente 1,5 kb, ou do meio ao fim do gene, o que também
demonstra grande variabilidade desse gene dentro da familia dmdA. Dos iniciadores
degenerados, dos quais seis iniciadores foram escolhidos (Anexo 1l1), a escolha foi feita
baseada na quantidade de genes de diferentes organismos que amplificaria, no tamanho do

amplicon gerado e na temperatura de anelamento da amplificagéo.

Cada um dos iniciadores tera de ser testado novamente, tentando-se obter uma maior
degeneracdo destes para aumentar seu espectro de amplificacdo desses genes. Uma das
possibilidades sera avaliar o alinhamento das sequéncias de nucleotideos e de proteinas

buscando regides conservadas para desenho manual de iniciadores avaliando-os in silico.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Atraveés deste trabalho, foi possivel estabelecer os protocolos de extragdo e amplificacao
do gene 16S rDNA. Foram necessarias modificagdes no protocolo original utilizado para
estabilizar o material genético extraido, prevenindo a degradacdo do mesmo. Né&o foi possivel
amplificar os genes dmdA, o que pode ter ocorrido por inumeras razfes, tais como:
variabilidade muito grande desses genes, mesmo se utilizando iniciadores altamente
degenerados e com a presenga de muitas inosinas, que conferem maior degeneragdo ao
primer; 0s micro-organismos apresentarem uma familia diferente para os genes que codificam
a DMSP liase; esses micro-organismos nao apresentarem o gene que codifica tal enzima;
entre outros. Essa hipdtese foi confirmada com a construcédo da arvore filogenética dos genes
depositados em bancos de dados gendémicos, mostrando que o gene nao € conservado. A partir
desses resultados, foram desenhados novos iniciadores, referentes ao gene dmdA que seréo

utilizados posteriormente.



7. PERSPECTIVAS FUTURAS
e Testar os iniciadores desenhados neste trabalho para amplificar o gene dmdA;
e Desenhar iniciadores para outros genes (familia ddd);

e Tentar amplificar os genes ddd com os iniciadores desenhados.

38
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ANEXO I — LISTA DOS INICIADORES ESPECIFICOS DESENHADOS NO
PROGRAMA FastPCR

1F1_1 68- | gggtcaagggctatac
87 cgtc

1F2_1 91- | aatcacatgttgctgcc
110 cac

1F3 1 12 | aggccgattgcgecca
8-149 tctgaa

1F4 1 23 | atcagcccgcgcegaca
2-251 tgga

1F5 1 25 | gatggccgatgaccag
5-274 tgtt

1F6_1 27 | acgtgcccacggtcga
8-297 tcat

1F7_1 34 | ccgatcattactggctg
1-360 tcg

1F8 1 36 | tggcgacctgctgcaat
9-388 tcg

1F9 1 42 | gagatcgtcgaacccg
4-446 atgtctc

1F10_1 4 | gacccagggccgacg
64-483 atctg

1F11_1 4 | ctgatggcgcgggtett
81-503 tggcga

1F12_1 5 | aggcggtgcgcgatat
03-524 ccgctt

1F13_1 5 | gctggcectttcaggga
40-559 gtcg

1F14 1 5 | cgctcaggcetggtcga
74-594 aacag

1F15 1 6 | cgagggttcggaactg
15-634 ggca

1F16_1 6 | atgccgctgtggaacg
34-656 cgctgtt

1F17_1 6 | gccggtgecggacctga
61-680 acgt

1F18_1 6 | cccaacaatatcgagc
94-713 gcgt

1F19 1 7 | ggttgttgagctatgge
22-742 aacg

1F20_1 7 | gcgagaacacgccgt
52-771 atgaa

1F21 1 7 | aagttctgcaattcgec
84-803 cga

1F22_1 8 | cgaggactatatcggc
01-822 aaggca

1F23 1 8 | caaggcagcactggc
16-837 cgaacag
1F24 1 8 | cagatccgggcactgg
59-880 tgatcg

1F25 1 8 | cggtggcgagattcecg
79-898 ccct

1F26_1 9 | gtcagcgatccattcce
51-972 ctgaa

1F27 1 9 | atggtggatcgcagcc

97-1017 attgg

F28_1 10 | gcaccgggatggaagt
25-1047 ggaaacg
1F29 1 1 | tacggtgcgcgaggg
068-1088 gttctg

1R1 1 10 | atgccgtcgggegtttc
37-1058 cactt

1R2_1 99 | cgcccaatggetgega
9-1020 tccacc

1R3 1 97 | atgccgatcgcgacatt
9-998 cac

1R4 1 96 | acattcacgccgaattc
7-986 agg

1R5 1 95 | ttcaggggaatggatc
0-972 gctgacc
1R6_1 89 | cagcggccaggcatc
9-918 ctgac

1R7_1 88 | tgacagggcggaatct
2-902 cgcca

1R8 1 83 | cggtcegttcttggect
1-852 gttcg

1R9 1 80 | gctgccttgeccgatata
5-824 gtc

1R10_1 7 | agtcctcgggcgaatt
89-808 gcag

1R11 1 7 | caggccgcattcatac
59-780 ggcatg

1R12 1 7 | gggtcatgtcgttgcca
30-751 tagct

1R13 1 6 | cgctcgatattgtiggg
91-710 gca

1R14 1 6 | cggcaaacagcgcgtt
42-661 ccac

1R15 1 6 | cagttccgaaccctcg
11-630 acat

1R16_1 5 | cctgtttcgaccagcct
76-595 gag

1R17_1 5 | cgcgccaccacaagct
56-575 cgac

1R18 1 5 | aggccagccgcttgta
26-547 gcggaa
1R19 1 5 | aaaagcggatatcgcg
07-526 cacc

1R20_1 4 | aagacccgcgccatca
76-497 gatcgt

1R21_1 4 | ccagcggcgagacat
35-454 cgggt

1R22 1 3 | atccccagcccgaatt
78-398 gcagc

1R23 1 3 | cagcgacagccagtaa
44-363 tgat

1R24 1 3 | tgatcggcggccagttt
28-347 cac

1R25 1 2 | cgccacgatgatcgac
85-304 cotg

1R26_1 2 | gcacgtagtaacactg
61-283 gtcatcg
1R27_1 1 | tcgggcccctggatge
90-209 tgac

1R28 1 1 | gtcccagacctgcaca
52-171 tgtt

1R29 1 1 | gttccttcagatgggceg
35-154 caa

1R30_1 1 | gcaggctgtcgaacac
08-127 cgtg

1R31_1 9 | cgtgggcagcaacatg
2-111 tgat

1R32_1 7 | gtgattgtagacggtat
4-96 agccct

1R33_1 6 | ggcgggacgggaaga
-25 tgctg

2F1 1 1- | atggcgcttatctctce
20 gtc

2F2_1 96- | catgttgctgcccaccg
116 tctt

2F3_1 12 | aagtgtggaggctgac
0-141 taccgt

2F4 1 26 | gccggggeggtgetttt
1-280 acg

2F5 1 28 | atcgtggatgagacgg
6-308 gtggcat

2F6_1 31 | aacgaccccgtggceg
3-334 gtcaagc

2F7_1 35 | ggtggatttccattgcg
0-371 gacag

2F8 1 36 | gcggacagtgatctge
4-383 tgtt

2F9 1 39 | ggatttccaatggctat
5-417 cgactg

2F10_1 4 | tgtcagceegetggec
41-463 attcagg
2F11_1 4 | ggccaaaggcggacy
64-483 aactg

2F12_1 4 | gcecgtatetttggega
87-506 cag

2F13 1 5 | agcatccgcgacatca
05-524 agtt

2F14_1 5 | aattcgaggggcgtga
45-566 gatggt

2F15 1 5 | tggcgcggtcggggta
69-590 ttccaa

2F16_1 5 | ccaaacaaggcggtttt
87-606 gag

2F17_1 6 | gttcaaggcgggcga
54-675 ggacctg
2F18 1 6 | cgcagggtgccccaat
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84-703 ggca

2F19 1 6 | aatggcattgagcgga
97-716 tcga

2F20_1_7 | tctgctgtcttatggcaa
23-742 cg

2F21 1 7 | cgacaacacgccgcat
53-774 gaatgc

2F22_1 7 | tgtgatacgcagaccg
90-812 ctattgg

2F23 1 8 | ggctgcatcggtcggg
11-833 atgcctt

2F24 1 8 | gcaacagatcagggc
61-881 gattgc

2F25 1 8 | accggctgccgcetetgt
93-912 gac

2F26_1 9 | ggctttacgccgggga
23-942 tacg

2F27_1 9 | tgcctggageecggat
66-985 cacc

2F28_1 9 | accaatgtcgccatcg
88-1007 gcat

2F29 1 1 | tgggataccggcacaa
024-1043 | ggct

2F30_1 1 | ctgcgcegttgaaacgc
042-1064 | cggatgg
2F31_ 1 1 | gtgcaggccggtttctg
081-1101 | gcac

2R1 1 10 | cgccatccggegtttca
47-1066 acg

2R2_1 10 | tttcaacgcgcagcctt
35-1054 gtg

2R3_1 10 | gccttgtgccggtatee
23-1042 caa

2R4 1 98 | tgccgatggcgacatt
5-1006 ggtgtg

2R5_1 95 | ctccaggcagcggaa
4-974 gtgacc

2R6_1 87 | cagccggtcgeecteg
8-900 atcgcaa
2R7_1 85 | ccctgatctgttgcacc
4-874 ggtc

2R8 1 80 | accgatgcagccaata
1-822 gcggtc

2R9 1 78 | tagcggtctgcgtatca
9-808 caa

2R10_1 7 | aagcccgcattcatge
60-780 ggcgt

2R11_1 7 | tcatgtcgttgccataa
27-748 gacag

2R12 1 7 | gcectegatecgetca
01-720 atgc

2R13_1 6 | ggtcctcgeecgcecttg
52-673 aacag

2R14 1 6 | ttgaacagcgcatccc
40-659 agag

2R15 1 5 | ccttgtttggaatacccc
77-596 ga

2R16_1 5 | ctcacgcccctcgaatt
42-561 caa

2R17_1 4 | gcggatgctgtcgeca
93-513 aagat

2R18_1_4 | gccagttcgtccgcectt
66-485 tgg

2R19 1 4 | ccagcgggctgacatc
35-454 cggt

2R20_1 4 | gcacatccagtcgata
05-424 gcca

2R21 1 3 | agccattggaaatccc
88-409 cttgac

2R22_1 3 | agatcactgtccgcaat
58-377 gga

2R23 1 3 | tggaaatccaccagcg
41-361 gtctt

2R24 1 3 | cggtcttcggcecagctt
28-347 gac

2R25_1 2 | acccgtctcatccacga
84-303 tgg

2R26_1 2 | cgatgggcacgtaaaa
69-289 gcacc

2R27_1 1 | atccgggccacgcagt
88-210 tcgacct
2R28 1 1 | tgacgctcgaccgaaa
68-188 catcc

2R29 1 1 | atcccagacctgcacat
52-171 gtt

2R30_1 1 | acatgttccttgaggtg
39-158 acg

2R31_1 1 | tgacggtagtcagcctc
24-143 cac

2R32_1 1 | gcctccacactttcaaa
11-131 gacg

2R33_1 9 | gacggtgggcagcaa
2-114 catgcggt
2R34 1 7 | catgcggttgtagacc
7-99 gtgtagg
2R35_1 4 | ctgcggcctccacacc
5-67 atcggaa
2R36_1 2 | cgacggagagataag
-21 cgcca

3F1 1 65- | cagttaaatggggtgc
84 aacg

3F2_1 10 | tgtacattcctcgtgact
7-128 ttgg

3F3 1 17 | gatgttgcagtggagc
8-198 gacaa

3F4_1 20 | agaaattacaggaccc
1-221 gatgc

3F5_1 24 | cctcgagatttatcaaa
7-269 gcttge

3F6_1 39 | ttatgggcacaagggg
1-410 ttgc

3F7_1 43 | aaattatcgaacccgat
4-456 gtctcc

3F8 1 57 | atcgtctccegtaccgg
4-594 ttgg

3F9_1 58 | cggttggtctagtgaac
8-609 taggt

3F10_1 6 | gagatggatctaaggg

26-647 gaacca

3F11_1 7 | gtggaatgttatcgtac
28-750 catgca

3F12_1 9 | gagcctttaactggacc
01-923 taacac

3F13_1 9 | tctgcagtttattcccca
73-994 agac

3F14 1 1 | agattggaacagtgctt
040-1060 gagg

3R1_1 10 | cctcaagcactgttcca
39-1060 atctc

3R2_1 89 | ggtccagttaaaggctc
7-917 acaa

3R3_1 73 | tcagcatctgcatggta
9-758 cga

3R4_1 66 | ccgtaaagttttccagct
7-686 gc

3R5_1 63 | agttggttccccttagat
0-650 cca

3R6_1 56 | ggagacgattaaagga
1-582 atgcca

3R7_1_44 | gtaattgaagagggga
7-469 gacatcg
3R8_1 39 | gaattgattgcaacccc
8-419 ttgtg

3R9_1 25 | tgaccaactgcaagctt
8-278 tgat

3R10_1 2 | ttttgtagcatcgggtcc
09-228 tg

3R11 1 1 | atttctacttgtcgctce
85-206 actg

3R12_1 1 | ggagatccaaagtcac
14-134 gagga

4F1 1 15- | gttaatttcctccagaac
36 ccgt

4F2_1 46- | ttcagcagccgggttg
65 agga

4F3_1 60- | tgaggactgtggtgtaa
81 aagca

4F4 1 10 | ctgcctttgatcttccge
6-126 agc

4F5_1 12 | cctggaagaggattact
6-146 ggca

4F6_1 15 | gtgaatccgtacaggtc
2-171 tgg

4F7_1_17 | ggatgtttcctgccaga
1-190 gac

4F8 1 18 | gacaggttgagatcac
8-207 cgga

4F9 1 22 | tccagttaatgactccc
7-246 cgt

4F10_1 2 | ctccecgtgacctgtea
39-258 cag

4F11 1 2 | tttatgctccgcetetgtg
78-297 ac

4F12_1 3 | ccactggtggctttcaa
48-367 tcg

4F13_1 4 | gaacctgatatttggcc
36-455 gct
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4F14 1 4 | cgcttgcagttcaggg
52-471 acca

4F15 1 4 | cgaagaactacttttcc
77-497 gggt

4F16_1 5 | gcaggacatttaactac
36-558 caggga
4F17_1 5 | gtggcaagatccggtt
71-590 ggag

4F18 1 5 | ttggagcaaacagggt
85-604 gott

4F19 1 6 | aggtgaagacctgaat
66-687 gttggt

4F20_1 6 | ggctgtcctaacttgatt
91-712 gagc

4F21 1 7 | ccgtttgaatgcggtett
66-786 gat

4F22_1 8 | tggacgcagacattga
00-819 aagc

4R1_1 80 | aaggctttcaatgtctg
3-822 cgt

4R2_1_77 | tgacatactgatcaaga
5-796 ccgcea

4R3_1 76 | agaccgcattcaaacg
3-782 gcgt

4R4_1 74 | cggcgttgtatcgtatc
8-768 ccat

4R5_1_71 | acagcagcccgctcte
2-733 aattcg

4R6_1 69 | cgctcaatcaagttagg
2-713 acagc

4R7_1 67 | agcccggaccaacatt
5-694 cagg

4R8 1 66 | cattcaggtcttcacctt
1-682 ttgc

4R9 1 62 | gagttgtcctcccaact
3-645 ccgegt

4R10_1 5 | cgaaaccaccctgtttg
85-607 ctccaa

4R11_1 5 | ccggatcttgccacca
65-584 acat

4R12_1 5 | ccaacatctttgttccct
50-571 gota

4R13 1 5 | cctggtagttaaatgtc
34-556 ctgctg

4R14_1 4 | ccggaaaagtagttctt
74-495 cggct

4R15_1 4 | ttcggcttttggtcectg
61-480 aa

4R16_1 4 | gottctgtaacaaggg
20-440 catcc

4R17_1_3 | atccaaaaccagttgcc
99-418 agc

4R18 1 3 | gagcattacatctgaat
65-387 cagcga
4R19 1 3 | atcagcgattgaaagc
53-372 cacc

4R20_1 2 | cctecggtttcgtcaca
89-308 gag

4R21 1 2 | tccaagctctgectgtg

50-270 acag

4R22_1 2 | tgtgacaggtcacggg
37-257 gagtc

4R23_1 1 | ggtccggtgatctcaac
90-209 ctg

4R24 1_1 | tcaacctgtctctggca
77-197 ggaa

4R25 1 1 | catcccagacctgtac
56-175 ggat

4R26_1 1 | acggattcacataagtg
41-161 ccag

4R27_1 1 | cagtaatcctcttccag
23-143 gctg

4R28 1 9 | atcaaaggcaggagc
4-116 atgtgott
4R29 1 5 | ccacagtcctcaaccc
1-71 ggctg

4R30_1 2 | aaaggagttgaacggg
7-47 ttctg

4R31_1 2 | ggaaattaacagttcag
-24 gacgca
5F1 1 68- | gcgtcaagggctatac
87 gotc

5F2_1 92- | accacatgctgctgge
111 aacg

5F3 1 11 | tgtttgacagcctggaa
3-133 tacg

5F4_1 13 | acgactgcgcccatct
1-151 gaagg

5F5_1 14 | tctgaaggagcatgtcc
4-163 agg

5F6_1 23 | atcagcccgegegaca
2-251 tgga

5F7_1 28 | gtgccgacggtcgate
0-299 acaa

5F8_1 34 | cggatcattactggctg
1-360 tcg

5F9_1 35 | gtcgettgeccgatgge
7-377 gacct

5F10_1 3 | agtttgcgctggggatc
83-403 gcca

5F11 1_3 | gatcgccattgccaag
96-415 ggct

5F12_1_4 | acggagcccgatgtct
30-449 cacc

5F13_1 4 | gcccgaaggeggatg
64-483 acctt

5F14 1_4 | tatggcccgcegtgticg
83-504 gcgaa

5F15 1 5 | aacggtgcgcgatatc
04-523 cggt

5F16_1 5 | tacaagcgtctggactt
32-551 cca

5F17_1 5 | cgctccggcetggteea
74-593 agca

5F18_1 5 | ccaagcagggcggctt
87-606 tgag

5F19_1 6 | ctatgtcgaaggttcgg
09-630 atctg

5F20_1 6 | gcgggctgccccaatg
85-704 cgat

5F21_1 7 | tgctgagctatggcaat
25-746 gacat

5F22_1 7 | gcaaacacgccgtatg
54-774 aatgc

5F23 1 7 | tgcaattcgccggaag
90-809 acta

5F24 1 8 | tacattggcaagtccgc
08-828 actg

5F25 1 8 | tcagatccggccgcetg
58-878 gtgat

5F26_1 9 | ccgggttggagaggtc
33-952 ggct

5F27_1 9 | cggccattttctcacctg
53-972 aa

5F28_1 9 | ggtgaacgccgegata
78-997 ggca

5F29 1 1 | cgggcactgcgttgga
022-1041 agtt

5F30_1 1 | tcaggagaagttctgg
074-1093 | cggt

5R1_1_10 | caccgccagaacttctc
75-1094 ctg

5R2_1 10 | ggtgtctcaacttccaa
28-1049 cgcag

5R3_1 10 | agtgcccggegeeca
10-1029 atgag

5R4 1 98 | accatgcctatcgegg
2-1001 cgtt

5R5_1 95 | ttcaggtgagaaaatg
1-972 gccgag
5R6_1 88 | tccaggcagggcggg
6-905 atctg

5R7_1 87 | tctgceecgecgatcac
0-889 cagc

5R8_1 78 | agtcttccggcgaattg
9-808 cag

5R9_1 75 | agcccgceattcatacy
9-779 gcgtg

5R10_1_7 | cgggtcatgtcattgec
30-752 atagct

5R11 1 6 | gatccgctcgatcgeat
95-714 tgg

5R12_1 6 | cgcccgeacgttcagg
68-687 tctt

5R13_1 6 | tcttcaccagcggega
52-671 acaa

5R14 1 6 | ggcatccccagatceg
17-638 aacctt

5R15 1 5 | ccctggaagtccagac
35-554 gcett

5R16_1 5 | agacgcttgtagcgga
23-542 agaa

5R17_1 5 | ggatatcgcgcaccgtt
01-520 tcg

5R18 1 4 | cgaacacgcgggcca
80-499 taagg

5R19 1 4 | cataaggtcatccgcect
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67-486 tcg

5R20_1 4 | gagacatcgggctccg
27-446 tgat

5R21_1 3 | aagcccttggcaatgg
95-416 cgatcc

5R22_1 3 | atcggcaagcgacag
49-369 ccagta

5R23 1 3 | tgatccgcggccagttt
28-347 cac

5R24 1 2 | ttgtgatcgaccgtcgg
78-299 cacat

5R25 1 2 | tagcactggtcgtctgc
53-275 catctt

5R26_1 2 | acgcagcgcatcggg
00-219 acctt

5R27_1 1 | ctggcgctcgeaggeg
70-189 acat

5R28 1 1 | atcccagacctggaca
51-171 tgctc

5R29 1 1 | tccttcagatgggcgea
33-152 gtc

5R30_1 1 | gtcgtattccaggctgt
16-135 caa

5R31_1 1 | ctgtcaaacaccgttgc
03-122 cag

5R32_1 8 | agcatgtggttgtagac
2-101 cgt

5R33_1 6 | agaccgtatagcccttg
9-88 acg

5R34 1 2 | cgggaggggaagatg
-23 cttgcca
6F1 1 44- | tcctgcgtctcgaccat
63 caa

6F2_1 98- | atgccgatggcaacatt
117 cgt

6F3_1 11 | cattcgtgtcgaagtcc
1-133 ggcgac
6F4_1 14 | acctgccccacatgctc
9-168 gtc

6F5 1 25 | tggacacccgcagga
8-280 gcgcatcg
6F6_1 28 | aggcagccaatggcc
7-307 gtctgc

6F7_1 31 | aaccgctccagcececge
7-337 attcg

6F8 1 35 | ggtcatgtcgttgccegt
5-375 agct

6F9 1 39 | aacccgctcgatcecg
1-410 ttgg

6F10_1 4 | gcccagatcgctacctt
72-491 cca

6F11 1 5 | cctgccgggaatagec
10-529 cgag

6F12_1 5 | aaccgcaggctgacc
81-601 gcatcc

6F13_1 6 | cacccgctcgaccaaa
10-629 tcat

6F14_1 6 | gggcgagacatcggg
55-674 ctett

6F15 1 7 | ggagcagatcactgtc
23-743 ggcga

6F16_1 7 | aaccggtcctcggaca
55-774 gctt

6F17_1 7 | cttcagcgccacggga
72-791 tegt

6F18 1 8 | agacactgccccggca
30-851 acatcc

6F19 1 8 | ggtcagaagctgcatc
68-890 aacttgc
6F20_1 9 | tggtaatcctcctcgac
65-984 gga

6F21_1 9 | ggactcgaacacagtc
82-1003 ggcagc
6F22_1 1 | agcatgtggttgtagac
004-1023 | cgt

6F23 1 1 | ccccttcggagaacgg
050-1069 | cotg

6F24 1 1 | agggagagcaaaggc
088-1107 | gtcat

6R1_1 95 | gaggattaccaccatct
4-975 caagc

6R2_1 86 | aagttgatgcagcttct
8-888 gacc

6R3_1 84 | ggacctgcgegggat
3-862 gttgc

6R4 1 82 | tgttgccggggcagtgt
9-848 ctg

6R5_1 81 | agtgtctgtatgtgccg
5-836 atggt

6R6_1 72 | gatcgccgacagtgat
6-745 ctgc

6R7_1 69 | gtgaaggcgctggcca
8-717 atgc

6R8_1 66 | ctggtcgaagagcccg
1-681 atgtc

6R9_1 61 | ctcgccgatgatttggt
7-636 cga

6R10_1 5 | gtgttcggcgcggatg
90-612 cggtcag
6R11 1 5 | cgttgcgegetcggge
17-538 tattcc

6R12_1 4 | acgtggaaggtagcga
75-494 tctg

6R13_1 4 | tcgaggcgggtgctga
30-449 tctc

6R14 1 3 | ggctgcceccaacggy
98-417 atcga

6R15 1 3 | gggctattgagctacg
65-384 gcaa

6R16_1 3 | caacgacatgacccgc
47-367 tggaa

6R17_1 2 | gatgcgctcetgeggg
57-279 tgtccat

6R18_1 1 | ccggacttcgacacga
07-129 atgttgc
6R19_1 8 | atcggcatggtgcgga
3-105 tgaccca
6R20_1 5 | cccggacaccgaattg

7-76 atgg

6R21_1 3 | tcgagacgcaggagg
7-56 ggctg

7F1_1 20- | cgcacctctgcgggea
39 tcag

7F2_1_38- | aggccatcgggegtct
59 ggacat

7F3_1 66- | gcgtgcccggatecca
85 atgg

7F4_1 10 | atggccacccctteget
4-123 gta

7F5_1 13 | ataggcggcggaggt
3-153 caactg

7F6_1 19 | caactgggcaggacat
7-217 ccgca

TF7_1 24 | ccggaccttcettggee
6-265 acc

7F8_1 30 | ggtggcggtgttgeag
1-320 aacc

7F9 1 31 | ccggceecaaccegceat
9-338 tcgt

7F10_1_3 | ttgccgtagctgagcaa
65-384 tcc

7F11 1 3 | cgctcgatattattggg
95-415 gcaa

7F12_1 4 | cggcctccatcagege
41-463 gttccac

7F13_1_4 | ttccacagcggcatcc
58-479 cgacat

7F14 1 4 | cctccacatagatctcg
86-506 aacc

7F15_1 5 | tagccagaacgcgcaa
21-541 tgacc

7F16_1 5 | ggccctgaaagtcgaa
49-569 ccagc

7F17_1 6 | gaagacccgcgccatc
07-626 agct

7F18 1 6 | cacggccaggggtga
46-665 cacat

7F19 1 6 | cgggttcatcgaccaat
66-685 acg

7F20_1 7 | caacaataaatcactgt
21-743 ccgega

7F21_1 7 | tggagatccaccaacg
44-764 gtcct

7F22_1 7 | ggtcctcggecagtttc
59-778 agg

7F23_1 8 | tctcatccacgacggg
07-828 catgta

7F24_1 8 | ggggtaagcatctgca
66-885 ccag

7F25_1 9 | tgcegetccaccgaga
17-937 catcc

7F26_1 9 | gatttcaggtgggcgta
53-973 atcc

7F27_1 9 | ccactgtacgaaacag
78-997 gotg

7F28 1 9 | ggtgggcaggagcat
94-1013 ccggt




51

7F29_1_1 | ccggttatagatcgtgt
009-1030 | aggct

7F30_1 1 | tttaccccggacgcectc
031-1050 | cac

7R1_1 10 | atggccctgatctctee
85-1104 gtc

7R2_1 10 | ttctgatggggtggag
40-1060 gcgtc

7R3_1_10 | tccggggtaaaagcct
19-1041 acacgat
7R4_1 97 | accctgtttcgtacagt
7-996 gga

7R5_1 95 | gaggattacgcccacc
6-975 tgaa

7R6_1 94 | cctgaaatccgeegtg
0-961 caactc

7R7_1 87 | gggcgtctggtgcaga
2-891 tgct

7R8_1 84 | cgacctgcgeggceatg
3-862 ttgc

7R9_1 81 | ccaatgctattacatgc
7-838 ccgtc

7R10_1 8 | tgccegtcgtggatga
05-824 gacg

7R11_1_7 | atcccgttgtcctgaaa
69-788 ctg

7R12_1_7 | aaactggccgaggac
54-774 cgttgg

7R13 1 7 | tctccatcgcggacagt
30-749 gat

7R14 1 6 | gcgcagggctaccgte
86-705 tgga

7R15 1 6 | ggacgtattggtcgatg
68-688 aacc

7R16_1 6 | gaacccgatgtgtcac
53-672 ccct

7R17_1 6 | cccaaggccgatgag
20-639 ctgat

7R18_1 5 | ggtcttcggcgacage
94-613 atcc

7R19 1 5 | ctttcagggccacgata
40-559 tgg

7R20_1 5 | ggtcattgcgcgttctg
21-541 gcta

7R21_1 4 | cgagatctatgtggag
83-502 ggct

7R22_1 4 | tgtggaacgcgctgat
45-464 ggag

7R23_1 4 | gggcgcgatctggatg
21-441 tccac

7R24_1 3 | tgccccaataatatcga
93-414 gcgga

7R25_1_3 | ggattgctcagctacg
65-384 gcaa

7R26_1_3 | aacacgccccacgaat
27-348 gcgggt
7R27_1_3 | ttgggccggttctgcaa
08-327 cac

7R28_1 2 | ggccaaggaaggtcc

43-262 ggtgc

7R29_1_1 | ggatgtcctgcccagtt
93-214 gcgac

7R30_1_1 | tggccgctgatggcgg
67-186 gcaa

7R31_1 1 | aagcgcgtggggcag
44-165 ttgacct

7R32_1 1 | tatagccccgactaca
13-135 gcgaagg
7R33_1 4 | tgcatgtccagacgcc
3-62 cgat

7R34_1 1 | tgatgcccgcagaggt
9-38 gcgt

8F1 1 22- | caccagagcagtacgc
42 attcc

8F2_1 35- | cgcattccatccggtgt
54 ctc

8F3 1 47- | ggtgtctccacctctag
67 ctgc

8F4 1 77- | tcccaatgcgtcatcttg
96 ac

8F5_1 98- | atgccgatcgcaacatt
117 cgt

8F6_1 11 | ttcgtggcatgatccgg
3-133 cgac

8F7_1 18 | cggccagaattgatca
1-200 cagg

8F8 1 20 | caccgcttcgeccggaa
5-225 atctc

8F9_1 22 | tcgggcggatctgcetg
8-247 cacc

8F10_1 2 | cgatacacccaatggc
85-304 cgtg

8F11 1 2 | gccgtgtgggtgttaca
99-318 gaa

8F12_1 3 | agaaccgcccaaggc
15-337 cgcattcg
8F13 1 3 | cggtcatatcattgccg
54-375 tagct

8F14 1_3 | cgtagctcagaagacc
69-390 gctctc

8F15_1 3 | tctcgatccgctcaatg
87-406 agg

8F16_1 4 | gagatctgcgccagec
30-449 tcaa

8F17_1_4 | agcctcaaacagacgg
42-461 ttcc

8F18_1 4 | caagatcgccgcectic
74-495 gacgta

8F19 1 4 | cgacgtagatctcgaa
89-508 ccca

8F20_1 5 | tgctttgagtagcccga
12-531 cct

8F21_1 5 | ccttgccaccaccagat
29-551 cgcgtc

8F22_1 5 | ttcgaactggtagacgc
53-572 caa

8F23_1 5 | gcgcacagtctcgecg
92-612 aagac

8F24_1 6 | acgcgccatcaagtcc
13-633 tctge

8F25_1 6 | gcaagcggcgaaaca
50-670 tccggt

8F26_1 6 | tccggttcatccaccag
65-684 cac

8F27_1 6 | accagcacatcaaggc
77-696 gcca

8F28 1 7 | gcgatccccttgacce
04-723 agta

8F29 1 7 | agatcactgtccgcaat
28-747 gga

8F30_1 7 | gcaatggagatccacc
40-759 aacg

8F31_1 7 | ctacgggatcattgagc
80-800 atcc

8F32_1 7 | tccecgecggtcteateg
98-817 acg

8F33_1 8 | catagtaacattgaccg
25-845 ggca

8F34_1 9 | cacctggcgttcgcag
13-932 gcga

8F35_1 9 | tcccagacttgcacatg
35-957 acgctt

8F36_1 9 | gtggtagtcggcttcga
64-983 cac

8F37_1 9 | ttcgacactctcaaaca
76-997 ccgtg

8F38 1 1 | gcctttgactccagegg
027-1046 | ctt

8F39 1 1 | gcgcecgagagaggga
078-1099 aatggca
8F40_1 1 | tggcaggtttcagaac
095-1116 ggtcat

8F41 1 1 | ccctttcataccatgagt
123-1145 | tgagg

8R1 1 11 | gctcgceectcaactcat
32-1151 ggt

8R2_1 11 | ggtttgccatgaccgtt
05-1124 ctg

8R3_1 10 | gttctgaaacctgcceatt
90-1110 tcc

8R4 _1 10 | gcgcectgegtcgaacc
62-1081 cctt

8R5_1 10 | tggagtcaaaggctac
19-1039 accgt

8R6_1 93 | agcgtcatgtgcaagtc
7-956 tgg

8R7_1 90 | tgcgaacgccaggtgg
7-927 aactg

8R8_1 87 | gccggacgectgatge
5-894 agat

8R9_1 84 | ccgcegegatetgegty
8-867 gcat

8R10_1_8 | gcatgatgcccggtca
31-851 atgtt

8R11_1 7 | tgagaccggcgggat
91-811 gctcaa

8R12_1 7 | ccgtaaagctcgcaga
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60-779 ggat 9F4 1 17 | ctgcgcgtcgaacceg 180-1200 | gcgtt

8R13_1_7 | tctccattgcggacagt 5-195 tggtt 9F34_1_1 | ttggcgacccgcetgga
30-749 gat 9F5_1 19 | ggcgtcgetetgttcca 214-1233 | tgtc

8R14 1 7 | acagtgatctgttgtact 6-216 ggag 9F35 1 1 | gcgtttcagatccateg
16-737 gggt 9F6_1 27 | gcaacgcgcgecgga 267-1286 | ggt

8R15_1 6 | ctgggtcaaggggatc 9-300 cgatgtt 9F36_1 1 | ggcgacttccttcacca
99-721 gcaaacg 9F7_1 30 | gccggccttetggtegt 387-1408 | tctgc

8R16_1 6 | caaacggctggcgcect 4-323 cat 9F37_1 1 | gagctcgatctcettgg
85-704 tgat 9F8_1 32 | ggacttcaggctgccg 435-1455 cgac

8R17_1 6 | atgtttcgccgcttgeg 8-347 agtt 9F38_1 1 | gccgtecttggtgatee
43-665 gtgcag 9F9_1 35 | gcttgcgtagagcage 462-1483 gggga

8R18 1 6 | caaggcagaggacttg 2-373 gtgacg 9F39 1 1 | gggagcgecgtacgat
18-637 atgg 9F10_1 4 | gtcgacccggtecttge 480-1499 | ttgg

8R19 1 5 | cgcgtgtcttcggega 30-449 gct 9F40_1 1 | atttggccaggatcacg
97-617 gactg 9F11 1 4 | cgacccggatgatgge 494-1514 | ttgc

8R20_1 5 | tccgctttggegtctac 77-496 aacg 9F41 1 1 | cccagcegtcaccttga
59-578 cag 9F12_1 5 | ttggccaccegttcetg 526-1547 | cggcgt

8R21 1 5 | cagttcgaaggacgcg 09-529 cagc 9F42_1 1 | cgatgccgtgcagceat
39-561 atctggt 9F13_1 5 | gcagcttttccttgtcgt 560-1581 | acggtc

8R22_1_5 | tggcaaggtcgggcta 25-546 agtc 9F43_1_1 | gcgtccgtgctgaattt
16-536 ctcaa 9F14 1 5 | gaggtggtttcctcgat 586-1605 | gac

8R23_1 5 | ctcaaagcagggtggg 48-567 ctg 9R1 1 15 | acgtcaaattcagcac
01-520 ttcg 9F15_ 1 6 | cgcegtcgatgaccgt 88-1607 ggac

8R24 1 4 | cgtcgaaggcggcegat 15-636 ggtott 9R2_1 15 | ccgtatgctgcacgge
71-493 cttggca 9F16_1 6 | ttgtccttctcgatccgg 60-1579 atcg

8R25_1 4 | cgtgcgggctgtceca 35-654 ac 9R3 1 15 | tattctcgccaacgecy
04-423 acct 9F17_1 6 | ttcttggcggtgccgag 36-1558 tcaagg

8R26_1 3 | ctcattgagcggatcga 56-678 catgtc 9R4 1 15 | gaagggccgcaacgt
86-405 gag 9F18 1 6 | cacgctctcgaacttag 03-1522 gatcc

8R27_1 3 | ggtcttctgagctacgg 85-707 tgccga 9R5_1 14 | cgctceecggatcacc
65-384 caa 9F19 1 7 | gtgccgagatccteget 67-1486 aagg

8R28 1 3 | cggcaatgatatgacc 01-720 gat 9R6_1 14 | gtcaccgtcgccaagy
51-370 gacg 9F20_1 7 | acttggccaccggtca 42-1461 agat

8R29 1 2 | ccattgggtgtatcggg 22-741 ggat 9R7_1 14 | cgagctctcggataagt
80-299 cgt 9F21 1 7 | tgaccgcagccacctt 22-1441 tcg

8R30_1 2 | gaaggcccggtgcag 92-811 gagg 9R8_1 13 | cgaccaccgcaacggt
36-255 cagat 9F22_1 8 | gccgegceagcettgttg 35-1355 tctgg

8R31_1 2 | cgatcgagatttccgge 14-833 acga 9R9 1 13 | gttctggcccacgcecat
11-230 gaa 9F23_1 8 | gacgtcctcggecacg 22-1341 cgt

8R32_1 1 | tgtgatcaattctggcc 59-879 atgag 9R10_1 1 | atcgtgcgcgaaggceg
79-198 gct 9F24 1 9 | acggcaggagggcct 307-1326 | ccaa

8R33_1 1 | ccgctegttgcaaatgg 15-934 gaacc 9R11 1 1 | gcctgaacccgatgga
62-183 gcgtc 9F25_1 9 | agcttcttgtcgtgcag 273-1292 | tctg

8R34_1 1 | ccggatcatgccacga 41-960 gag 9R12_1 1 | acatggccgtggaagc
09-129 atgtt 9F26_1 9 | tgcaggaggatgtagg 240-1259 | ggtc

8R35_1 7 | tggtcaagatgacgcat 53-974 gttcat 9R13_1 1 | gtcgccgacatccage
9-98 tgg 9F27_1 9 | tcggcgttggtgacga 220-1239 | gggt

8R36_1 5 | gggacgcagctagag 95-1014 agta 9R14 1 1 | gtctcgaccaacgccg
3-72 gtgga 9F28_1 1 | cgagttcggtctgcag 190-1209 | agat

8R37_1_3 | caccggatggaatgcg 059-1078 | cgac 9R15 1_1 | ggaccatctccgctaat
0-50 tactg 9F29_1 1 | tgatcacgccctcgttg 158-1178 | gacg

8R38 1 1 | gtactgctctggtgege 095-1116 | ccgac 9R16_1 1 | ttcgaacggggctacct
6-35 gaa 9F30_1 1 | atggccttcgcgatcat 019-1038 | gtc

9F1_1 46- | cttttcggcgaccatcg 124-1143 | ctc 9R17_1_1 | tgtcgccctacttcgtca
65 cct 9F31_1 1 | gatctcgcggtcgtcat 001-1022 | ccaa

9F2_1 70- | cgtgatcagcaatccg 147-1167 | tagc 9R18 1 9 | atctgcgagttggatga
89 gcga 9F32_1 1 | attagcggagatggtc 68-987 acc

9F3_1 13 | gatgattccggccttta 162-1181 | ccga 9R19 1 8 | cgctgctcatcgtggcee
6-155 cca 9F33_1 1 | gacctgggcgatctcg 65-884 gag
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9R20_1_8 | cgctggcgacactggt
27-848 cgtcaa

9R21_1 7 | gcctcaaggtggetge
91-812 ggtcaa

9R22_1 7 | aaggccatgctggagg
44-765 acatcg

9R23_1 6 | cgaggatctcggcact
95-715 aagtt

9R24 1 6 | agagcgtgaccctcga
71-692 catgct

9R25 1 6 | ctcggcaccgccaaga
53-672 aggt

9R26_1 6 | aggacaacaccacggt
19-641 catcgac
9R27_1 5 | ggcccgatgeacgcea
73-592 gatcc

9R28_1 5 | cgcgcagatcgagga
52-571 aacca

9R29 1 5 | cacctccgactacgac
34-553 aagg

9R30_1 4 | ggcgttgccatcatceg
79-498 ggt

9R31_1 4 | gtgccaccgaggtcga
54-473 actg

9R32_1 4 | ctgaaggagcgcaag
34-456 gaccgggt
9R33_1 3 | cgaggaaggcatcgtt
79-400 gccgga
9R34_1 3 | gaggcggcgtcacgct
59-380 gctcta

9R35 1 3 | aactcggcagcctgaa
28-347 gtcc

9R36_1 2 | ccggcagatcttcgtga
49-268 acg

9R37_1 2 | catcgtcggcaagctc
09-229 ctgga

9R38 1 1 | cgacgccaaccacgg
83-202 gttcg

9R39 1 1 | tcgacatggtaaaggc
42-161 cgga

9R40_1 7 | aatcgccggattgctga
0-91 tcacg

9R41 1 4 | gacggaggcgatggt
9-70 cgccgaa
10F1 1 4 | cttttcggcgaccatcg
6-65 cct

10F2_1 7 | cgtgatcagcaatccg
0-89 gcga

10F3_1 1 | gatgattccggccttta
36-155 cca

10F4_1 1 | ctgcgegtcgaacceg
75-195 tggtt

10F5_1 1 | ggcgtcgcetetgttcea
96-216 ggag

10F6_1 2 | gcaacgcgcgeegga
79-300 cgatgtt

10F7_1 3 | gcecggccttctggtegt
04-323 cat

10F8 1 3 | ggacttcaggctgcecg

28-347 agtt

10F9 1 3 | gcttgcgtagagcage
52-373 gtgacg

10F10_1 | gtcgacccggtcettge
430-449 gct

10F11_1 | cgacccggatgatggc
477-496 aacg

10F12_1 | ttggccacccgtteetg
509-529 cagc

10F13 1 | gcagcttttccttgtegt
525-546 agtc

10F14 1 | gaggtggtttcctcgat
548-567 ctg

10F15 1 | cgcegtcgatgaccgt
615-636 ggtott

10F16_1 | ttgtccttctcgatcegg
635-654 ac

10F17_1 | ttcttggcggtgececgag
656-678 catgtc

10F18_1 | cacgctctcgaacttag
685-707 tgccga

10F19_1 | gtgccgagatcctcget
701-720 gat

10F20_1 | acttggccaccggtca
722-741 ggat

10F21_1 | tgaccgcagccacctt
792-811 gagg

10F22_1 | gccgegeagcettgttg
814-833 acga

10F23 1 | gacgtcctcggecacg
859-879 atgag

10F24 1 | acggcaggagggcct
915-934 gaacc

10F25_1 | agcttcttgtcgtgcag
941-960 gag

10F26_1 | tgcaggaggatgtagg
953-974 gttcat

10F27_1 | tcggcgttggtgacga
995-1014 | agta

10F28_1 | cgagttcggtctgcag
1059-1078 | cgac

10F29_1 | tgatcacgccctcgttg
1095-1116 | ccgac

10F30_1 | atggccttcgegatcat
1124-1143 | ctc

10F31_1 | gatctcgcggtcgtcat
1147-1167 | tagc

10F32_1 | attagcggagatggtc
1162-1181 | ccga

10F33_1 | gacctgggcgatctcg
1180-1200 | gcgtt

10F34_1 | ttggcgacccgcetgga
1214-1233 | tgtc

10F35_1 | gcgtttcagatccatcg
1267-1286 | ggt

10F36_1 | ggcgacttccttcacca
1387-1408 | tctge

10F37_1 | gagctcgatctccttgg
1435-1455 | cgac

10F38_1 | gccgtecttggtgatec
1462-1483 | gggga

10F39_1 | gggagcgccgtacgat
1480-1499 | ttgg

10F40_1 | atttggccaggatcacg
1494-1514 | ttgc

10F41_1 | cccagcgtcaccttga
1526-1547 | cggcgt

10F42_1 | cgatgccgtgcagcat
1560-1581 | acggtc

10F43_1 | gcgtecgtgctgaattt
1586-1605 | gac

10R1_1_1 | acgtcaaattcagcac
588-1607 ggac

10R2_1 1 | ccgtatgctgcacggce
560-1579 | atcg

10R3_1 1 | tattctcgccaacgccg
536-1558 | tcaagg

10R4_1 1 | gaagggccgcaacgt
503-1522 | gatcc

10R5_1 1 | cgctcececggatcace
467-1486 | aagg

10R6_1 1 | gtcaccgtcgccaagg
442-1461 agat

10R7_1_1 | cgagctctcggataagt
422-1441 | tcg

10R8_1 1 | cgaccaccgcaacggt
335-1355 | tctgg

10R9 1 1 | gttctggcccacgccat
322-1341 | cgt

10R10_1_ | atcgtgcgcgaaggcg
1307-1326 | ccaa

10R11 1 | gcctgaacccgatgga
1273-1292 | tctg

10R12_1 | acatggccgtggaagc
1240-1259 | ggtc

10R13_1 | gtcgccgacatccage
1220-1239 | gggt

10R14_1_ | gtctcgaccaacgccg
1190-1209 | agat

10R15_1_ | ggaccatctccgctaat
1158-1178 | gacg

10R16_1_ | ttcgaacggggctacct
1019-1038 | gtc

10R17_1_ | tgtcgccectacttcgtca
1001-1022 | ccaa

10R18_1_ | atctgcgagttggatga
968-987 acc

10R19_1_ | cgctgctcatcgtggec
865-884 gag

10R20_1_ | cgctggcgacactggt
827-848 cgtcaa

10R21_1_ | gcctcaaggtggctgc
791-812 ggtcaa

10R22_1_ | aaggccatgctggagg
744-765 acatcg

10R23_1_ | cgaggatctcggcact
695-715 aagtt

10R24_1_ | agagcgtgaccctcga
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671-692 catgct 11F13_1 | gtggcaagatccggtt 353-372 cacc

10R25_1 | ctcggcaccgccaaga 571-590 ggag 11R22_1_ | gccaccagtggttgtty
653-672 aggt 11F14 1 | ttggagcaaacagggt 339-358 cta

10R26_1_ | aggacaacaccacggt 585-604 gott 11R23_1_ | cctcecggtttcgtcaca
619-641 catcgac 11F15_ 1 | gaatgttggtccgggct 289-308 gag

10R27_1_ | ggcccgatgcacgca 678-697 gtc 11R24 1_ | tccaagctctgectgtg
573-592 gatcc 11F16_1 | ggctgtcctaacttgatt 250-270 acag

10R28_1_ | cgcgcagatcgagga 691-712 gagc 11R25 1 | tgtgacaggtcacggg
552-571 aacca 11F17_1 | cgccgtttgaatgcggt 237-257 gagtc

10R29 1 | cacctccgactacgac 764-786 cttgaa 11R26_1_ | tgtccggcccggtgat
534-553 aagg 11F18 1 | gcagacattgaaagcc 194-214 ctcaa

10R30_1_ | ggcgttgccatcatcey 805-826 tgagtc 11R27_1_ | tcaacctgtctctggca
479-498 ggt 11F19 1 | gggaaaattacttccga 177-197 ggaa

10R31_1 | gtgccaccgaggtcga 934-956 cacctg 11R28_1 | catcccagacctgtac
454-473 actg 11F20_1 | cgatattcagccttcctg 156-175 ggat

10R32_1 | ctgaaggagcgcaag 964-985 gcat 11R29 1 | acggattcacataagtg
434-456 gaccgggt 11F21 1 | caaacaccttgaagac 141-161 ccag

10R33_1_ | cgaggaaggcatcgtt 1002-1021 | gctc 11R30_1_ | cagtaatcctcttccag
379-400 gccgga 11R1 1 9 | acctcgcgaatgccag 123-143 gctg

10R34_1_ | gaggcggcgtcacgct 74-994 gaagg 11R31_1_ | atcaaaggcaggagc
359-380 gctcta 11R2_1 9 | aatatcgaggagacca 94-116 atgtggtt
10R35_1_ | aactcggcagcctgaa 49-970 gotgtc 11R32_1 | cacaggcctcaacccg
328-347 gtcc 11R3_1 9 | tcccaaccacattactg 51-70 gctg

10R36_1_ | ccggcagatcttcgtga 17-937 ccga 11R33_1_ | aaaggagttgaacggg
249-268 acg 11R4 1 8 | caggctttcaatgtctg 27-47 ttctg

10R37_1 | catcgtcggcaagctc 03-822 cgt 11R34 1 | ggaaattaacagttcag
209-229 ctgga 11R5 1 7 | ctgacatacttttcaaga 2-24 gacgca
10R38_1_ | cgacgccaaccacgg 75-797 ccgcea 12F1 1 1 | gaaattctcatagacgg
183-202 gttcg 11R6_1 7 | agaccgcattcaaacg 0-31 tcgea

10R39_1 | tcgacatggtaaaggc 63-782 gcgt 12F2_1 3 | gcgcattcegteeggt
142-161 cgga 11R7_1 7 | cggcgttgtatcgtatc 4-56 gtctcaa
10R40_1 | aatcgccggattgcetga 48-768 ccat 12F3 1 1 | gccgatggcgacattg
70-91 tcacg 11R8 1 7 | agacagcagcccgctt 00-121 gtggta

10R41_1 | gacggaggcgatggt 16-735 tcaa 12F4 1 1 | ggtatgatcgggcgac
49-70 cgccgaa 11R9 1 6 | cgctcaatcaagttagg 18-139 catgtg

11F1 1 1 | gttaatttcctccagaac 92-713 acagc 12F5 1 1 | accatgtggccgagga
5-36 cegt 11R10_1 | ggaccaacattcaagt 32-151 cacc

11F2_1 1 | ctgcctttgatcttcege 667-689 cttcacc 12F6_1 2 | caccgcgtcgecctca
06-126 agc 11R11_1_ | gagttgtcctcccaact 05-224 atgg

11F3_ 1 1 | cctggaagaggattact 623-645 ccgeat 12F7_1 2 | tggggcggatctgcetg
26-146 ggca 11R12_1_ | atttcaaaaccaccctg 28-247 cacc

11F4 1 1 | gtgaatccgtacaggtc 590-611 tttgc 12F8 1 2 | aagggcgtcgegeec
52-171 tgg 11R13_1_ | ccggatcttgccacca 71-292 gatacag
11F5 1 1 | ggatgtttcctgccaga 565-584 acat 12F9 1 2 | gccgtatgggtgttgca
71-190 gac 11R14 1_ | ccaacatctttgttccct 99-318 gaa

11F6_1 2 | tccagttaatgactccc 550-571 ggta 12F10_1 | agcccgcattcatgeg
27-246 cgt 11R15_1_ | gtagttaaatgtactgct 326-345 gcgt

11F7_1 2 | ctcceegtgacctgtca 530-552 gcgga 12F11 1 | gtcatatcgttgccgta
39-258 cag 11R16_1_ | ccgggaaagtagttctt 356-378 actcag

11F8 1 2 | tttatgctccgcetctgtg 475-495 ctgc 12F12_1 | ccgctcgatcaggttcg
78-297 ac 11R17_1_ | tgcttttggtccctgaac 394-416 gacagc

11F9 1 3 | ccactggtggctticaa 458-477 tg 12F13_1 | gcctgeccgeacctee
48-367 tcg 11R18 1 | gottctgtaacaaggg 415-434 agat

11F10_1_ | gaacctgatatttggcc 420-440 catcc 12F14 1 | cccgcectcaaacagcec
436-455 gct 11R19 1 | atccaaaaccagttgcc 440-460 gatgc

11F11 1 | cgcttgcagttcaggg 399-418 agc 12F15_1 | ttcgacataaatctcga
452-471 acca 11R20_1_ | gagcattacatctgaat 487-509 acccac

11F12_1_ | agaagaactactttccc 365-387 cagcga 12F16_1 | cctcgaactgataaac
477-497 gogt 11R21 1 | atcagcgattgaaagc 552-571 gcca
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12F17_1_ | cggcctttggtecctga
630-651 attgc

12F18 1 | agcggtgagacatccg
653-672 gctc

12F19 1 | tccggctcatccacca
665-684 gcac

12F20_1 | agccattggcgatgcc
696-717 cttcac

12F21 1 | agatcactgtccgcaat
728-747 gga

12F22_1 | atggagatccgcecage
743-765 ggtcctc
12F23 1 | gtcctcggecagcettca
760-782 ccgcta

12F24 1 | gccggtctcatccacg
802-821 atgg

12F25 1 | tagtagcactgaccgg
827-846 gcat

12F26_1_ | ccagacctgcacatgg
937-956 cgtt

12F27_1_ | gtggtgataatccgcect
961-980 caa

12F28 1 | tctcgaacacggttgga
984-1004 | agca

12F29 1 | caccctccgaaaacgg
1050-1069 | ggta

12F30_1 | gcgggacagggaaatt
1081-1100 | ctgg

12F31 1 | tctgggttgaaacactg
1096-1115 | cca

12R1 1 1 | ggcagtgtttcaaccca
095-1114 gaa

12R2_1 1 | taccccgttticggagg
050-1069 | gtg

12R3 1 1 | ggtgtcaaaggctaca
019-1038 cegt

12R4 1 9 | gcgttgaggcggattat
64-983 cac

12R5_1_9 | acctcaaacgccatgt
43-962 gcag

12R6_1 8 | aatgctgaccccgegt
56-877 gatctg

12R7_1 8 | gcatgatgcccggtca
30-851 gtgcta

12R8_1 8 | gtgcccategtggaty
06-825 agac

12R9_1 7 | ctgaatgatccggtagc
76-795 got

12R10_1_ | gaccgctggcggatct
743-762 ccat

12R11_1_ | tctccattgcggacagt
730-749 gat

12R12_1_ | gtgaagggcatcgcea
696-717 atggct

12R13 1_ | gatgagccggatgtct
656-675 cacc

12R14 1_ | caccgctcgcaattca
640-659 ggga

12R15 1_ | gaccaaaggccgagg

622-641 atctg

12R16_1_ | cgcgtctttggcgaga
595-615 ccgtg

12R17_1_ | tctttcgctttggegttta
559-581 tcag

12R18 1_ | cagttcgaggggcgc
539-561 gatctggt
12R19 1 | ctcgaaacagggtggg
501-520 ttcg

12R20_1 | cgagatttatgtcgaag
481-502 gcagc

12R21 1 | ctctggcatcggctgttt
445-465 gag

12R22_1 | cgggcaggctgtccga
404-423 acct

12R23 1 | ctgatcgagcggatcg
383-405 aaagtgg
12R24 1 | ggcctgcetgagttacg
365-384 gcaa

12R25 1 | ctgggccgcttctgcaa
308-327 cac

12R26_1_ | gaaggcccggtgcag
236-255 cagat

12R27_1_ | ttctggccgcetctatge
170-189 gaa

12R28 1_ | gcccgatcataccacc
108-130 aatgtcg
12R29 1 | agacaccggacggaa
31-53 tgcgcecect
12R30_1 | gceetgegaccgtctat
16-35 gag

13F1_1 3- | ggcagtcattacaccg
22 aacc

13F2_1 3 | gcaaaaccccgtttact
2-54 ccgggat

13F3_1 9 | catgcttctgcctacagt
6-116 ctt

13F4_1 1 | tcgaggctgatgctge
25-144 gcat

13F5 1 1 | ctcgtgtgagagacaa
74-195 gttctg

13F6_1 1 | ttctgatcaaaggcccg
91-210 gat

13F7_1 2 | gcgactgatgaaaatg
16-236 ctcag

13F8 1 2 | cgcgatatggacaaga
41-260 tgca

13F9 1 2 | aagatgcaggcggatc
53-274 agtgtt

13F10_1 | tatgtgccgatcgttga
277-296 cca

13F11_1 | accaaaatggcggtat
293-314 gctgaa

13F12_1 | acccggtggcgatcaa
317-336 actg

13F13_1 | gcagatgaccattactg
337-356 gct

13F14_1 | tactggctttccgtcget
349-369 gat

13F15_1_ | gctgatggagatcttty

364-384 gcaa

13F16_1 | caatttgccctaggcat
382-401 cgt

13F17_1_ | ctggatgtcgaagtttc

415-437 cgaacc

13F18 1 | aaccagacgtgtctcc

434-453 gcta

13F19 1 | agatgatttgatggcac
474-495 gggta

13F20_1 | gggtatttggagatgat
491-513 gtcagg

13F21 1 | ttgtcatcgcccgatee
563-584 ggctg

13F22_1 | cggctggtcgaaacaa
579-598 gotg

13F23_1 | tgtcgaaggagcggat
612-631 tacg

13F24_1 | ttgttcgcaaatgggcg
652-671 cga

13F25_1 | acgtgcgggttgecce
681-701 aatgg

13F26_1 | aacggatcgagagtgg
707-726 ccta

13F27_1 | cactccttatgaatgcg

759-780 gtctt

13F28_1 | ttttgcaattctccgetg

787-806 ga

13F29 1 | ttacatcggtaaggccg
807-826 ctt

13F30_1 | ccgctttggcggatca

821-840 ggca

13F31_1 | agacaaatccgtcecgc
856-877 tgacta

13F32_1 | gtgcaccgaatcttggc
897-916 ctt

13F33_1 | ggcctttgatggctgag
911-930 ggt

13F34_1 | agtggcctctgcetgeat
945-966 attcg

13F35_1 | tcgcccgagtttgaggt
964-985 gaacg

13F36_1 | cccgacacgceggatc

1021-1040 | gagtt

13F37_1 | gactgaacacggtatg

1044-1063 | cgat

13F38_1 | gtacaagagaaattctg
1072-1093 | gcgct

13R1 1 1 | cgccagaatttctcttgt
070-1091 | acga

13R2_1 1 | gacggcccatcgcata
049-1071 | ccotgtt

13R3_1 1 | accgtgttcagtcatca
036-1056 actc

13R4_1 1 | tgtcgggtgcccaatg

008-1027 | cgac

13R5 1 9 | accatccctatggcga

82-1001 cgtt

13R6_1 9 | aactcgggcgaatatg
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55-974 cagc

13R7_1 9 | agcagaggccacttgc
38-957 cceca

13R8_1 8 | atcaaaggccaagatt
99-920 cggtgc

13R9_1 8 | gccctcgatagtcage
66-885 ggac

13R10_1_ | cagcggacggatttgt
854-873 ctgg

13R11 1 | cgccaaagcggcctta
811-831 ccgat

13R12_1_ | taccgatgtaatccagc
798-817 gga

13R13_1_ | attgcaaaagcgctca
775-795 agacc

13R14 1 | tgttctcgegtcgceatat
738-760 ccgac

13R15 _1_ | gccactctcgatcegtt
704-723 caa

13R16_1_ | attggggcaacccgca
680-699 cgta

13R17_1_ | aggtcgcgcccatttge
655-674 gaa

13R18 1 _ | tcccaaagcggcattc
628-647 cgta

13R19 1_ | cgtaatccgctccttcg
611-631 acat

13R20_1_ | cgacatagatctcgaa
596-616 cccac

13R21 1 | cttgtttcgaccagccg
576-595 gat

13R22_1_ | agccggatcgggcgat
563-583 gacaa

13R23_1_ | aagggcaacctcttgta
529-548 tcg

13R24 1 | atctccaaatacccgtg
485-504 cca

13R25_1 | tggttcggaaacttcga
417-438 catcc

13R26_1_ | ccagggcaagcacga
392-412 tgccta

13R27_1_ | aagatctccatcagcg
358-378 acgga

13R28_1_ | gacggaaagccagta
344-363 atggt

13R29 1_ | ctgccagtttgatcgee
321-340 acc

13R30_1_ | taccgccattttggtcaa
288-307 cg

13R31_1 | taacactgatccgectg
253-275 catctt

13R32_1_ | gctgagcattttcatca
217-237 gtcg

13R33_1_ | agcgcatccgggccttt
196-215 gat

13R34_1_ | cagaacttgtctctcac
174-195 acgag

13R35_1_ | actttcgaagactgtag
101-123 gcagaa

13R36_1_ | cggcttcgacacccgg
45-64 agta

13R37_1_ | cggagtaaacggggtt
32-51 ttgc

13R38_1_ | acgcgtcggttcggtgt
7-29 aatgac

14F1 1 2 | ggccgecttggeacgt
2-41 tcac

14F2_1 3 | ttcacgagagcttggat
7-57 tgac

14F3_1 5 | attgaccgattcgcgga
2-71 agg

14F4 1 6 | aagggcatctcgcaga
8-88 ctgtc

14F5_1 9 | taccggctgtcectggaa
4-114 tgtc

14F6_1 1 | ggaattcgtcgggtag
17-136 ccag

14F7_1 1 | tagccaggccaccagt
30-151 tcggta

14F8_1 1 | cggtacccagttctgec
47-166 gaa

14F9_1 1 | tgccgaagagacggg
60-179 cacat

14F10_1_ | gtgccgagttccggeg
197-219 aatacca
14F11_1_ | aataccagggcgaggt
213-233 gatcc

14F12 1 | ctaccagccagaagtc
264-285 cggtgc

14F13 1 | cggtgcgtagtcticga
280-299 tgg

14F14 1 | gatgggcttgccatcg
295-315 agctt

14F15 1 | caccagttggtggctg
322-341 aacg

14F16_1 | gaccggccttgaccag
348-367 ttcc

14F17_1_ | ggcttctttaccgatgta
382-403 gtcc

14F18_1 | ggccaagattgcattg
429-449 gaagg

14F19 1_ | gccggtgcgatgacca
515-536 tcaggt

14F20_1 | caggttgtattgttcgcc
532-552 gac

14F21_1_ | gaatggcgttccagac
558-577 ggtc

14F22_1 | gtagcccttttcgecgg
613-633 agaa

14F23_1 | ggccgtaatagggceac
684-703 ttcg

14F24_1 | cgtaccgcttcgeega
704-723 ccag

14F25_1 | gccagcaggtcctcgg
728-747 actt

14F26_1 | tcggacttaggtccttg
740-760 aacc

14F27_1 | cgaagcgcatgccatg

798-819 attgac

14F28_1 | agtaggccaggtccga
831-850 atcg

14F29 1 | ggccgtgttcgtcgea
912-933 gagcac

14F30_1 | acatagcgccccatcat
935-954 gga

14F31 1 | tcacgagtgcagacgt
971-990 agtt

14F32_1 | gtagttgcagaaggcc
985-1004 | tctg

14F33 1 | atcctcggggcgceaca
1099-1118 | tagg

14F34 1 | gggtgatacatgcgatt
1124-1146 | gtagac

14F35 1 | gacggtggccttccag
1144-1163 | cagc

14F36_1 | tcgacggagaggtgcc
1169-1188 | agta

14F37_1_ | ccagtagggagacttg
1183-1202 | cgaa

14F38_1 | cgaacccgattggaga
1199-1218 | gcaa

14F39_1 | caatagctgaatgcca
1216-1235 | gggt

14F40_1_ | gccactctgacggagg
1237-1258 | ttgacc

14F41_1_ | gtcgatggactgctgg
1279-1299 | aagtt

14F42_1 | cactcctegtecttgget
1322-1342 | gat

14F43 1 | gtcgaggagacgtatg
1356-1375 | cctt

14R1 1 1 | tacgtctcctcgacacc
349-1369 cgct

14R2 1 1 | cgctcggaccatcagc
330-1352 caaggac
14R3_1 1 | ggagtgccgegecatg
308-1327 | acac

14R4_1 1 | caacttccagcagtcca
280-1300 | tcga

14R5_1_1 | ctccgtcagagtggceg
231-1251 accct

14R6_1 1 | gctattgctctccaatcg
202-1222 | ggt

14R7_1_1 | aatcgggttcgcaagtc
190-1209 | tcc

14R8_1_1 | ccctactggcacctctc
172-1191 | cgt

14R9 1 1 | gctgctggaaggecac
144-1163 | cgtc

14R10_1_ | tatgtgcgccccgagg
1097-1116 | atgg

14R11_1_ | gagcggcccattcgeg
1014-1035 | tcaagg

14R12_1_ | tccatgatggggcgct
934-954 atgtg

14R13_1_ | tatgtggtgctctgcga
919-939 cgaa
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14R14 1_ | aggacgagttctggttc
854-875 accat

14R15 1_ | attcggacctggcctac
827-848 tggtt

14R16_1_ | ggttcaaggacctaagt
740-760 ccga

14R17_1_ | agcggtacgcgaagtg
693-712 ccct

14R18_1_ | acgtcttcatctcccag
637-656 acc

14R19 1_ | ttctccggcgaaaagg
611-633 gctacga
14R20_1_ | cgagaccgtctggaac
561-580 gcca

14R21 1_ | aacctgatggtcatcgc
518-537 acc

14R22_1_ | cctacgggcaggatct
463-482 cgac

14R23 1_ | acgagaccaacccctt
439-461 ccaatgc
14R24 1_ | ccaaggaggcggact
393-413 acatcg

14R25_1_ | atcggtaaagaagccc
377-396 tgga

14R26_1_ | gagcgcacccgggaa
359-378 ctggt

14R27_1_ | atggcaagcccatcga
289-308 agac

14R28 1 | tcgaagactacgcacc
275-296 ggactt

14R29 1 | cggcagcgaacccaat
234-253 ggct

14R30_1_ | cgccctggtattcgecy
205-224 gaa

14R31_1 | gaactcggcaccaaca
186-207 tcgeca

14R32_1_ | tgcccgtctcttcggea
154-176 gaactg

14R33_1_ | tggctacccgacgaatt
116-135 cct

14R34_1_ | acattccaggacagcc
94-113 gota

14R35_1 | ccggtagccgegaca
80-99 gtctg

14R36_1_ | acagtctgcgagatgc
68-87 cctt

14R37_1_ | atgcccttccgegaatc
56-75 got

14R38_1_ | gaatcggtcaatccaa
42-63 gctctc

15F1 1 2 | ggccgcecttggeacgt
2-41 tcac

15F2_1 3 | ttcacgagagcttggat
7-57 tgac

15F3 1 5 | attgaccgattcgcgga
2-71 agg

15F4 1 6 | aagggcatctcgcaga
8-88 ctgtc

15F5 1 9 | taccggctgtcctggaa

4-114 tgtc

15F6_1 1 | ggaattcgtcgggtag
17-136 ccag

15F7_1 1 | tagccaggccaccagt
30-151 tcggta

15F8_1 1 | cggtacccagttctgec
47-166 gaa

15F9 1 1 | tgccgaagagacggg
60-179 cacat

15F10_1 | gtgccgagttccggeg
197-219 aatacca
15F11 1 | aataccagggcgaggt
213-233 gatcc

15F12_1 | ctaccagccagaagtc
264-285 cggtgc

15F13 1 | cggtgcgtagtcttcga
280-299 tgg

15F14 1_ | gatgggcttgccatcg
295-315 agctt

15F15 1 | caccagttggtggctg
322-341 aacg

15F16_1 | gaccggccttgaccag
348-367 ttcc

15F17_1_ | ggcttctttaccgatgta
382-403 gtcc

15F18 1 | ggccaagattgcattg
429-449 gaagg

15F19 1 | gccggtgegatgacca
515-536 tcaggt

15F20_1 | caggttgtattgttcgcc
532-552 gac

15F21 1 | gaatggcgttccagac
558-577 ggtc

15F22_1 | gtagcccttttcgeegg
613-633 agaa

15F23 1 | ggccgtaatagggcac
684-703 ttcg

15F24 1 | cgtaccgcttcgecga
704-723 ccag

15F25_1 | gccagcaggtcctcgg
728-747 actt

15F26_1 | tcggacttaggtccttg
740-760 aacc

15F27_1_ | cgaagcgcatgccatg
798-819 attgac

15F28 1 | agtaggccaggtccga
831-850 atcg

15F29 1 | ggccgtgttcgtegea
912-933 gagcac

15F30_1 | acatagcgccccatcat
935-954 gga

15F31_1 | tcacgagtgcagacgt
971-990 agtt

15F32_1 | gtagttgcagaaggcc
985-1004 | tctg

15F33_1 | atcctcggggegcaca
1099-1118 | tagg

15F34_1 | gggtgatacatgcgatt
1124-1146 | gtagac

15F35_1 | gacggtggccttccag
1144-1163 | cagc

15F36_1_ | tcgacggagaggtgcc
1169-1188 | agta

15F37_1 | ccagtagggagacttg
1183-1202 | cgaa

15F38 1 | cgaacccgattggaga
1199-1218 | gcaa

15F39 1 | caatagctgaatgcca
1216-1235 | gggt

15F40_1 | gccactctgacggagg
1237-1258 | ttgacc

15F41 1 | gtcgatggactgctgg
1279-1299 | aagtt

15F42_1 | cactcctegtecttgget
1322-1342 | gat

15F43_1_ | gtcgaggagacgtatg
1356-1375 | cctt

15R1_1 1 | tacgtctcctcgacacc
349-1369 | cgct

15R2_1 1 | cgctcggaccatcage
330-1352 | caaggac
15R3 1 1 | ggagtgccgegecatg
308-1327 | acac

15R4_1 1 | caacttccagcagtcca
280-1300 | tcga

15R5 1 1 | ctccgtcagagtggeg
231-1251 | accct

15R6_1 1 | gctattgctctccaatcy
202-1222 | got

15R7_1 1 | aatcgggttcgcaagtc
190-1209 | tcc

15R8 1 1 | ccctactggcacctctc
172-1191 | cgt

15R9 1 1 | gctgctggaaggecac
144-1163 cgtc

15R10_1 | tatgtgcgccccgagg
1097-1116 | atgg

15R11_1_ | gagcggcccattcgeg
1014-1035 | tcaagg

15R12_1 | gtgccatccatgatgg
938-960 ggcgcta
15R13 1 | tatgtggtgctctgcga
919-939 cgaa

15R14 _1_ | aggacgagttctggttc
854-875 accat

15R15 1_ | attcggacctggcctac
827-848 tggtt

15R16_1 | ggttcaaggacctaagt
740-760 ccga

15R17_1_ | agcggtacgcgaagtg
693-712 ccct

15R18 1 | acgtcttcatctcccag
637-656 acc

15R19 1_ | ttctccggcgaaaagg
611-633 gctacga
15R20_1_ | cgagaccgtctggaac
561-580 gcca

15R21_1_ | aacctgatggtcatcgc
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518-537 acc 24-446 atgtctc 82-902 cgcca

15R22_1_ | cctacgggcaggatct 16F10_1 | gacccagggccgacy 16R8 1 8 | cggtcegttcttggect
463-482 cgac 464-483 atctg 31-852 gttcg

15R23 1_ | acgagaccaacccctt 16F11 1 | ctgatggcgcgggtett 16R9_1 8 | gctgccttgeccgatata
439-461 ccaatgc 481-503 tggcga 05-824 gtc

15R24 1_ | ttggccacatggtgccc 16F12_1 | aggcggtgcgcgatat 16R10_1_ | agtcctcgggcgaatt
414-434 aagg 503-524 ccgctt 789-808 gcag

15R25 1 | ccaaggaggcggact 16F13 1 | gctggcctttcaggga 16R11 1 | caggccgcattcatac
393-413 acatcg 540-559 gtcg 759-780 ggcgtg
15R26_1_ | atcggtaaagaagccc 16F14 1 | cgctcaggctggtcga 16R12_1 | gggtcatgtcgttgcca
377-396 tgga 574-594 aacag 730-751 tagct

15R27_1_ | gagcgcacccgggaa 16F15 1 | cgagggttcggaactg 16R13_1 | cgctcgatattgttggg
359-378 ctggt 615-634 ggca 691-710 gca

15R28 1 | atggcaagcccatcga 16F16_1 | atgccgctgtggaacg 16R14 1 | cggcaaacagcgcgtt
289-308 agac 634-656 cgctgtt 642-661 ccac

15R29 1 | tcgaagactacgcacc 16F17_1 | gccggtgcggacctga 16R15_1 | cagttccgaaccctcg
275-296 ggactt 661-680 acgt 611-630 acat

15R30_1_ | cggcagcgaacccaat 16F18 1 | cccaacaatatcgagc 16R16_1_ | cctgtttcgaccagcct
234-253 ggct 694-713 gcgt 576-595 gag

15R31_1_ | cgccctggtattcgecy 16F19 1 | gottgttgagctatgge 16R17_1 | cgcgccaccacaagct
205-224 gaa 722-742 aacg 556-575 cgac

15R32_1_ | gaactcggcaccaaca 16F20_1 | gcgagaacacgccgt 16R18 1 | aggccagccgcttgta
186-207 tcgeca 752-771 atgaa 526-547 gcggaa
15R33_1_ | tgcecgtctettcggea 16F21 1 | aagttctgcaattcgcc 16R19 1 | aaaagcggatatcgcg
154-176 gaactg 784-803 cga 507-526 cacc

15R34 1 | tggctacccgacgaatt 16F22_1 | cgaggactatatcggc 16R20_1_ | aagacccgcgccatca
116-135 cct 801-822 aaggca 476-497 gatcgt

15R35_1_ | acattccaggacagcc 16F23_1 | caaggcagcactggc 16R21_1 | ccagcggcgagacat
94-113 ggta 816-837 cgaacag 435-454 cgggt

15R36_1_ | ccggtagcecgegaca 16F24 1 | cagatccgggcactgg 16R22_1 | atccccagceccgaatt
80-99 gtctg 859-880 tgatcg 378-398 gcagc

15R37_1_ | acagtctgcgagatgc 16F25 1 | cggtggcgagattccg 16R23_1 | cagcgacagccagtaa
68-87 cctt 879-898 ccct 344-363 tgat

15R38_1 | atgcccttccgegaate 16F26_1 | gtcagcgatccattcce 16R24 1 | tgatcggcggcecagttt
56-75 ggt 951-972 ctgaa 328-347 cac

15R39_1 | gaatcggtcaatccaa 16F27_1 | atggtggatcgcagcc 16R25 1 | cgccacgatgatcgac
42-63 gctctc 997-1017 attgg 285-304 cotg

16F1_1 6 | gggtcaagggctatac 16F28 1 | gcaccgggatggaagt 16R26_1 | gcacgtagtaacactg
8-87 cgtc 1025-1047 | ggaaacg 261-283 gtcatcg
16F2_1 9 | aatcacatgttgctgcc 16F29 1 | tacggtgcgcgaggg 16R27_1_ | tcgggcccctggatge
1-110 cac 1068-1088 | gttctg 190-209 tgac

16F3_1 1 | aggccgattgcgecca 16R1 1 1 | atgccgtcgggcegtttc 16R28_1_ | gtcccagacctgcaca
28-149 tctgaa 037-1058 | cactt 152-171 tott

16F4 1 2 | atcagcccgcgcgaca 16R2_1 9 | cgcccaatggctgcga 16R29 1 | gttccttcagatgggcg
32-251 tgga 99-1020 tccacc 135-154 caa

16F5 1 2 | gatggccgatgaccag 16R3_1 9 | atgccgatcgcgacatt 16R30_1_ | gcaggctgtcgaacac
55-274 tgtt 79-998 cac 108-127 cgtg

16F6_1 2 | acgtgcccacggtcga 16R4_1 9 | acattcacgccgaattc 16R31_1 | cgtgggcagcaacatg
78-297 tcat 67-986 agg 92-111 tgat

16F7_1 3 | ccgatcattactggctg 16R5 1 9 | ttcaggggaatggatc 16R32_1 | gtgattgtagacggtat
41-360 tcg 50-972 gctgacc 74-96 agccct

16F8 1 3 | tggcgacctgctgcaat 16R6_1 8 | cagcggccaggcatc

69-388 tcg 99-918 ctgac

16F9 1 4 | gagatcgtcgaacccg 16R7_1 8 | tgacagggcggaatct




ANEXO Il — LISTA DOS MELHORES INICIADORES ESPECIFICOS TESTADOS in silico

2033984-2035078 ruegeria pomeroyi dss-3, complete genome

1F3 128-149 aggccgattgcgcccatctgaa 1R18 526-547 aggccagccgcttgtagcggaa
16F3 128-149 aggccgattgcgeccatctgaa 16R18 526-547 aggccagccgcttgtagcggaa
2182262-2183365 roseobacter denitrificans och 114 chromosome, complete genom
2F12 487-506 | gceegtatctttggegacag | 2R5 954-974 | ctccaggcagceggaagtgace
194538-195680 candidatus pelagibacter ubique htcc1016 a3qgdraft scaffold 1.2, whole genome shotgun sequence
3F3178-198 | gatgttgcagtggagcgacaa | 3R3 739-758 | tcagcatctgcatggtacga
81660-82583 sar324 cluster bacterium scgc aaa240-j09 aaa240-j09 cont465, whole genome shotgun sequence
4F17571-590 | gtggcaagatceggttggag | 4R 803-822 | aaggctttcaatgtctgcgt
37339-38433 phaeobacter gallaeciensis angl contig175, whole genome shotgun sequence
5F3 113-133 | tgtttgacagcctggaatacy |  5R21028-1049 | ggtgtctcaacttccaacgcag
2452182-2453288 dinoroseobacter shibae dfl 12 chromosome, complete genome
6F2 98-117 \ atgccgatggcaacattcgt \ 6R2 868-888 \ aagttgatgcagcttctgacc
2383058-2384161 jannaschia sp. ccs1 chromosome, complete genome
7F10 365-384 | ttgccgtagetgagcaatee | 7R13730-749 | tctccatcgeggacagtgat
1542571-1543728 ruegeria sp. tm1040 chromosome, complete genome
8F22 553-572 | ttcgaactggtagacgecaa |  8R21105-1124 | ggtttgccatgaccgttctg
36281-37900 alpha proteobacterium bal199 1103548001519, whole genome shotgun sequence
9F20 722-741 acttggccaccggtcaggat 9R3 1536-1558 tattctcgccaacgccgtcaagg
10F20 722-741 acttggccaccggtcaggat 10R19 865-884 cgctgctcatcgtggecgag
13113-14168 sar324 cluster bacterium scgc aaa001-c10 alc10 cont214, whole genome shotgun sequence
11F13571-590 | gtggcaagatccggttggag | 11R5775-797 | ctgacatacttttcaagaccgca
139-1254 ruegeria mobilis 1926 1926 contig_3, whole genome shotgun sequence
12F21 728-747 \ agatcactgtccgcaatgga \ 12R4 964-983 gcgttgaggcggattatcac
500200-501294 ruegeria sp. tw15 contig00006, whole genome shotgun sequence
13F16 382-401 | caatttgccctaggeategt | 13R12798-817 | taccgatgtaatccagegga
773394-774821 halomonas elongata dsm 2581, complete genome
14F10 197-219 gtgccgagttccggcegaatacca 14R20 561-580 cgagaccgtctggaacgcca

15F21 558-577 aaatggcgttccagacggtc 15R6 1202-1222 gctattgctctccaatcgggt
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ANEXO Il - LISTA DOS INICIADORES DEGENERADOS

(MELHORES EM NEGRITO)

laF 5' GCTGGGCATACACCGTGtayaaymrnat 3'
2aF 5' GCTGGGCATACACCGTGtayaaymrnatg 3¢
1bF5  CCTGAAGAAGCACGTGCAGntntggraygt 3¢
1cF 5' CGAGAACGGCGGCATGNtnaaygaycc 3¢
2CF 5' CGGCGGCATGCTGaaygayccnrt 3'
1dF 5' GTGTGGCCCATGGCCrtncarggncc 3'
leF 5' TGGTCCAAGCAGGGAggntwygarrt 3'
2¢eF 5' GGTCCAAGCAGGGAGGCtwygarrtnta 3'
3eF 5' GTCCAAGCAGGGAGGCTTygarrtntayg 3'
1fF 5' TGGACCACGAGAACAACccnywysartg 3'
1aR 5' GAACatnykrttrta 3
2aR 5' GArcatnykrttrt 3
3aR 5' Gwrcatnykrtt 3
1bR 5' ACCTGCCGCTCGCAGshnacrtycca 3
1cR 5' GGCCAGCTTCACCACCAynggrtcrttna 3'
2CR 5' GGCCAGCTTCACCACCaynggrtcrtt 3'
1leR 5' TCCGAGTCGTGCACGTAGayytcrwancc 3'
2¢R 5' GCTCCGAGTCGTGCACGtanayytcrwa 3'
3eR 5' TTGAGCTCCGAGTCGTGCrcrtanayytc 3
1fR 5’ GGCCCAGGCCGcaytsrwrngg 3
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