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RESUMO

Melampus coffeus é um gastropoda pulmonado comumente encontrado em
estuarios da costa oeste do Atlantico e sao importantes recicladores de nutrientes
pelo fato de serem macrodetritivoros. Considerando a importancia ecolégica do M.
coffeus, seu potencial como bioindicador e sua distribuicdo em estuarios submetidos
a diversos niveis de pressdo antropica, o0 objetivo do presente trabalho foi
caracterizar a diversidade genética de suas populacdes ao longo da costa Cearense
usando como ferramenta molecular o gene mitocondrial COIl. Os espécimes foram
coletados em seis estuarios da costa Cearense (Rio Ceara, Coc6, Pacoti, Acarad,
Guriu e Barra Grande). No total foram analisadas 138 sequéncias contendo 426 pb
cada. Foram encontrados 81 haplotipos com 73 destes ocorrendo de forma
exclusiva, sendo o haplétipol o mais abundante ocorrendo 45 vezes e em todos 0s
estuarios. A diversidade haplotipica apresentou valor médio de 0,893 e a
nucleotidica teve média de 0,00526. As variacBes entre as sequéncias ocorreram na
sua maioria dentro das populacdes e os indices de diversidade demonstraram um
alto grau de variacdo intrapopulacional e pouca variacdo interpopulacional.
Observou-se que o0s estuarios apresentaram baixa estruturacdo génica com indice
de fixacao (Fst) de 0,0069 (P=0,02). A diferenca entre as populacdes obtida através
do numero de substituicbes apresentou valores baixos que variaram entre 0,004 e
0,006, indicando baixo grau de divergéncia entre os estuarios. Os testes de
neutralidade apresentaram valores negativos e estatisticamente significativos,
indicando que a populacéo passou por uma expansao recente, corroborando com 0s
resultados obtidos com a analise mismatch distribution e pela rede de haplétipos.
Comparando as sequéncias Cearenses com outras provenientes da Florida e Porto
Rico constatou-se um alto grau de estruturacdo génica com as variacdes ocorrendo
principalmente entre os grupos. Conclui-se que os organismos da costa Cearense
apresentaram variabilidade genética alta sem um claro padrdo de estruturacdo e
com um possivel crescimento populacional recente. As populacdes Cearenses
mostraram um alto grau de diferenciagdo daquelas descritas para Porto Rico e
Flérida, e parecem apresentar, em relagcdo a elas, um processo de estruturacao
populacional longo e estavel no decorrer do tempo.

Palavras-chave: Melampus coffeus, variabilidade genética, COI, Ceara.



ABSTRACT

Melampus coffeus is a pulmonate gastropod commonly found in estuaries along the
west coast of the Atlantic. They are important nutrient recyclers because they are
macro-detritivorous organisms. Considering the ecologic importance of M. coffeus, its
pontencial as a bioindicator and its distribution in estuaries subjected to various level
of anthropogenic pressure, this project aimed at characterizing the genetic diversity
of M. coffeus populations along the coast of Ceara using the mitochondrial gene COI
as a molecular tool. Samples were collected from six estuaries of Ceara's coast
(Rivers Ceara, Coc0, Pacoti, Acarau, Gurit and Barra Grande). During the
experiment 138 sequences were analysed, each one containing 426bp. We found 81
haplotypes, 73 of these occurring uniquely Haplotype 1 was the most abundant,
occurring 45 times across all the estuaries. The haplotype diversity showed middle
value of 0.893 and the nucleotide diversity showed middle of 0.00526. The variations
between the sequences occurred mostly within populations and the diversity rates
showed a high degree of intra-population variation and little inter-population variation.
A low level of genetic structuring was observed among the estuaries, with an overall
fixation index (Fst) of 0.0069 (P=0.02). The difference between populations,
estimated through the number of substitutions, was 0.004 and 0.006, indicating a low
degree of divergence between the estuaries. The neutrality tests showed statistically
significant negative values, indicating that the population is likely to have suffered a
recent expansion. This is in agreement the results obtained from the mismatch
distribution analysis and the haplotype network. Comparing populations from Ceara
with those from Florida and Puerto Rico it was observed a high degree of genetic
structuring with the variations occurring mainly between the groups. In conclusion, M.
coffeus from Ceara's coast showed high genetic variability with no detectable
structuring among estuaries. The local populations seem to have suffered a recent
expansion. The populations from Ceara are clearly isolated from those from Puerto
Rico and Flérida sugesting a long and stable process of population structuring over
time.

Key-words: Melampus coffeus, genetic variability, COI, Ceara.
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1 INTRODUCAO

1.1 Caracterizacdo dos manguezais e 0s impactos sofridos por eles

O manguezal é um ecossistema costeiro, de transicdo entre os ambientes
terrestre e marinho, caracterizado por uma vegetacdo lenhosa tipica associada a
outros componentes da flora e fauna, adaptados as condi¢bes fisico-quimicas
limitantes de salinidade, substrato inconsolidado, ambiente pouco oxigenado e com
frequente submerséo pelas marés (SCHAEFFER-NOVELLI, 1995).

O ecossistema manguezal desempenha diversas funcdes naturais de
grande importancia ecolégica e econdmica, dentre as quais se destaca a
sustentacdo da cadeia trofica costeira, por ser fonte de detritos orgéanicos para
aguas costeiras adjacentes e o fato de servirem como area de refagio, alimentacéo e
reproducdo para muitas espécies animais, incluindo as de valor econdmico
(LACERDA, 1984; LUGO & SNEDAKER, 1974; NAGELKERKEN et al, 2002;
VANNUCCI, 2001). Os manguezais atuam como barreira contra a acao das ondas,
marés e ventos, protegendo as zonas costeiras contra erosdo (LACERDA, 1984;
LUGO & SNEDAKER, 1974; SCHAEFFER-NOVELLI, 2001). Também imobilizam
substancias poluentes, funcionando como um filtro biol6égico em que bactérias
aerdbias e anaerdbias trabalham a matéria organica e a lama promovendo a fixacdo
e a inertizacdo de particulas contaminantes, como os metais pesados (LACERDA,
1984; LUGO & SNEDAKER, 1974; VANNUCCI, 2001).

Apesar de comprovada importancia dos manguezais, a intensa utilizacao
dos recursos nhaturais vem ameacando a existéncia desse ecossistema,
principalmente porque muitas dessas regifes litoraneas se tornaram grandes
centros populacionais e econdmicos (SCHAEFFER-NOVELLI et al, 2000). Os
principais agentes causadores de impactos nos manguezais incluem o barramento
de rios, os extrativismos animal e vegetal, agropecuéaria, incluindo a aquicultura,
producdo de sal e a urbanizagdo, que resultam em pressbes sobre o balanco de
sedimento e agua, o fluxo de nutrientes e poluentes nos estuarios (ELLISON &
FARNSWORTH, 1996; 2001; FONDO & MARTENS, 1998; VARJABEDIAN, 1995).



Ao longo da costa Cearense existem 22 rios que desembocam no mar
formando zonas estuarinas com presenca da vegetacdo de mangue, onde diversos
fatores agem causando impactos sobre seu equilibrio (SEMACE, 2006). Abaixo
estdo descritos 0s agentes impactantes que atuam nos manguezais aqui analisados.

No Estuario do Rio Acaral a extracdo de madeira para construgdo de
casas e a instalacdo de fazendas para o cultivo de camardo vem despertando
preocupacao por conta da degradacdo e descaracterizacdo do manguezal (MAIA,
2010).

No Estuario do Rio Ceara, em 1999, foi criada a APA desse estuario com
uma area de 2744,89 ha, nela esta inserida uma é&rea de manguezal com
aproximadamente 500 ha, localizada na divisa entre os municipios de Fortaleza e
Caucaia, sendo esta uma unidade de conservacao de uso sustentavel. Os principais
problemas existentes na APA sdo decorrentes da acao antropica, ocasionadas pela
ocupacao irregular das margens do rio com barracas para vendas de bebidas e
alimentos, estaleiros e construcdes diversas, além do desmatamento, das
gueimadas e da pesca predatéria (SEMACE, 2012a).

O Estuario do Rio Coc6 pode ser caracterizado como um ambiente
fortemente impactado pelas atividades humanas ao longo da bacia de drenagem,
que ocorre principalmente pela emissdo de esgoto doméstico sem tratamento
adequado (MOLISANI, 2005). Além das ac¢des humanas, os fatores ambientais
como o avanco das dunas em direcdo ao leito do rio, 0 assoreamento do manguezal
e a formacgdo de bancos de areia na sua foz comprometem a estabilidade nesse
ambiente (VIANA, 1996).

O Rio Pacoti possui 150 km de extensdo com a vegetacdo de mangue
distribuida por 15 Km a partir de sua foz, apresentando uma area estuarina com
cerca de 160 ha. Em 2000 foi criada a Area de Protecdo Ambiental do Rio Pacoti,
com 2915 ha, abrangendo os municipios de Fortaleza, Eusébio e Aquiraz
(GORAYEB et al, 2005; SEMACE, 2012b). Os principais problemas existentes na
APA do Rio Pacoti sdo decorrentes da acdo antrépica, ocasionados pela
especulacdo imobiliaria, com a construcdo de casas de veraneio, condominios

fechados e empreendimentos hoteleiros, emisséo de residuos soélidos nas margens
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do manancial, ocupacgédo por residéncias na area de preservacao permanente do rio
e tréfego de veiculos sobre as dunas (SEMACE, 2012).

O municipio de Icapui tem a pesca como a principal atividade econémica,
onde estéa incluso o Estuario de Barra Grande. Com o aumento da urbanizacdo e o
estabelecimento da carcinicultura, houve uma perda de 12% da area original dos
manguezais (MONTEIRO et al, 2004).

O processo de gestdo ou manejo ecoldgico nas areas de manguezais
exige ndo somente consideracfes socioeconbmicas, como também conhecimentos
sobre seus sistemas bioldgicos e os processos fisicos. Dai, a necessidade de se
conhecer organismos vivos que nos permitam avaliar ou predizer, somente com sua
presenca ou auséncia e respostas ecoldgicas as condicfes presentes no habitat,
que determinadas perturbacbes oceanogréaficas, climaticas, biolégicas ou de
influéncia antrépica estdo atuando no ambiente (SOTO & LEIGHTON, 1999).

1.2 Uso do DNA mitocondrial em estudos moleculares

Com o advento de avancados métodos moleculares, os dados genéticos
atualmente desempenham um papel importante na condugdo do manejo,
conservagao e avaliagdo de organismos marinhos (AVISE, 1994). Dentro desses
métodosestdo as ferramentas que usam DNA mitocondrial, onde seu frequente uso
resultou no aumento de estudos nas areas de filogenia molecular, genética de
populacées e aspectos de conservacdo da qual a deteccdo de polimorfismo em nivel
molecular de populac¢des naturais € necessaria, e tem mostrado ser eficiente e um
excelente ponto de partida nos estudos moleculares (AVISE, 2004; MAO et al,
2011). O DNA mitocondrial exibe algumas particularidades em sua estrutura, que
permitem o acumulo rapido de mutacdes pontuais favorecendo a identificacdo de
variacdes entre individuos (BROWN, 1983).

Entre os marcadores moleculares usados, o gene da subunidade | da
Citocromo ¢ Oxidase (COIl) destaca-se por possuir inUmeras vantagens como a
possibilidade de utilizagdo de um primer universal para a maioria dos animais e por
apresentar maiores taxas mutacionais e sinal filogenético que auxiliam na

discriminacao de grupos muito préximos (HEBERT et al, 2003).
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Como prova da eficiéncia do gene COI em estudos moleculares, varias
pesquisas vem sendo realizadas com o intuito de caracterizar o padrao
filogeografico, a estrutura e a variabilidade genética de populagcdes de invertebrados,
incluindo os moluscos, usando como ferramenta esse gene isolado ou em
associacdo com outros genes (e.g. CHO et al, 2007; GHARBI et al, 2010;
KATSARES et al, 2008; MAO et al, 2011; YUAN et al, 2009).

Pesquisas no campo genético também vém sendo desenvolvidas para o
melhor conhecimento dos Pulmonata. Prasankok & Panha (2011) em sua pesquisa
teve como objetivo detectar o grau de estruturacao génica do gastropoda pulmonado
terrestre Cryptozon asiamensis. Varios ensaios acerca da filogenia molecular dos
pulmonados também ja foram realizados (e.g. DAYRAT et al, 2011; KETMAIER et al,
2006; MOUSSALLI et al, 2009; RUNDELL et al, 2004).

1.3 A biologia de Melampus coffeus

De acordo com Martins (1996), no trabalho mais recente realizado sobre a
taxonomia do grupo, a espécie Melampus coffeus apresenta a seguinte classificacédo
sistemética:

Filo Mollusca

Classe Gastropoda Curvier, 1787
Subclasse Pulmonata Curvier, 1817
Ordem Archaeopulmonata Morton, 1955
Familia Ellobiidae H & A. Adams, 1855
Subfamilia Melampinae Pfeiffer, 1853
Género Melampus Montfort, 1810
Espécie Melampus coffeus (Linnaeus, 1758)

A ecologia e fisiologia da Familia Ellobiidae tém despertado grande
interesse, uma vez que esse grupo representa a transicdo dos moluscos do
ambiente marinho para o terrestre, sendo provavelmente o grupo vivo mais primitivo
dos Pulmonata e, desta forma, o seu estudo € fundamental para compreensdo da
evolucéo dos Gastropoda (MORTON, 1955).



12

Melampus coffeus (Linnaeus, 1758) € um gastropode pulmonado da
familia Ellobiidae comum em manguezais e marismas do oceano Atlantico,
distribuindo-se da Florida ao Uruguai (RIOS, 1994). Esses caramujos respiram o ar
atmosférico através do teto da cavidade do manto vascularizada, que funciona como
um pulméo (RUSSEL-HUNTER et al, 1972). A concha tem formato conico-oval com
comprimento de 23 mm, sua coloracdo varia de cinza a marrom escuro e preto,
podendo apresentar até quatro faixas brancas na volta corporal e linhas de
crescimento axiais claras. Os tentaculos sdo longos com olhos basais (Figura 1A)
(MARTINS, 1996).

M. coffeus vive sobre o substrato e nas arvores de mangue, onde realiza
um processo de migracdo vertical diaria, uma vez que os individuos adultos
necessitam subir nos troncos para ndo se afogarem com a subida da maré depois
de terem se alimentado no substrato durante a maré baixa (Figura 1B) (MAIA &
TANAKA, 2007; PROFITT & DEVLIN, 2005). Esses organismos se alimentam de
detritos vegetais, preferencialmente de folhas de mangue, o que o0s tornam
importantes componentes da cadeia alimentar desse ecossistema (PROFITT &
DEVLIN, 2005; PROFFITT et al, 1993; RAULERSON, 2004). Em muitas regides €&
considerado o principal macrodetritivoro existente, sendo responsavel pela
degradacdo da maior parte da matéria organica vegetal que posteriormente sera
exportada para os ecossistemas adjacentes (MCKEE & FAULKNER, 2000; MOOK,
1986; RAULERSON, 2004).
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Figura 1 — Espécimes de Melampus coffeus encontrados nos estuarios cearenses. Legenda: A.

exemplares de M. coffeus; B. individuos se alimentando no substrato durante a maré baixa.

Maia (2010) sugere que o M. coffeus pode ser usado para avaliar o
estado de degradacdo dos manguezais, principalmente com relacdo ao grau de
desmatamento ja que sua existéncia estaria condicionada a presenca dessas
arvores, tanto para reflgio contra afogamento como recurso alimentar, através da
producao de serrapilheira, funcionando como um bioindicador.

Durante os Ultimos anos, o0s bidlogos perceberam que eficientes
estratégias de conservacao exigem nao apenas os dados ecoldgicos, mas também o
conhecimento da estrutura geografica das populacdes, onde marcadores
moleculares sdo uma ferramenta importante para identificar unidades populacionais
que merecem gestdo separada com alta prioridade para conservacao
(CATAUDELLA et al, 2010).

Entende-se por populacdo o grupo de individuos de uma espécie que
convivem em uma determinada area geografica num dado tempo (TOWNSEND et
al, 2006). Cada populacdo apresenta uma estrutura prépria, que é resultado de
caracteristicas intrinsecas da espécie, de fatores ambientais e de interacfes intra e
interespecificas (RICKLEFS & MILLER, 2000). A populacdo é uma unidade
importante no estudo da Ecologia, uma vez que evolui e se adapta ao ambiente,
comportando-se de forma dinamica no ecossistema (BEGON et al, 2006). Tornando
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assim importante o0s estudos das unidades populacionais para sua maior
compreensao.

Considerando a importancia ecolégica do molusco Melampus coffeus no
ecossistema manguezal, seu potencial como bioindicador e sua distribuicdo em
estuarios submetidos a diversos niveis de pressdo antropica, o presente trabalho
tem como objetivo caracterizar a diversidade genética de suas populagdes ao longo

de toda a costa Cearense.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Analisar a variabilidade e o grau de diferenciagdo genética das

populacdes de Melampus coffeus ao longo da costa Cearense.

2.2 Objetivos especificos

- Estimar a variabilidade genética inter e intrapopulacional de M. coffeus
em estuarios do Ceara.

- Inferir o passado demografico e o grau de estruturacdo genética entre as
diferentes populacdes.

- Identificar o nivel de diferenciacdo genética dos organismos cearenses

com espécimes da Florida e Porto Rico.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Area de estudo

O estado do Ceara possui uma area de 148016 km? com cerca de 570
km de extensdo da linha de costa, sendo 182,25 km? de area de manguezais
(SEMACE, 2006). Em todo o estado, sdo encontradas quatro bacias hidrogréaficas
principais e onze complementares. Dos rios que compdem essas bacias, 22
desembocam no mar, formando no litoral, zonas estuarinas ocupadas pela
vegetacdo de mangue (IBAMA, 2005; SEMACE, 2006). A coleta dos espécimes de
Melampus coffeus foi realizada nos trés estuarios da regido metropolitana de
Fortaleza (Rios Ceara, Coc6 e Pacoti) e nos estuarios dos Rios Gurit, Acarau e
Barra Grande. Os critérios utilizados para escolha dos locais de coleta foram:
localizag&o, ambientes que sofrem impactos negativos e, principalmente, por haver

dados morfologicos e ambientais de M. coffeus nesses locais.

1 2
®

Pl

Figura 2 — Mapa do Ceara indicando os manguezais onde foram realizadas as coletas. Legenda: 1.

Gurid, 2. Acarad, 3. Ceard, 4. Coco, 5. Pacoti e 6. Barra Grande.
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O Estuario do Rio Guriu (02°52’S; 40°34'W) esta localizado na divisa dos
municipios de Jijoca de Jericoacoara e Camocim, no litoral oeste do estado do
Ceard, distante cerca de 300 km de Fortaleza. O Rio Acarau (02°49’S; 40°05W)
nasce na serra das matas, na regido centro-oeste do Ceard, se estende por 315 km
no sentido sul-norte e desemboca no Oceano Atlantico, no municipio de Acarau. O
Rio Ceara (03°44’S; 38°37'W) nasce na serra de Maranguape e percorre cerca de
60 km até desaguar no Oceano Atlantico. Na sua foz, € encontrado o manguezal
com &rea de 11,58 km? distribuido entre os municipios de Fortaleza e Caucaia
(MARTINS, 2002). O Rio Coco6 (03°46’S; 38°26'W) nasce na serra de Aratanha, no
municipio de Pacatuba, e desagua em Fortaleza nas proximidades da Praia do
Futuro. O Rio Pacoti (03°49’S; 38°25’'W) € o0 maior dos cursos d’agua que atravessa
a regido metropolitana de Fortaleza percorrendo cerca de 150 km desde sua
nascente na serra de Baturité até desembocar no mar (OLIVEIRA et al, 1988). O
Estuario de Barra Grande, na foz do Rio Arrombado, esta localizado na cidade de
Icapui (04°42’S; 37°21°'W), no extremo leste do estado do Cearé e distante 200 km
de Fortaleza.

3.2 Coleta e obtencdo do material genético

Em cada estuério foram coletados, manualmente, 30 individuos de M.
coffeus que se encontravam no substrato ou sobre o tronco das arvores do mangue.
Em seguida foram acondicionados em caixa térmica e levados vivos ao Laboratoério
de Biologia Molecular do Instituto de Ciéncias do Mar (LABOMAR) da Universidade
Federal do Ceara (UFC).

Em laboratdrio, foi retirado um pedaco de tecido do pé de cada individuo,
com uso de material devidamente esterilizado, e colocados em tubos Eppendorf
contendo Alcool Etilico a 95% v/v e mantidos a baixas temperaturas para
preservacdo do material genético.

A extracdo do DNA total foi feita seguindo um protocolo incluindo o
detergente catibnico CTAB e digestado por proteinase K (modificado de HOELZEL et
al, 1998). O processo se iniciou com o descarte do alcool que conserva o tecido e
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posterior lavagem da amostra com solugcdo TE 1x (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM,
pH=8,5) por 5 minutos para eliminacdo de residuos de Alcool. Em seguida, foi
descartado o sobrenadante e, no mesmo tubo, adicionou-se 700 pL do tampéao de
lise (TE 1x e SDS 20%, em proporcédo de 19:1) e 30 uL de proteinase K a 10 mg/ml.
Logo apéds, o tecido foi macerado de forma mecénica, e se incubou em banho-maria
a 65 °C por 1 hora. A segquir, foi adicionado 700 pl da solucdo CTAB 10% (Brometo
de Cetiltrimetilaménio) com NaCl 5 M em propor¢cédo de 1:1 e incubado em banho-
maria a 55 °C por 1 hora. Com todo tecido digerido, homogenizou-se a solucéo e
posterior descarte de 700 pl da mesma e adicdo de igual volume de Cloroférmio:
Alcoollsoamilico (24:1). Centifugou-se por 5 minutos a 20.000 g em temperatura
ambiente. Repetiu-se esse procedimento até o sobrenadante ficar claro. Em
seguida, foi transferida a parte superior da solucdo bifasica com uma ponteira de
1.000 pl, sem encostar a ponteira na interface, para um novo tubo Eppendorf de
fundo conico. Foi adicionado 700 pl de Alcool Isopropilico e centrifugado por 5
minutos a 10.000g em uma temperatura de 4°C. Foi descartado o sobrenadante e o
precipitado depositado no fundo do tubo foi lavado com 500 ul de Etanol 70 % por
centrifugagéo a 1.300 g a 4 °C por 15 minutos. Eliminar o sobrenadante e deixar o
tubo aberto a temperatura ambiente por 20 minutos para evaporacdo do etanol
residual. Decorrido o tempo, o DNA total extraido foi ressuspendido com 100 ul de
TE 1x.

As reacdes em cadeia da polimerase (PCRs) foram conduzidas com os
reagentes nas concentracdes finais de 200 uM de cada dNTP, 1 U de Tag DNA
polimerase, 1,5 mM de MgCl,, Tampéao proprietario pH 8,5, 0,5 uM de cada primer
resultando em um volume de 10 puL. Para as amplificacbes foi utilizada um
termociclador modelo Techne TC-512. Os primers utilizados foram HCO 2198 -
(TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA) e LCO 1490 -
(GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG) (FOLMER et al, 1994). As condicdes para
amplificacdo foram: desnaturacéo inicial por 5 min a 94 °C; 30 ciclos divididos em
desnaturacao (40 s a 94 °C), anelamento (1 min a 48 °C) e extensédo (1 min a 72 °C);
extenséo final por 10 min a 72 °C. A confirmagao da amplificagdo do gene COI foi
feita através da eletroforese em gel de agarose a 1% contendo Brometo de Etidio,

seguida de visualizagao sob o ultravioleta em transiluminador
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O sequenciamento foi realizado diretamente a partir dos produtos de PCR
nao purificados, com o uso do conjunto de sequenciamento Big DyeTerminator v3.1
(Life Technologies) em reac6es de 10 uL seguindo as instru¢cdes do fabricante. O
resultado do sequenciamento por ciclagem foi lido no equipamento ABI 3100 do
Nucleo de Gendmica e Bioinformatica, da Faculdade de Veterinéria, da Universidade
Estadual do Ceara.

3.3 Analise molecular

As sequéncias foram alinhadas e editadas para obtencdo da sequéncia
consenso usando o algoritmo Clustal W contido no programa MEGA versdo 5
(TAMURA et al, 2011). Os indices de diversidade molecular (nimero de haplotipos e
sitios polimorficos, diversidade haplotipica e nucleotidica) foram obtidos através do
programa DnaSP verséo 5 (LIBRADO & ROZAS, 2009). Os testes de neutralidade
D de Tajima e Fs de Fu, AMOVA e mismatch distribution foram realizados através do
programa Arlequin versdo 3.1 (EXCOFFIER et al, 2005). A analise da diferenca
entre as populacdes a partir da comparacdo das sequéncias feitas par a par foi
realizada no programa MEGA versdo 5 (TAMURA et al, 2011). Uma rede de
haplétipos foi construida através do programa Network 4.6.1.0 (BANDELT et al,
1999) para facilitar a visualizacdo do relacionamento entre os haplétipos e como
esses estdo distribuidos nos diferentes estuarios.

As analises foram realizadas em duas esferas. A primeira a nivel local
onde foram consideradas na analise somente as sequéncias oriundas dos estuérios
Cearenses e 0s manguezais foram divididos em trés grupos, baseado na localizacéo
geografica. A segunda foi a comparacéo entre os exemplares do Ceard e amostras
da costa da Flérida - EUA e Porto Rico (DENNIS & HELLBERG, 2010), disponiveis
publicamente no sitio GenBank. Os cdédigos de acesso referentes a estas
sequéncias estao catalogadas no anexo A.

O numero de haplétipos foi estabelecido por contagem direta. A
diversidade génica ou diversidade haplotipica (Hd) se trata da probabilidade de duas
sequéncias escolhidas aleatoriamente de uma populacdo serem diferentes (LI,

1997). A diversidade de nucleotideos (11) foi computada como sendo a probabilidade
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de que dois nucleotideos homélogos escolhidos ao acaso sejam diferentes entre si
(NEI, 1987; TAJIMA, 1983).

A existéncia de estruturacdo genética entre as populacdes foi testada
através da analise de variancia molecular (AMOVA) com todos os trechos agrupados
em trés niveis hierarquicos: entre grupos, entre populacées dentro dos grupos e
entre as populagbes. Foi calculada ainda a distancia entre pares de populacdes
baseada nas diferencas entre as mesmas a partir do valor de Fsr. A matriz de
distancia foi calculada entre todas as populacdes através do método de distancia
pareada (pairwise difference) baseada na diferenca nucleotidica entre as sequéncias
das populacgdes.

Com relacdo as amostras da Florida e Porto Rico foi feita uma separacéo
das populacdes a partir dos locais de coleta cedidos pela depositante das
sequéncias no GenBank. Considerando-se assim cinco populagbes: Matheson
Hammock, Sarasota, Bonita Beach, Downtown Naples e Porto Rico.

A historia demografica das populacdes foi inferida através da analise de
diferencas pareadas (mismatch distribution) (ROGERS & HARPENDING, 1992;
SLATKIN & HUDSON, 1991), a qual é baseada no numero de diferencas
observadas entre todos os pares de sequéncias e representada pela frequiéncia da
distribuicdo destas diferencas. Esta distribuicdo apresenta padrdes graficos que
caracterizam diferentes tipos de histérias demogréficas. Segundo simulacdes,
populacdes em equilibrio demogréfico longo e estavel devem apresentar um padrao
multimodal, enquanto que populagdes que experimentaram uma expansao recente
apresentam geralmente uma distribuicdo unimodal (ROGERS & HARPENDING,
1992; SLATKIN & HUDSON, 1991). Gargalos populacionais séo representados por
distribuicdes proximas a zero ou bimodais e contato secundario entre populacdes
que estiveram isoladas por longos periodos também é representado por um padréo
bimodal (FRANKHAM et al, 2004).

Foram realizados os testes de neutralidade seletiva de Tajima (1989) e Fu
(1997), que tem por fundamento testar o equilibrio entre a perda de alelos por deriva
e 0 aporte causado por mutagcdes. Ambos os testes sdo baseados no modelo de
sitios infinitos (infinite-site model) sem recombinacdo, apropriados para sequéncia

de pequenos fragmentos de DNA (FU, 1997). O teste de Tajima (1989) compara
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duas estimativas do parametro de mutacdo 6 independentemente. A primeira
estimativa é obtida através do numero de sitios polimérficos e a segunda a partir da
meédia da distribuicdo dos pares de diferencas. Ja Fu (1997) compara o numero
observado de alelos com o de alelos esperados, caso a populacdo se mantivesse

constante.
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4 RESULTADOS

Foram sequenciados fragmentos do DNA mitocondrial correspondente ao
gene mitocondrial Citocromo c¢ Oxidase subunidade | (COIl), resultando em um
conjunto de dados contendo 138 sequéncias com 426 pares de bases cada.

As sequéncias apresentaram 92 mutacOes, sendo 68 transi¢coes,
substituicGes de purina por purina (adenina e guanina) ou pirimidina por pirimidina
(citosina e guanina), e 24 transversodes, substituicdes de purina por pirimidina. Nao
houve delecdes.

Ao longo da sequéncia analisada foram identificados 77 sitios
polimorficos, que representa 18% do total de sitios (Anexo B). Sendo que, dos locais
onde houve substituicdes de nucleotideos, 10 foram na primeira posicdo do codon, 1
na segunda e as demais na terceira posicao, significando 86% do total. Apenas trés
substituicdes resultaram em mudanca de aminodcido. No estuario do Guril a
mudanca do amino&cido treonina por alanina foi resultado da substituicdo de
nucleotideo ocorrida na primeira posicdo do cédon que, baseado no gene COI
humano, corresponde a posi¢do 110. No Cocd, a substituicdo ocorrida na primeira
posi¢cdo do cddon resultou na mudanca de leucina por isoleucina e a ocorrida na
segunda posicdo substituiu a alanina por valina. Nesse estuario, as mudancas
ocorreram nas posicoes 44 e 73 do gene COI humano, respectivamente.

Foram encontrados 81 haplétipos para as 138 sequéncias, com
diversidade haplotipica de 0,894 e nucleotidica de 0,00528. A distribuicdo dos
haplétipos entre os estuarios ocorreu, na sua maioria, de forma exclusiva, onde 73
haplétipos apareceram somente uma vez e estes se apresentaram interligados,
independente do estuario de origem. O haploétipol foi o que ocorreu com maior
freqUéncia, aparecendo 45 vezes nas seguintes quantidades entre os estuarios: 6 no
Guria, 4 no Acaraud, 6 no Ceard, 10 no Coco, 11 no Pacoti e 8 no Barra Grande. Os
demais haplétipos apresentaram freqiéncia ndo superior a trés e distribuidos no

maximo em trés estuarios (Figura 3).
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Figura 3 - Rede de haplétipos dos exemplares de M. coffeus analisados no Ceara. Legenda: As
cores dos circulos indicam a origem do haplétipo. Amarelo=Acarad, Preto=Guril, Azul=Ceara,
Vermelho=Coc6, Verde=Pacoti, Marron=Barra Grande. O diametro do circulo indica a propor¢éo de

ocorréncia.

Baseado nas localizacGes geograficas dos estuarios, foram considerados
trés grupos: o primeiro com os estuarios do Gurit e Acarau; o segundo com o Ceara,
Coco e Pacoti; o terceiro com o estuario de Barra Grande. Realizando a distribuicao
dos haplétipos que ocorreram com frequéncia superior a um, observou-se que nao
houve isolamento dos hapl6tipos entre os grupos. Os grupos 1 e 3, apesar DAE uma
distancia geografica maior, apresentaram trés hapl6tipos em comum, os de nimero
1, 9 e 54. Os grupos 1 e 2 tiveram os haplétipos 1, 7 e 14 em comum entre eles. A

distribuicdo desses haplétipos esta apresentada na figura 4.
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Figura 4 — Distribuicdo dos haplétipos com freqiiéncia maior que um entre os grupos. Legenda:

Grupo 1 — 1. Guri e 2. Acarau; Grupo 2 — 3. Ceara, 4. Coco6 e 5. Pacoti; Grupo 3 — 6. Barra Grande.

O estuario do Rio Guriu teve 24 individuos de M. Coffeus analisados com
ocorréncia de 19 haplétipos e 0,946 de diversidade haplotipica. As sequéncias
nesse estudrio apresentaram 23 sitios polimorficos e 25 substituicdes nucleotidicas.

Em Acarad, fez-se a analise de 22 individuos e constatou-se a presenca
de 19 haplétipos com diversidade haplotipica de 0,974. Esse estuario teve em suas
sequéncias 19 sitios polimorficos e substituicdes nucleotidicas.

No estuario do Rio Ceard obteve-se 15 haplétipos e diversidade
haplotipica de 0,924 em 21 sequéncias analisadas. Ocorreram 26 substituicfes
nucleotidicas e presenca de 24 sitios polimorficos.

O estuario do Rio Coco teve 25 sequéncias analisadas com 15 haplétipos
encontrados e diversidade haplotipica de 0,847. Os sitios polimérficos e as

substituicdes nucleotidicas foram 20.
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Do Rio Pacoti obteve-se 27 sequéncias onde ocorreram 16 haplotipos e
diversidade haplotipica de 0,840. Foram detectados 26 sitios polimorficos e 27
substituicbes nucleotidicas.

No estuario de Barra Grande foram analisadas 19 sequéncias e se
encontrou 10 haplétipos com diversidade haplotipica de 0,825. As substituicdes
nucleotidicas ocorreram em 16 sitios e foram 17 no total. Os resultados dos indices

de diversidade molecular estdo sumarizados na tabela 1.

Tabela 1 - indices de diversidade molecular das populacbes Cearenses. Legenda: N: n° de
sequéncias; h: n° de haplétipos; Hd: diversidade haplotipica; T: diversidade nucleotidica; S: sitios

polimorficos; Ts/Tv: Transigées/Transversoes.

Guriu Acarau Ceara Coco Pacoti Barra Grande
N 24 22 21 25 27 19
h 19 19 15 15 16 10
Hd 0,946 0,974 0,924 0,847 0,840 0,825

T 0,00541 0,00536 0,00661 0,00411 0,00546 0,00464
S 23 19 24 20 26 16
Ts/Tv 19/6 17/2 21/5 14/6 22/5 14/3

O teste AMOVA revelou que a estruturacao genética entre as populacdes
foi baixa, que constatou-se pelo indice de fixacdo Fst=0,00690 com valor estatistico
p=0,02. Os resultados desta andlise também demonstraram que a maior parte da
variacdo genética ocorrida esta distribuida dentro das popula¢cdes com 99,31% do
total das variagdes.

A comparacdo par a par do valor de Fst de todas as populacdes foram
analisados com o objetivo de verificar se as populagbes apresentam alguma
estruturacdo genética em comparacdo entre elas. Foram obtidas diferencas
significativas somente entre os estuarios do Acarau e Cocé e entre o Guriu e Pacoti,

porém com indices bastantes baixos para todas (Tabela 2).

Tabela 2 - Comparacdo em pares dos valores dos indices de fixacdo (Fst) das populacdes

cearenses. Os valores em negrito indicam resultado significativo com p<0.05.
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Acarau Ceara Coco Guria Pacoti
Ceara 0,0145 -
Coco 0,0199 0,0069 -
Gurid 0,0061 0,0039 -0,0008 -
Pacoti 0,0123 0,0047 0,0038 0,0101 -
Barra Grande 0,0108 0,0005 0,0043 -0,0100 0,0102

A diferenca entre as populacbes obtida através do numero de
substituicbes apresentou valores baixos que variaram entre 0,004 e 0,006, indicando

baixo grau de divergéncia entre os estuarios (Tabela 3).

Tabela 3 - Numero médio da diferenca das sequéncias comparadas par a par entre as populagées do
estado do Ceara.

Acarau Ceara Coco Guriu Pacoti
Ceara 0,006
Coco 0,005 0,005
Guriu 0,005 0,006 0,005
Pacoti 0,006 0,006 0,005 0,006
Barra Grande 0,005 0,006 0,004 0,005 0,005

Através dos graficos gerados a partir dos dados obtidos pela anélise
mismatch distribution observou-se que as populagbes, tanto para 0s estuarios
separados (Gréfico 1) como para todas as sequéncias juntas (Grafico 2),
possivelmente estdo passando por um processo de expansao demografica,
evidenciada pela visualizacdo dos graficos que apresentaram tendéncia de
distribuicdo unimodal e com valores médios de diferengcas baixos em todos 0s

estuarios.
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Grafico 1 — Distribuicdo de frequéncia das diferencas em pares (mismatch distribution) das

populacdes Cearenses. Legenda: linha em cinza indica tendéncia modelo linha em preto indica

tendéncia obtida pelos valores da analise.
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Grafico 2 — Distribuicdo de frequéncia das diferencas em pares (mismatch distribution) de todos os
estuarios. Legenda: linha em cinza indica tendéncia modelo; linha em preto indica tendéncia obtida

pelos valores da analise.

Os testes de neutralidade, D de Tajima e Fs de Fu, apresentaram valores
negativos e estatisticamente significativos, onde D variou de -2,809 a -2,083 e Fs
oscilou entre -27,121 e -26,411. Estes resultados indicam que a populacao,

possivelmente, passa por uma expansao recente (Tabela 4).

Tabela 4 - Valores obtidos através dos testes de neutralidade seletiva nas amostras examinadas.

Legenda: N = tamanho da amostra, Pi = média das diferencas pareadas de nucleotideos entre

sequéncias.
Teste  Parametro Gurid Acarau Ceara Coco Pacoti  Barra Grande
Tajima N 24 22 21 25 27 19
Pi 2,301 2,277 2,810 1,747 2,322 1,971
D -2,314 -2,083 -2,809 -2,423  -2,390 -2,144
P 0,001 0,007 0,002 0,000 0,001 0,006
Fu Alelos Obs. 24 22 21 25 27 19
Alelos Esp. 6,097 5,878 6,474 5,280 6,384 5,154
Fs -26,794  -26,846 -26,411 -27,355 -26,750 -27,121

P 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000




29

Alinhando as sequéncias de M. coffeus encontrados no Ceard com as
disponiveis no GenBank, provenientes da Florida e Porto Rico, obteve-se uma
sequéncia consenso contendo 387pb. Onde no total foi gerado um banco de dados
com 182 sequéncias.

Foram encontrados 107 haplotipos com diversidade haplotipica de 0,925
e diversidade nucleotidica de 0,0612. A sequéncia apresentou 111 sitios
polimérficos e ocorreram 152 substituicdes nucleotidicas (Anexo C).

Através da AMOVA se observou que a variagdo ocorreu na sua maioria
entre os grupos, com 84,80% do total da variagcdo, e com 14,75% da variacao
ocorrendo entre as populagdes.

Comparando os valores de Fst das populacdes de forma pareada obteve-
se resultados que variaram de 0,581 a 0,973 indicando um alto grau de

diferenciacéo entre as populacdes Cearenses e da Flérida e Porto Rico (Tabela 5).

Tabela 5 - Comparacdo em pares dos valores dos indices de fixacdo (Fst) das populacdes

Cearenses, da Florida e Porto Rico. Os valores em negrito indicam resultado significativo com p<0.05.

Acarau Ceara Cocb Guriu Pacoti Barra Grande

M. Hammock 0,965 0,961 0,973 0,765 0,966 0,972
Sarasota 0,820 0,810 0,843 0,595 0,840 0,816
Bonita 0,822 0,810 0,846 0,581 0,842 0,818

D. Naples 0,887 0,879 0,902 0,691 0,898 0,887
Porto Rico 0,887 0,880 0,902 0,696 0,898 0,887

Com os valores obtidos pelo nimero médio das diferencas entre as
sequéncias, que variaram entre 0,159 e 0,184, foi possivel observar um grau

intermediario de diferenciacéo entre as duas localidades (Tabela 6).

Tabela 6 - Numero médio da diferenca das sequéncias comparadas par a par entre as populacfes do

estado do Ceara e as da Flérida e Porto Rico.
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Acaral Ceara Coco Guridt  Pacoti Barra Grande

M. Hammock 0,182 0,183 0,184 0,183 0,183 0,183
Sarasota 0,161 0,161 0,162 0,162 0,162 0,162
Bonita 0,159 0,159 0,160 0,160 0,159 0,160

D. Naples 0,175 0,175 0,176 0,176 0,176 0,176
Porto Rico 0,173 0,174 0,174 0,174 0,174 0,174

O padrao de distribuicdo do grafico mismatch distribution apresentou uma
tendéncia multimodal, onde indica que 0s organismos passam por um equilibrio
estavel ao longo do tempo (Grafico 3). Os testes de neutralidade apresentaram
valores distintos. O D de Tajima apresentou valor positivo e ndo significativo o que
sugere estabilidade populacional, ja o Fs de Fu apresentou valor negativo e

significativo que indica populagéo em fase de expansao.
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Grafico 3 - Distribuicdo da freqiiéncia das diferencas em pares (mismatch distribution) das
sequéncias provenientes do Ceara, Flérida e Porto Rico. Legenda: linha em cinza indica tendéncia

modelo; linha em preto indica tendéncia obtida pelos valores da andlise.
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Os haplotipos usados para a constucdo da rede foram os que
apresentaram frequéncia igual ou superior a dois para que se tornasse possivel a
vizualizacao clara e passivel de interpretacéo.

A rede de hapldtipos mostrou a formacdo de dois grupos, um formado
pelos hapl6tipos encontrados no Ceara e outro formado pelos haplétipos oriundos da
Flérida e Porto Rico sendo possivel detectar uma clara diferenciacdo entre os
grupos. No ramo principal, que liga o grupo do Ceara com o Norte, foi observado
um elevado niumero de substituicbes, no minimo 33, indicando que as sequéncias

pertencentes aos dois grupos séo bastantes diferentes (Figura 5).

Figura 5 - Rede de haplotipos originarios da Flérida, Porto Rico e os mais abundantes no Ceara.
Legenda: Circulo preto: Ceard; Circulo cinza: Florida e Porto Rico. O tamanho do circulo indica a

frequéncia de ocorréncia.
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5 DISCUSSAO

Maia (2010) em seu trabalho sobre a caracterizacdo estrutural de
manguezais do estado do Ceara identificou-os como sendo pouco desenvolvidos.
Mesmo tendo baixo grau de desenvolvimento, 0S manguezais cearenses
apresentam diferentes graus. Os bosques passam durante seu desenvolvimento de
uma fase em que o terreno esta ocupado por uma grande densidade de arvores e de
diametro reduzido, como € o caso dos manguezais do Ceara, Acarau e Guril, a uma
fase de maior amadurecimento, quando o mesmo € composto por poucas arvores de
grande porte e volumoso como no manguezal do Cocdéd. Os manguezais dos
estuarios de Barra Grande e Pacoti estariam em uma fase intermediaria desse
processo. A composicdo especifica também ¢é diferente entre os locais, onde os
manguezais do Ceara e Coco apresentam a substituicdo de Rhizophora mangle, que
€ a espécie mais comum nos manguezais cearenses, por Avicennia schaueriana.

Maia (2010) constatou que M. coffeus apresenta maior tamanho e
abundancia em locais onde houve uma maior disponibilidade de recursos
alimentares e abrigo e também em locais em que R. mangle é mais predominante,
ou seja, a morfologia da concha e a densidade de M. coffeus variam entre os
diferentes manguezais cearenses e essa distribuicdo parece estar fortemente
relacionada com estrutura vegetal do habitat.

Apesar dos estuarios apresentarem caracteristicas diferentes que fez com
gue o M. coffeus apresentasse variacbes morfoldgicas, esses variacdes nao foram
encontradas em nivel genético-molecular. Os valores de estruturacdo génica
apresentaram indices baixos de fixacdo entre os estuarios cearense. Também néao
foi observada diferenca entre os estuarios na analise de comparacdo em pares do
valor de Fsr, onde somente as comparacfes CocoO/Acaral e Pacoti/Gurid
apresentaram dados significativos com indices baixos indicando que 0s estuarios
sdo geneticamente iguais. Juntamente com os resultados das comparacfes par a
par do indice de estruturacdo genética entre cada localidade e o Fst para todas as
sequéncias reforca o fato de que os exemplares encontrados ao longo da costa

cearense estdo incluidos em uma uUnica populagao.



33

Por dltimo constatou-se que as variacdes entre as sequéncias ocorreram
na sua maioria dentro dos estuérios. E que as diferencas nucleotidicas comparadas
par a par entre os estuarios apresentaram valores baixos. Espécimes de M. coffeus
coletados na Florida, Panama, Curacao e Porto Rico apresentaram indices baixos
de distancia genética, supostamente os organismos do género Melampus sé&o
capazes de se dispersarem em longa distancia (DENNIS & HELLBERG, 2010).

Supbe-se entdo que, apesar de existirem diferencas ambientais nos
manguezais e variagdes morfolégicas no M. coffeus, as mesmas nado se refletiram
em nivel molecular onde as diferencas ocorridas foram de maneira fenotipica,
possivelmente, por conta de nao ter ocorrido tempo suficiente de exposicdo as
condicBes diversas dos estuarios para que ocorresse um padrao de diferenciacdo
das populacbes nos manguezais a nivel genético. Conclui-se que nos estuarios
estudados sdo encontrados individuos geneticamente semelhantes. Isso pode ser
considerado um fator positivo para o uso de M. coffeus como bioindicador, ja que as
alteracdes fenotipicas agem primeiro que as genéticas, 0 que torna possivel a
tomada de medidas para preservacdo e conservacdo do habitat onde esses
organismos apresentaram alteragdes.

A genética de populacdes de organismos marinhos com desenvolvimento
larval peldgico tem sido caracterizada pela baixa diferenciacdo genética entre as
mesmas, padrdo este impulsionado pela alta capacidade de dispersao larval e uma
possivel mistura oceanica em larga escala (REICHOW & SMITH, 2001; RIVERA et
al, 2004). No entanto, no complexo de moluscos, a existéncia de ambas as fases
larval planctbnica e fase adulta séssil torna dificil prever o grau de estruturacao
genética da populagdo e o nivel de fluxo génico (KATSARES et al, 2008). Essas
caracteristicas podem explicar o baixo grau de diferenciacdo do M. coffeus.

Resultado similar foi encontrado por Gharbi et al, (2010) analisando o
padrdo de estruturacao genética do bivalve Ruditapes decussatus ao longo da costa
tunisiana usando os genes COI e ITS1, constatando um baixo grau de diferenciagéo
entre as populagcbes e que as diferengas ocorreram na sua maioria dentro das
mesmas com 93% do total. Em outro trabalho feito com o pulmonado terrestre
Cryptozona siamensis as suas populacdes apresentaram Fst baixo e distancia

genética baixa o que sugere frequentes fluxos bidirecionais de genes entre
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populacdes de C. siamensis (PRASANKOK & PANHA, 2011). Indicando que os
indices aqui usados para diferenciagdo genética nos déo resultados significativos.

Os organismos analisados apresentaram alto grau de polimorfismo,
porém com os valores das substituicdes nucleotidicas entre as sequéncias baixas,
indicando que as sequéncias entre 0s estuarios sdo parecidas. Segundo Grant &
Bowen (1998), valores baixos de diversidade nucleotidica sdo evidéncias de
gargalos populacionais ou de eventos fundadores recentes.

O numero de sitios polimérficos foi alto dentro de cada estuério, variando
entre 16, em Barra grande, e 26, no Pacoti, quando comparadas com o numero de
espécimes analisados, 19 e 27 respectivamente. Apesar de estes dois estudrios
apresentarem graus de desenvolvimento igual e caracteristicas estruturais
semelhantes, os espécimes apresentaram um elevado grau de variacdo nas
sequéncias dentro dos estuarios. O numero médio de substituicbes entre as
sequéncias dentro de cada estuario foi de 1,75 no Coc6 a 2,81 no Pacoti. O fato de
serem estruturalmente distintos, os valores extremos de 1 ndo foram distantes, onde
a variacdo ocorreu em um grau moderado indicando que as diferencas entre 0s
estuéarios foram pequenas.

O numero total de haplotipos e de diversidade haplotipica foi alta
demonstrando uma alta variabilidade genética entre todas as sequéncias. A
variabilidade intrapopulacional também foi alta, com valores de diversidade
haplotipica variando de 0,825, em Barra Grande, a 0,974, em Acaral. Dennis &
Hellberg (2010) estudando a espécie co-génere M. bidentatus na costa leste dos
Estados Unidos encontrou valores de Hd elevados, nesse mesmo trabalho ele
evidenciou um elevado grau de variacdo dentro das populagdes.

Diversos fatores podem explicar o alto grau de variabilidade genética
entre populagbes, tais como o tamanho da populacdo elevado, caracteristicas da
histéria de vida, heterogeneidade ambiental, distribuicdo geogréafica. Que vem sendo
observados para algumas espécies de moluscos (JOSE & SOLFERINI, 2007).

Os haplétipos ocorreram na sua maioria de forma exclusiva, porém o
Haplotipol ocorreu em todos os estuarios com uma frequéncia de 45 e os outros
apareceram em mais de um estuario. A rede de haplotipos teve como suposto

ancestral o Haplétipo 1 e os demais se inter-relacionado, ndo sendo possivel a
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deteccdo de um padrédo de isolamento entre os estuarios ou entre os haplétipos,
onde a forma obtida foi similar a uma estrela. Redes de relagBes entre haplétipos
gque geram um padrdao em forma de estrela centralizada, sugerem que esta
populacao passou por uma recente expansao (SLATKIN & HUDSON, 1991).

Ma et. al. (2011) estudando populagcbes do crustaceo Scylla
paramamosain constatou que as mesmas apresentaram alto nivel de diversidade
genética e baixo nivel de diferenciacdo, onde um dos aspectos para chegar a essa
conclusdao foi a obtencdo de uma rede de haplétipos em forma de estrela
centralizada que, segundo o autor, significa um evento histérico de expansao
populacional.

O passado demogréafico das populacdes de M. coffeus indica que as
mesmas passam por um periodo de expansdo ou por selecdo recente, concluséo
esta tomada a partir dos resultados obtidos com a analise mismatch distribution e
pelos testes de neutralidade. Os gréaficos da distribuicdo de diferencas par-a-par
(mismatch distribution) mostraram uma tendéncia unimodal. Gréficos com esse tipo
de distribuicdo indicam que essas populacbes experimentaram uma expansao
recente (ROGERS & HARPENDING, 1992; SLATKIN & HUDSON, 1991). Os valores
de D de Tajima e Fs de Fu apresentaram valores negativos indicando que a
populacdo estd em expansdo. Segundo Fu (1997) os valores da estatistica Fs sédo
bastante sensiveis a expansdao demogréfica, resultando em valores negativos
elevados quando nesta condi¢cdo. Conforme Oliveira-Neto (2007), valores negativos
para ambas as estatisticas sao caracteristicos de expansdes populacionais
recentes. Mao et al, (2011) em sua pesquisa sobre a filogeografia molecular do
Ruditapes philippinarum na costas chinesas e japonesas constatou que suas
populacdes passam por um processo de expansdo recente. Indicando que essas
analises sao eficientes na deteccao do passado geografico de moluscos

Em resumo, a partir dos resultados de diversidade nucleotidica baixa,
diversidade haplotipica alta, rede de haplétipos em forma de estrela centralizada,
mismatch distribution com padrdo unimodal e teste de neutralidades com valores
negativos indicam que nao existe diferenciacdo genética entre aspopulacbes

cearenses de M. coffeus que passaram por um gargalo evolutivo seguido por um
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rapido crescimento com acumulo de mutacdes (SLATKIN & HUDSON, 1991; SUN et
al, 2012).

As populacdes do Ceara e as populagdes disponiveis no GenBank foram
comparadas para verificacdo do grau de variabilidade entre elas. O nivel de variacao
entre as sequéncias apresentaram indices elevados, demonstrando grandes
diferencas entre as mesmas. Os valores elevados de H e Hd corroboram com a
conclusdo de que as duas localidades séo diferentes. Outro dado que reforca essa
diferenca foi o obtido pela AMOVA, onde o grau de variacdo entre as sequéncias
entre os grupos foi de 84,80% e 14,75% entre as populacdes. Indicando assim que
os exemplares de M. coffeus da costa Cearense sdo supostamente diferentes dos
encontrados no Porto Rico e Florida.

As duas localidades apresentaram elevado grau de estruturacao genética
guando comparadas par a par. Os valores de Fst das popula¢des variaram de 0,581
a 0,973 e todos estatisticamente significativos, valores mais que suficientes para
concluir que existe diferenca entre as mesmas, onde valores de Fst superiores a
0.25 caracterizam padrao positivo estruturacdo genética (WRIGHT, 1931). Dennis &
Hellberg (2010) analisando o padrdo de estruturacdo genética de Melampus
bidentatus na costa Sudeste dos Estados Unidos constatou valores que indicam que
a populacédo do Sul e a populacdo da costa Sudeste apresentam estruturacao
genética com valores de 0.23 e 0.27, respectivamente. Apresentaram também
diferencas entre as sequencias com valores superiores a 20% entre populacdes do
Norte, Sul e do Golfo do México.

O numero médio das diferencas entre as sequéncias obtidos variaram de
0,159 a 0,184 sendo possivel sugerir um grau intermediario de diferenciacdo entre
as duas localidades. Uma porcdo de 648 pares de base (pb) do gene COI foi
selecionada como marcador molecular padrdo, denominado de DNA barcoding,
através de uma proposta elaborada por Hebert et al, (2003) conhecida como
Consortium for the Barcodesof Life (CBoL) e tem como objetivo padronizar e
automatizar a identificacdo e descricdo de toda biodiversidade. Para isso, a
separacao dos espécimes é realizada com base nos valores de distancia genética
das sequéncias, sendo estabelecido um limiar de dez vezes para tomada de

decisdo. Em principio, dois haplogrupos seriam considerados como pertencentes a
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espécies distintas se o polimorfismo nucleotidico intergrupos for pelo menos dez
vezes maior que as diferencas intragrupos (HEBERT et al, 2004). Considerando
esse critério para diferenciacdo pode-se afirmar que os dois halogrupos sao
compostos por espécies supostamente diferentes.

O padrdo multimodal da distribuicdo da diferengca em pares entre as
sequéncias juntamente com o resultado obtido como teste de Tajima sugere que 0s
espécimes de M. coffeus estdo inclusos em populacdes que estdo em equilibrio
demografico longo e estavel quando comparadas as duas localidades (ROGERS &
HARPENDING, 1992; SLATKIN & HUDSON, 1991).

A rede de haplétipos mostra uma clara distingdo entre os haplotipos
oriundos costa sudeste Norte Americana e 0s cearenses. Onde dois grupos foram
formados e ligados por um ramo principal, ramo este que apresentava varios sitios
polimérficos onde se encontravam as diferencas entre os dois grupos.
Supostamente essa diferenca se da pela distancia geografica entre as duas
localidades ou pelas caracteristicas ambientais distintas.

Os resultados aqui obtidos sdo um breve ensaio sobre os dados
genéticos do M. coffeus, onde se fornece uma grande contribuicdo no conhecimento
desses individuos que sdo importantes na ecologia dos manguezais. Porém,
pesquisas futuras com uso de outros genes e/ou ferramentas associados se faz

necessario para um maior conhecimento desses organismos a nivel genético.
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6 CONCLUSOES

As populacdes de M. coffeus de estuarios abrangendo toda a costa
Cearense apresentaram um alto grau de variacdo em nivel intrapopulacional e um
baixo grau de variabilidade interpopulacional.

N&o foi evidenciada diferenciacdo entre as populacbes com um baixo
nivel de estruturacéo genética.

As populacbes Cearenses, possivelmente, passaram por um gargalo
demografico seguido por um répido crescimento com acumulo de mutacdes e
crescimento populacional recente.

Foi encontrado um alto grau de diferenciacdo entre as sequéncias das
populacdes Cearenses e as da Florida e Porto Rico, sugerindo inclusive de que se
trata de espécies diferentes.

O alto grau de estruturacao genética entre as localidades das Américas
do Norte e do Sul sugere um periodo longo e estavel de fixacdo no decorrer do

tempo.
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ANEXOS

ANEXO A — Codigos de acesso das sequéncias obtidas no GenBank

Caodigo da sequéncia

Caodigo de acesso GenBank

Local de coleta

MCANO1 HM154093.1 Matheson Hammock, FL
MCANO2 HM154092.1 Matheson Hammock, FL
MCANO3 HM154091.1 Matheson Hammock, FL
MCANO4 HM154090.1 Matheson Hammock, FL
MCANO5 HM154089.1 Matheson Hammock, FL
MCANO6 HM154088.1 Matheson Hammock, FL
MCANO7 HM154087.1 Matheson Hammock, FL
MCANO8 HM154086.1 Matheson Hammock, FL
MCANO9 HM154085.1 Matheson Hammock, FL
MCAN10 HM154084.1 Matheson Hammock, FL
MCAN11 HM154083.1 Sarasota, FL
MCAN12 HM154082.1 Sarasota, FL
MCAN13 HM154081.1 Sarasota, FL
MCAN14 HM154080.1 Sarasota, FL
MCAN15 HM154079.1 Sarasota, FL
MCAN16 HM154078.1 Sarasota, FL
MCAN17 HM154077.1 Sarasota, FL
MCAN18 HM154076.1 Bonita Beach, FL
MCAN19 HM154075.1 Bonita Beach, FL
MCAN20 HM154074.1 Bonita Beach, FL
MCAN21 HM154072.1 Bonita Beach, FL
MCAN22 HM154071.1 Bonita Beach, FL
MCAN23 HM154070.1 Bonita Beach, FL
MCAN24 HM154069.1 Downtown Naples, FL
MCAN25 HM154068.1 Downtown Naples, FL
MCAN26 HM154067.1 Downtown Naples, FL
MCAN27 HM154066.1 Downtown Naples, FL
MCAN28 HM154065.1 Downtown Naples, FL
MCAN29 HM154064.1 Downtown Naples, FL
MCAN30 HM154063.1 Downtown Naples, FL
MCAN31 HM154062.1 Downtown Naples, FL
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MCAN32 HM154061.1 Downtown Naples, FL

MCAN33 HM154060.1 Downtown Naples, FL

MCAN34 HM154058.1 La Parguera, Porto Rico
MCAN35 HM154057.1 La Parguera, Porto Rico
MCAN36 HM154056.1 La Parguera, Porto Rico
MCAN37 HM154055.1 La Parguera, Porto Rico
MCAN38 HM154054.1 La Parguera, Porto Rico
MCAN39 HM154053.1 La Parguera, Porto Rico
MCAN40 HM154052.1 La Parguera, Porto Rico
MCAN41 HM154051.1 La Parguera, Porto Rico
MCAN42 HM154050.1 La Parguera, Porto Rico
MCAN43 HM154049.1 La Parguera, Porto Rico
MCAN44 HM154048.1 La Parguera, Porto Rico
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ANEXO B - Sitios polimorficos dos haplétipos encontrados no Ceara

Hap_1

Hap_2

Hap 3

Hap 4

Hap 5

Hap 6

Hap 7

Hap 8

Hap 9

Hap 10
Hap 11
Hap 12
Hap 13
Hap 14
Hap 15
Hap 16
Hap 17
Hap 18
Hap_19
Hap 20
Hap 21
Hap 22
Hap 23
Hap 24
Hap 25
Hap_26
Hap 27
Hap 28
Hap 29
Hap 30
Hap 31
Hap 32
Hap 33
Hap 34
Hap 35
Hap 36
Hap 37
Hap 38
Hap_39
Hap 40
Hap 41
Hap 42
Hap 43
Hap_44
Hap 45
Hap 46
Hap_47
Hap 48
Hap 49
Hap 50
Hap_ 51
Hap 52
Hap 53
Hap 54
Hap_55
Hap_ 56
Hap 57
Hap 58
Hap_59
Hap 60
Hap 61
Hap_ 62
Hap_ 63
Hap 64
Hap 65
Hap_66
Hap 67
Hap 68

11111111111111111122222222222222222222222333333333333333333444444
1112234667900001233344555688900111122233444567778889000123333344456689001122
62580492698623581325917036536917347902817369540360587369240346905841649281403
TTCTCTCTTCTACCCATGGTTGTGGGATACAGCACATGCTGGTATATTGCCGGTGTAATACACTTGTCGAGCAGGAA
TTCTCTCTTCTACCCATGGTTGTGGGATACAGCACATGCTGGTATATTGCCGGTGTAATACACTTGTCGAGCAGGGA
TTCTCTCTTCTATCCATGGTTGTGGGATACAGCACATGCCGGTATATTGCCGGTGTAATACACTTGTCGAGCAGGAA
TTCTCTCTTCTACCCATGGTTATGGGATACAGCACATGCTGGTATATTGCCGGTGTAATACACTTGTCGAGCAGGAA
TTCTCTCTTCTATCCATGGTTGTGGGATACAGCACATGCTGGTATATTGCCGGTGTAATACACCTGTCGAGCAGGAA
TTCTCTCTTCTATCCATGGTTGTGGGATACAGCACATGCTGGTATATTGCCGGTGTAATACACTTGTCGAGCAGGAA
TTCTCTCTTCTACCCATGGTTGTGGGATACAGCACATGCTGGTATATTGCCGGTGTAATACACTTGTCGAGCAGGAG
TTCTCTCTTCTACCCATGGTTGTGGGATACAGCACATGCTGGTATACTGCCGGTGTAATACACTTGTCGAGCAGGAA
TTCTCTCTTCTACCCATGGTTGTGGGATACAGCACATGCCGGTATATTGCCGGTGTAATACACTTGTCGAGCAGGAA
TTCTCTCTTCTACCCATTGTTGTGGGATACAGCACATGCTGGTATATTGCCGGTGTAATACACTTGTCGAGCAGGAA
TTCTCTCTTCTACCCATGGTTGTGGGATACAGCACATGCTGGTATATTGCCGGTGTAATACACTTGTCGAGCAGAAA
TTCTCTCTTCTACCCACGGTTGTGGGATACAGCACATGCTGGTATATTGCCAGTGTAATACACTTGTCGAGCAGGAA
TTCTCTCTTCTACCCATGGTTGTGGGATACAGCACATGCTGGTATATTGCCGGTGTATTACACTTGTCGAGCAGGAA
TTCTCTCTTCTACCCATGGTTGTGGGATACAGCACATGCTGGCATATTGCCGGTGTAATACACTTGTCGAGCAGGAA
TTCTCTCTTCTACCCATGGTTGTGGGATACAGCACATGCTGGTATGTTGCCGGTGTAATACACTTGTCGAGCAGGAA
TTCTCTCTTCTACCCATGGTTGTGGGATACAACACATGCTGGCATATTGCCGGTGTAATACACTTGTCGAGCGGGAA
TTCTCTCTTCTACCCATGGTTGTGGGATACAGCACATGCTGGTATATTGCCGGTGTAATACACTCGTCGAGCAGGAA
TTCTCTCTTCTATCCATGGTTGTGGGATACAGCATATGCTGGTATATTGCCGGTGTAATACACCTGTCGAGCAGGAA
TTCTCTCTTCTACCCATGGTTGTGGGATACAGCACATACTGGTATATTGCCGGTGTAATACACTTGTCGAGCGGGAA
TTCTCTCCTTTACCCATGGTTGTGGGATACAGCACATGCTGGTATATTGCCGGTGTAATACACTTGTCGAGCAGGAA
TTCTCTTTTCTACCCATGGTTGTGGGATACAGCACATGCTGGTATATTGCCGGTGTAATACACTTGTCGAGCAGGAA
TTCTCTCTTCTACCCATGATTGTGGGATGCAGCACATGCTGGCATATTGCCGGTGTAATACACTTGTCGTGCAGGAA
TTCTCTCTTCTACCCATGGTTGTGGGATACAGCACATGCTGGTATATTGCCGGTGCAATACACTTGTCGAGCAGGAA
TTCTCTCTTCTACCCATGGTTGTGAGATACAGCACATGCCGGTATATTCCCGGTCTAATACACTTGTCGAGCAGGAA
TTCTCTCTTCTACCCATGGTCGTGGGATACAGCACATGCTGGTGTATTGCCGGTGTAATACACTTGTCGAGCAGGAA
TTCTCTCTTCTACCCATGGTTGTGGGATACAGCACATGCTGGTATATTGCCGGTGTAATACACTTATCGAACAGGAA
TTCTCTCTTCTACCTATGGTTGTGGGATACGGCACATGCTGGTATATTGCCGGTGTAATACACTTGTCGAGCAGGAA
TTCTCTCTTCTACCCATGGTTGTGGGATACAGCACATGCTGGTATATTGCCGGCGTAATACACTCGTCGAGCAGGAA
TTCTCTCTTCTACCCATGGTTGTGGGATACAGCACTTGCTGGTATATTACCGGTGTAATACACTTGTCGAGCAGGAA
TTCTCTCTTCTACCCATGGTTGTGGGATACAGCACATGCTGGTATATTGCCGGCGTAATACACTTGTCGAGCAGGAA
TTCTCTCTTCTACCCATGGTTGTGGGATACGGCACATGCTGGTATATTGCCGGTGTAATACACTTGTCGAGCAGGAA
TTCTCTCTACTACCCATGGTTGTGGGATACAGCACATGCTGGTATACTGCCGGTATAATACACTTGTCGAGCAGGAA
TTCTCTCTTCTACCCATGGTTGTGGGATACAGCACATACTGGTGTATTGCCGGTATAATACACTTGTCGAGCAGGAA
TCCTCTCTTCTACCCATGGTTGTGGGATACAGCACATGCTGGTATATTGCCGGTGTAATACACTTGTCGAGCAGGAA
TTCTCTCTTCTACCCATGGTTGTGGGATACAGCACATGCTGGTATATTGCCGATGTAATACACTTGTCGAGCAGGAA
TTCTCTCTTCTACCCATGGTTGTGGGATACAGCACATGCTGGTATATTGCGGGTGTAATACACTTGTCGAGCAGGAA
TTCTCTCTTCTACACATGGTTGTGGGGTACAGCACATGCTGGTATATTGCCGGTGTAATACACTTGTCGAGCAGGAA
TTCTCTCTTCTACCCATGGTTGTGCGATACAGCACATGCTGGTACATTGCCGGTGTAATACACTTGTCGAGCAGGAA
TTCTCTCTTCTACCCATGGTTGTGGGATACAGCACATGCTGGTATATTGCCGGTGTAATACACTTGTTGAGCAGGAA
TTCTTTCTTCTACCCATGGTTGTGGGATACAGCACATGCTGGTATATTGCCGGTGTAATACACTTGCCGAGCAGGAA
TTCTCTCTTCTACCCATGGTTGTGGGATACAGCACATGCTGGTATATTGCCGGAGTAATACACTTGTCGAGCAGGAA
TTCTCTCTTCTACCCATGGTTGTGGGATACAGCACATGCTGGTATATTGCCGGTGTAATACACTTGTCCAGCAGGAA
TTCTCTCTTCTACCCATGGTTGTGGGATACAGCACATGCTGGTATATCGCCGGTGTAATACACTTGTCGAGCAGGAA
TTCTCTCTTCTACCCATGGTTGCCGGATACAGCACATGCTGGTATATTGCCGGTGTAATACACTTGTCGAGCAGGAA
TTCTCTCTTCTACCCATGGTTGTGGGATACAGCACATGCTGGTATATTGCCGGTGTAATACACTTGTTGAGCGGGAA
TTCTCTCTTCTACCCATGGTTGTGGGATGCAGCACATGCTGGTATATTGCCGGTGTAATACACTTGTCGAGCAGGAG
TTCACTCTTCTACCCATGGTTGTGGGATACAGTACATGCTGGTATATTGCCGGTGTAATACACTTGTCGAGCAGGAA
TTCTCTCTTCTACCCATGGTTGTGGGATACAGCGCATGCTGGTGTATTGCCGGTGTAATACACTTGTCGAGCGGGAA
TTCTCTCTTCTACCCATGGTTGTGGGATACAGCACATGCTGGTATATTGCCGGTGTAATGCATTTGTCGAGCAGGAA
TTCTCTCTTCTACCCATGGTTGTGGTATACAGCACATGCTGGTATATTGCCGGTGTAATACACTTGTCGAGCAGGAA
TTCTCTCTTCTACCCATGGTTGTGGGATACAGCACATGCTGGTATATTGCGGGTGTAATACACTTGTCGAGCTGGAA
CTCTCTCTTCTACCCATGGTTGTGGGATACAGCACATGGTGGTATATTGCCGGTGTAATACACTTGTCGAGCAGGAA
TTCTCTCCTCTACCCATGGTTGCGGGATACAGCACATGCTGGTATATTGCCGGTGTAATACACTTGTCGAGCAGGAA
TTCTCTCTTCTACCCATGGTTGTGGGATACAGCACATGCTGGTGTATTGCCGGTGTAATACACTTGTCGAGCAGGAA
TTCTCTCTTCTACCCATGGTTGTGGGATACAGCACATGCTGGTACATTGCCGGTGTAATACACTTGTCGAGCAGGAA
TTCTCTCTTCTACCCATGGGTGTGGGATACAGCACATGCTGGTATATTGCCGGTGTAATACACTTGTCGAGCAGGAA
TTCTCTCTTCTACCCATGGTTGTGGGATACAGCACATGCTGGTATATTGCCGGTGTAATGCACTTGTCGAGCAGGAA
TTCTCTCTTCTACCCATGGATGTGGGATACAGCACATGCTGGTATATTGCCGGTGTAATACACTTGTCGAGCAGGAA
TTCTCTCTTCTACCCATGGATGTGGGATACAGCACATGCTGGTATATTGCCAGTGTAATACACTTGTCGAGCAGGAA
TTCTCCCTTCTATCCATGGTTGTGGGATACAGCACATGCTGGTATATTGCCGGTGTAATACACTTGTCGAGCAGGAA
TTCTCTCTTCCACCCATGGTTGTGGGATACAGCACATGCTGGTATATTGCCGGTGTAATACACTTGTCGAGCAGGAA
TTCTCTCTCCTACCCATGGTTGTGGGATACAGCACATGCTGGTATATCGCCGGTGTAATACACTTGTCGAGCAGGAA
TTCTCTCTTCTACCCATGGTTGTGGGATACAGCACACGCTGATATATTGTCGGTGTAACACACTTGTCGAGCAGGAA
TTCTCTCTTCTACCCGTGGTTGTGGGATACAGCACATGCTGGTATATTGCCGCTGTAATATACTTGTCGAGCAGGAA
TTCTCTCTTCTACCCATGGTTGTGGGATACATCACATGCTGGTGTATCGCCGGTGTAATACACTTGCCGAGCAGGAA
TTCTCTCTTCTACCCATGGTCGTGGGATACAGCACATGCTGGTATATTGCCGGTGTAATACACTTGTCGAGCAGGAA
TCCTCTCTTCTGCCCATGGTTGTGGGATACAGCACATGCTGGTATATTGCCGGTGTAATACACTTGTCGAGCAGGAA
TTCTCTCTTCTACCCATGGTTGTGGGATACAGCACATGCTGGTATATTGCCGGTGTTATACACTTGTCGAGCAAGAA



Hap 69
Hap 70
Hap 71
Hap 72
Hap 73
Hap 74
Hap 75
Hap 76
Hap 77
Hap 78
Hap 79
Hap 80
Hap 81

TTCTCTCTCCTACCCATGGTTGTGGGATACAGCACATGCTGGTATATTGCCGGTGTAATACACTCGTCGAGCAGGAA
TTCTCTCTTCTACCCATGGTTGTGGGATATAGCACATGCTGGCATATTGCCGGTGTAATACACTTGTCGAGTAGGAA
TTCTCTCTTCTACCCATGGTTGTGGGATACAACACATGCTGGTATATTGCCGGTGTAATACACTTGTCGAGCAGGAA
TTCTCGCCTCTACCCATGGTTGTGGGATACAGCACATGCTGGTATATTGCCGGTGTAATACACTTGTCGAGCAGGAA
TTCTCTCTTCTACCTATGGTTGTGGGATACAGCACATGCTGGTATATTGCCGGTGTAATACACTTGTCGAGCAGGAA
TTCTCTCTTCTACCCATGGTTGTGGGATACAGCACATGCTGGCATATTGCGGGTGTAATACACTTGTCGAGCAGGAA
TTCTCTCTTTTACCCATGGTTGTGGGACACAGCACATGCTAGTATATTGCCGGTGTAATACACTTGTCGAGCAGGAA
TTCTCTCTTCTATCCATGGTTGTGGGATACAGCACGTGCTGGTATATTGCTGGTGTAATTCTCTTGTCGAGCAGGAA
TTCTCTCTTCTACCCATGGTTGTGGGATACAGCACATGCTGGTATATTACCGGTGTAATACACTTGTCGAGCAGGGA
TTCTCCCTTCTACCCATGGTTGTGGGATACAGCACATGCTGGTATATTGCCGGTGTAATACACTTGTCGAGCAGGAA
TTCTCTCTTCTACCCATGGTTGTGGGATACAGCACATGCTGGTATATTGCCGGTGTAATACATTTGTCGAGCAGGAA
TTCTCTCTTCTACCCATGGTTGTTGGATACAGCACATGCTGGTATATTGCCGGTGTAATACACTTGTCGAGCAGGAA
TTTTCTCTTCTACCCATGGTTGTGGGATACAGCACATGCTGGTATATTGCCGGTGTAATCCACTTGTCGAGCAGGAA
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ANEXO C - Sitios polimérficos encontrados entre as sequéncias do Ceara, Flérida e Porto Rico.

Hap 1

Hap_ 2

Hap 3

Hap_4

Hap_ 5

Hap 6

Hap_7

Hap 8

Hap 9

Hap 10
Hap 11
Hap 12
Hap 13
Hap 14
Hap 15
Hap_16
Hap_ 17
Hap 18
Hap 19
Hap 20
Hap 21
Hap 22
Hap 23
Hap 24
Hap 25
Hap 26
Hap 27
Hap 28
Hap_ 29
Hap 30
Hap 31
Hap 32
Hap 33
Hap 34
Hap 35
Hap 36
Hap 37
Hap 38
Hap 39
Hap 40
Hap_ 41
Hap 42

1111111111111 111111111111111111222222222222222222222222222222333333333333333333333333333
12233345566666777888990000111222334455566677778888999000111122333444455566777789999000011222333445556666777888
384703981703469258147360258147069254707902814580139258147036958147136923847036951457016958247069581470369258147
CCGTTCTTCGGGCAATACCACGCTGATGGGTTTGGTATTGTGGTCATGTGTCGGTGCGCAGAAGTGCACAAAACGTGTTACTCCCCAGTTTAGTCTAATTCAACGAAGAAA
CCGTTCTTCGGGCAATACCACGCTGATGGGTTTGGTATTGTGGTCATGTGTCGGTGCGCAGAAGTGCACAAAACGTGTTACTCCCCAGTTTAGTCTAATTCGACCAAGAAA
CCGTTCTTCGGGCAATACCACGCTGATGGGTTTGGTATTGTGGTCATGTGTCGGTGCGCAGAAGTGCACAAAACGTGTTACTCCCCAGTTTAGTCTAATTCAACCAAGAAA
CCGTTCTTCGGGCAATACCACGCTAATGGGTTTGGTATTGTGGTCATGTGTCGGTGCGCAGAAGTGCACAAAACGTGTTACTCCCCAGTTTAGTCTAATTCAACCAAGAAA
CCGTTCTTCGAGCAATACCACGCTGATGGGTTTGGTATTGTGGTCATGTGTCGGTGCGCAGAAGTGCATAAAACGTGTTACTCCCCAGTTTAGTCTAATTCAACCAAGAAA
CCGTTCTTCGGGCAATACCACGCTGATGGGTTTGGCATTGTGGTCATGTGTCGGTGCGCAGAAGTGCACAAAACGTGTTACTCCCCAGTTTAGTCTAATTCAACGAAGAAA
CCGTTCTTCGGGCAATACCACGCTGATGGGTTTGGTATTGTGGTCATGTGTCGGTGCGCAGAAGTGCACAAAACGTGTTACCCCCCAGTTTAGTCTAATTCAACGAAGAAA
CTATTATCTAGGCAGTATTGTGTCGTTGAACACGATATTGCAGTTACACGTTAGAGCACTAGATCGCGCATGAAGTATCATACACTTGCGCGGTTCTGTTCGTAGGGAAAA
CTATTATCTAGGCAGTATTGTGTCGTTGAACATGATATTGCAGTTACACGTTAGAGCACTAGATCGCGCATGAAGTATCATACACTTGCGCGGTTCTGCTCGTAGGGAAAA
CCGTTCTTCGGGCAATACCACGCTGATGGGTTTGGTATTGTGGTCATGTGTCGGTGCGCAGAGGTTCATAAAACCCGTTACTCCCCAGTTTAGTTTAATTCAACGAAGAAA
CCGTTCTTCGGGCAATACCACGCTGATGGGTTTGGTATTGTGGTCATGTGTCGGTGCGCAGAAGTGCACAAAACGTGTTACTCCCCAGTTTAGTCTAATTTAACCAAGAAA
CCGTTCTTCGGGCAATACCACGCTGATGGGTTTGGTATTGTGGTCATGTGTCGGTGCGCAGAAGTGCACAAAACGTGTTACTCCCCAGTCTAGTCTAATTCAACCAAGAAA
CCGTTCTTCGGGCAATACCACGCTGATGGGTTTGGCATTGTGGTCATGTGTCGGTGCGCAGAAGTGCCCAAAACGTGTTACTCCCCAGTTTAGTCTAATTCAACCAAGAAA
CTATTATCTAGGCAGTATTGTGTCGTTGAACATGATATTGCAGTTACACGTTAGAGCACTAGATCGCGCATGAAGTATCATACACTTGCGCGGTTCTACTCGTAGGGAAAA
CCGTTCTTCGGGCAATACCACGCTGATGGGTTTGGTATTGTGGTCATGTGTCGGTGCGCAGAAGTGCACAAAACCCGTTACTCCCCAGTTTAGTCTAATTCAACGAAGAAA
CCGTTCTTCGGGCAATACCATGCTGATGGGTCTGGTATTGTGGTCATGTGTCGGTGCGCATAAGTGCACAAAACGTGTTATTCCCCAGTTTAGTCTAATTCAACGAAGAAA
CCGTTCTTCGGGCAATACCACGCTGATGGGTTTGGTATTGTGGTCATGTGTCGGTGCGCAGAAGTGCACAAAACGTGTTACTCCCCAGTTTAGTCTAATTCAACGAAAAAA
CCGTTCTTCGGGCAATACCACGCTGATGGGCTTGGTATTGTGGTCATGTGTCGGTGCGGATGAGTGCACAAAACGTGTTACTCCCCAGTTTAGTCTAATTCAACGAAGAAA
CCGTTCTTCGGGCAATACCACGCTGATGGATTTGGTATTGTGATCATGTGCCGGTGCGCAGAAGTGCACAAGACGTGTTACTCCCCAGTTTAGTCTAATTCAACGAAGAAA
CCGTTCTTCGGGCAATACCACGCTGATGGGTTTGGTACTGTGGTCATGTGTCGGTGCGCAGAAGTGCACAAAACGTGTTACTCCCCAGTTTAGTCTAATTCAGCCAAGAAA
CCGTTCTTCGGGCAATACCACGCTGATGGGTTTGGTATTGTGGTCATGTGTCGGTGCGCAGAAGTGCACGAAACGTGTTACTCCCCAGTTTAGTCTAATTCAACGAAGAAA
CCGTTCTTCGGGCAATACCACGCTGATGGGTTTGGTATTGTGGTCATGTGTCGGTGCGCAGAAGTGCACAAAACGTGTTACTCCCCAGTTTAGTCTAATCCAACCAAGAAA
CCGTTCTTTGGGCAATACCACGCTGATGGGTTTGGCATCGTGGTCATGTGTCGGTGGGCAGAAGTGCCCAAAACGTGTTACTCCCCAGTTTAGTCTAATTCAACCAAGAAA
CTATTATCTAGGCAGTATTGTGTCGTTGGACACGATATTGCAGTTACACGTTAGAGCACGAGATCGCGCGTAAAGTATCATACACTTGCGTGGTTCTGTTCGTAGGGAAAA
CCGTTCTTCGGCCAATACCACGCTGATGGGTTTGGTATTGTGGTCATGTGTCGGTGCGCAGAAGTGCACAAAACGTGTTACTCCCCAGTTTAGTCTAATTCAACCAAGAAA
CCGTTCTTCGGGCAATACCACGTTGATGGGTTTAGTATTGTGGTCATGTGTCGGTGCGCAGAAGTGCATATAATGTGACACTCCCCAGTTTAGTCTAATTCAACCAAGAAA
CCGTTCTTCGGACAATACCACGCTGATGGGTTTGGTATTGTGGTCATGTGTCGGTGCGCAGAAGTGCACAAAACGTGTTACTCTCCAGTTTAGTCTAATTCAACGAAGAAA
CCGTTCTTCGGGCAATACCATGCTGATGGGTTTGGTATTGTGGTCATGTGTCGGTGCGCAGAAGTGCACAAAACGTGTTACTCCCCAGTTTAGTCTAATTCAACCAAGAAA
CCGTTCTTCGGGCAATACCACGCTGATGGGTTTGGTATTGTGGTCATGTGTCGGTGCGCAGAAGTGCAGAAAACGTGTTACTCCCCAGTTTAGTCTAATTCAACCAAGAAA
CCGTTCTTCGGGCAATACCACGCTGATGGGCTTGGTGTTGTGGTCATGTGTCGGTGCGCAGAAGTGCACAAAACGTGTTACTCCCCAGTTTAGCTTAATTTAACCAAGAAA
TTCTCATTCAGCCCATGTTGTGTTGCTGGGCATGGTATCACAGCCACATGCTAGAGTATTAAATTGCGCGTAGTGTAGCATACACTTGTGCGGTTTAGTTTGCAAGGAAAG
TTCTCATTCAGCCCATGTTGTGTTGCTGGGCATGGTATCACAGCCACATGCTAGAGTATTAAATTGCGCGTAGTGTAGCATACACTTGTGCGGTTTAGTTTGCAAGGAGAG
TTCTCATTCAGTCCATGTTGTGTTGCTGGGCATGGTATCACAGCCACATGCCAGAGTATTAAATTGCGCGTAGTGTAGCATACACTTGTGCGGTTTAGTTTGCAAGGAAAG
TTCTCATTCAGCCCATGTTGTGTTACTGGGCATGGTATCACAGCCACATGCTAGAGTATTAAATTGCGCGTAGTGTAGCATACACTTGTGCGGTTTAGTTTGCAAGGAAAG
TTCTCATTCAGTCCATGTTGTGTTGCTGGGCATGGTATCACAGCCACATGCTAGAGTATTAAATTGCGCGTAGTGTAGCATACACCTGTGCGGTTTAGTTTGCAAGGAAAG
TTCTCATTCAGTCCATGTTGTGTTGCTGGGCATGGTATCACAGCCACATGCTAGAGTATTAAATTGCGCGTAGTGTAGCATACACTTGTGCGGTTTAGTTTGCAAGGAAAG
TTCTCATTCAGCCCATGTTGTGTTGCTGGGCATGGTATCACAGCCACATGCTAGAGTATTAAATTGCGCGTAGTGTAGCATACACTTGTGCGGTTTAGTTTGCAAGGAAGG
TTCTCATTCAGCCCATGTTGTGTTGCTGGGCATGGTATCACAGCCACATGCTAGAGTATTAAACTGCGCGTAGTGTAGCATACACTTGTGCGGTTTAGTTTGCAAGGAAAG
TTCTCATTCAGCCCATGTTGTGTTGCTGGGCATGGTATCACAGCCACATGCCAGAGTATTAAATTGCGCGTAGTGTAGCATACACTTGTGCGGTTTAGTTTGCAAGGAAAG
TTCTCATTCAGCCCATGTTTTGTTGCTGGGCATGGTATCACAGCCACATGCTAGAGTATTAAATTGCGCGTAGTGTAGCATACACTTGTGCGGTTTAGTTTGCAAGGAAAG
TTCTCATTCAGCCCATGTTGTGTTGCTGGGCATGGTATCACAGCCACATGCTAGAGTATTAAATTGCGCGTAGTGTAGCATACACTTGTGCGGTTTAGTTTGCAAGAAAAG
TTCTCATTCAGCCCACGTTGTGTTGCTGGGCATGGTATCACAGCCACATGCTAGAGTATTAAATTGCGCATAGTGTAGCATACACTTGTGCGGTTTAGTTTGCAAGGAAAG
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Hap_ 43
Hap_ 44
Hap_ 45
Hap_46
Hap_ 47
Hap 48
Hap 49
Hap 50
Hap 51
Hap 52
Hap 53
Hap_ 54
Hap 55
Hap 56
Hap 57
Hap 58
Hap 59
Hap 60
Hap 61
Hap 62
Hap 63
Hap_ 64
Hap 65
Hap 66
Hap 67
Hap 68
Hap 69
Hap 70
Hap_ 71
Hap 72
Hap 73
Hap 74
Hap_75
Hap_76
Hap_ 77
Hap 78
Hap 79
Hap_ 80
Hap 81
Hap 82
Hap 83
Hap 84
Hap 85
Hap 86
Hap 87
Hap 88
Hap_ 89
Hap 90
Hap 91
Hap 92

TTCTCATTCAGCCCATGTTGTGTTGCTGGGCATGGTATCACAGCCACATGCTAGAGTATTAAATTGCGCGTAGTGTAGCTTACACTTGTGCGGTTTAGTTTGCAAGGAAAG
TTCTCATTCAGCCCATGTTGTGTTGCTGGGCATGGTATCACAGCCACATGCTAGAGCATTAAATTGCGCGTAGTGTAGCATACACTTGTGCGGTTTAGTTTGCAAGGAAAG
TTCTCATTCAGCCCATGTTGTGTTGCTGGGCATGGTATCACAGCCACATGCTAGAGTATTAGATTGCGCGTAGTGTAGCATACACTTGTGCGGTTTAGTTTGCAAGGAAAG
TTCTCATTCAGCCCATGTTGTGTTGCTGGGCATGGTATCACAACCACATGCTAGAGCATTAAATTGCGCGTAGTGTAGCATACACTTGTGCGGTTTAGTTTGCAGGGAAAG
TTCTCATTCAGCCCATGTTGTGTTGCTGGGCATGGTATCACAGCCACATGCTAGAGTATTAAATTGCGCGTAGTGTAGCATACACTCGTGCGGTTTAGTTTGCAAGGAAAG
TTCTCATTCAGTCCATGTTGTGTTGCTGGGCATGGTATCACAGCCATATGCTAGAGTATTAAATTGCGCGTAGTGTAGCATACACCTGTGCGGTTTAGTTTGCAAGGAAAG
TTCTCATTCAGCCCATGTTGTGTTGCTGGGCATGGTATCACAGCCACATACTAGAGTATTAAATTGCGCGTAGTGTAGCATACACTTGTGCGGTTTAGTTTGCAGGGAAAG
CTCTTATTCAGCCCATGTTGTGTTGCTGGGCATGGTATCACAGCCACATGCTAGAGTATTAAATTGCGCGTAGTGTAGCATACACTTGTGCGGTTTAGTTTGCAAGGAAAG
TTCTCATTCAGCCCATGTTGTATTGCTGGGCATGGTGTCACAGCCACATGCTAGAGCATTAAATTGCGCGTAGTGTAGCATACACTTGTGCGGTTTTGTTTGCAAGGAAAG
TTCTCATTCAGCCCATGTTGTGTTGCTGGGCATGGTATCACAGCCACATGCTAGAGTATTAAATTGCGCGTAGTGCAGCATACACTTGTGCGGTTTAGTTTGCAAGGAAAG
TTCTCATTCAGCCCATGTTGTGTTGCTGAGCATGGTATCACAGCCACATGCCAGAGTATTAAATTCCGCGTAGTCTAGCATACACTTGTGCGGTTTAGTTTGCAAGGAAAG
TTCTCATTCAGCCCATGTTGTGTCGCTGGGCATGGTATCACAGCCACATGCTAGAGTGTTAAATTGCGCGTAGTGTAGCATACACTTGTGCGGTTTAGTTTGCAAGGAAAG
TTCTCATTCAGCCCATGTTGTGTTGCTGGGCATGGTATCACAGCCACATGCTAGAGTATTAAATTGCGCGTAGTGTAGCATACACTTATGCGGTTTAGTTTACAAGGAAAG
TTCTCATTCAGCCTATGTTGTGTTGCTGGGCATGGTATCACGGCCACATGCTAGAGTATTAAATTGCGCGTAGTGTAGCATACACTTGTGCGGTTTAGTTTGCAAGGAAAG
TTCTCATTCAGCCCATGTTGTGTTGCTGGGCATGGTATCACAGCCACATGCTAGAGTATTAAATTGCGCGTAGCGTAGCATACACTCGTGCGGTTTAGTTTGCAAGGAAAG
TTCTCATTCAGCCCATGTTGTGTTGCTGGGCATGGTATCACAGCCACTTGCTAGAGTATTAAATTACGCGTAGTGTAGCATACACTTGTGCGGTTTAGTTTGCAAGGAAAG
TTCTCATTCAGCCCATGTTGTGTTGCTGGGCATGGTATCACAGCCACATGCTAGAGTATTAAATTGCGCGTAGCGTAGCATACACTTGTGCGGTTTAGTTTGCAAGGAAAG
TTCTCATTCAGCCCATGTTGTGTTGCTGGGCATGGTATCACGGCCACATGCTAGAGTATTAAATTGCGCGTAGTGTAGCATACACTTGTGCGGTTTAGTTTGCAAGGAAAG
TTCACATTCAGCCCATGTTGTGTTGCTGGGCATGGTATCACAGCCACATGCTAGAGTATTAAACTGCGCGTAGTATAGCATACACTTGTGCGGTTTAGTTTGCAAGGAAAG
TTCTCATTCAGCCCATGTTGTGTTGCTGGGCATGGTATCACAGCCACATACTAGAGTGTTAAATTGCGCGTAGTATAGCATACACTTGTGCGGTTTAGTTTGCAAGGAAAG
TTCTCATTCAGCCCATGTTGTGTTGCTGGGCATGGTATCACAGCCACATGCTAGAGTATTAAATTGCGCGTAATGTAGCATACACTTGTGCGGTTTAGTTTGCAAGGAAAG
TTCTCATTCAGCCCATGTTGTGTTGCTGGGCATGGTATCACAGCCACATGCTAGAGTATTAAATTGCGGGTAGTGTAGCATACACTTGTGCGGTTTAGTTTGCAAGGAAAG
TTCTCATTCAGCACATGTTGTGTTGCTGGGCGTGGTATCACAGCCACATGCTAGAGTATTAAATTGCGCGTAGTGTAGCATACACTTGTGCGGTTTAGTTTGCAAGGAAAG
TTCTCATTCAGCCCATGTTGTGTTGCTGCGCATGGTATCACAGCCACATGCTAGAGTATCAAATTGCGCGTAGTGTAGCATACACTTGTGCGGTTTAGTTTGCAAGGAAAG
TTCTCATTCAGCCCATGTTGTGTTGCTGGGCATGGTATCACAGCCACATGCTAGAGTATTAAATTGCGCGTAGTGTAGCATACACTTGTGTGGTTTAGTTTGCAAGGAAAG
TTCTCATTCAGCCCATGTTGTGTTGCTGGGCATGGTATCACAGCCACATGCTAGAGTATTAAATTGCGCGTAGTGTAGCATACACTTGCGCGGTTTAGTTTGCAAGGAAAG
TTCTCATTCAGCCCATGTTGTGTTGCTGGGCATGGTATCACAGCCACATGCTAGAGTATTAAATTGCGCGTAGAGTAGCATACACTTGTGCGGTTTAGTTTGCAAGGAAAG
TTCTCATTCAGCCCATGTTGTGTTGCTGGGCATGGTATCACAGCCACATGCTAGAGTATTAAATTGCGCGTAGTGTAGCATACACTTGTGCGCTTTAGTTTGCAAGGAAAG
TTCTCATTCAGCCCATGTTGTGTTGCTGGGCATGGTATCACAGCCACATGCTAGAGTATTAAATCGCGCGTAGTGTAGCATACACTTGTGCGGTTTAGTTTGCAAGGAAAG
TTCTCATTCAGCCCATGTTGTGTTGCCCGGCATGGTATCACAGCCACATGCTAGAGTATTAAATTGCGCGTAGTGTAGCATACACTTGTGCGGTTTAGTTTGCAAGGAAAG
TTCTCATTCAGCCCATGTTGTGTTGCTGGGCATGGTATCACAGCCACATGCTAGAGTATTAAATTGCGCGTAGTGTAGCATACACTTGTGTGGTTTAGTTTGCAGGGAAAG
TTCTCATTCAGCCCATGTTGTGTTGCTGGGCATGGTGTCACAGCCACATGCTAGAGTATTAAATTGCGCGTAGTGTAGCATACACTTGTGCGGTTTAGTTTGCAAGGAAGG
TTCTCATTCAGCCCATGTTGTGTTGCTGGGCATGGTATCACAGCTACATGCTAGAGTATTAAATTGCGCGTAGTGTAGCATACACTTGTGCGGTTTAGTTTGCAAGGAAAG
TTCTCATTCAGCCCATGTTGTGTTGCTGGGCATGGTATCACAGCCGCATGCTAGAGTGTTAAATTGCGCGTAGTGTAGCATACACTTGTGCGGTTTAGTTTGCAGGGAAAG
TTCTCATTCAGCCCATGTTGTGTTGCTGGGCATGGTATCACAGCCACATGCTAGAGTATTAAATTGCGCGTAGTGTAGCATGCATTTGTGCGGTTTAGTTTGCAAGGAAAG
TTCTCATTCAGCCCATGTTGTGTTGCTGGTCATGGTATCACAGCCACATGCTAGAGTATTAAATTGCGCGTAGTGTAGCATACACTTGTGCGGTTTAGTTTGCAAGGAAAG
TTCTCATTCAGCCCATGTTGTGTTGCTGGGCATGGTATCACAGCCACATGCTAGAGTATTAAATTGCGGGTAGTGTAGCATACACTTGTGCGGTTTAGTTTGCATGGAAAG
TTCTCATTCAGCCCATGTTGTGTTGCTGGGCATGGTATCACAGCCACATGGTAGAGTATTAAATTGCGCGTAGTGTAGCATACACTTGTGCGGTTTAGTTTGCAAGGAAAG
CTCTCATTCAGCCCATGTTGTGTTGCCGGGCATGGTATCACAGCCACATGCTAGAGTATTAAATTGCGCGTAGTGTAGCATACACTTGTGCGGTTTAGTTTGCAAGGAAAG
TTCTCATTCAGCCCATGTTGTGTTGCTGGGCATGGTATCACAGCCACATGCTAGAGTGTTAAATTGCGCGTAGTGTAGCATACACTTGTGCGGTTTAGTTTGCAAGGAAAG
TTCTCATTCAGCCCATGTTGTGTTGCTGGGCATGGTATCACAGCCACATGCTAGAGTATCAAATTGCGCGTAGTGTAGCATACACTTGTGCGGTTTAGTTTGCAAGGAAAG
TTCTCATTCAGCCCATGTTGTGGTGCTGGGCATGGTATCACAGCCACATGCTAGAGTATTAAATTGCGCGTAGTGTAGCATACACTTGTGCGGTTTAGTTTGCAAGGAAAG
TTCTCATTCAGCCCATGTTGTGTTGCTGGGCATGGTATCACAGCCACATGCTAGAGTATTAAATTGCGCGTAGTGTAGCATGCACTTGTGCGGTTTAGTTTGCAAGGAAAG
TTCTCATTCAGCCCATGTTGTGATGCTGGGCATGGTATCACAGCCACATGCTAGAGTATTAAATTGCGCGTAGTGTAGCATACACTTGTGCGGTTTAGTTTGCAAGGAAAG
TTCTCATTCAGCCCATGTTGTGATGCTGGGCATGGTATCACAGCCACATGCTAGAGTATTAAATTGCGCATAGTGTAGCATACACTTGTGCGGTTTAGTTTGCAAGGAAAG
TTCTCACTCAGCCCATGTTGTGTTGCTGGGCATGGTATCACAGCCACATGCTAGAGTATTAAATTGCGCGTAGTGTAGCATACACTTGTGCGGTTTAGTTTGCAAGGAAAG
TTCCCATTCAGCCCATGTTGTGTTGCTGGGCATGGTATCACAGCCACATGCTAGAGTATTAAATCGCGCGTAGTGTAGCATACACTTGTGCGGTTTAGTTTGCAAGGAAAG
TTCTCATTCAGCCCATGTTGTGTTGCTGGGCATGGTATCACAGCCACACGCTAGAATATTAAATTGTGCGTAGTGTAGCACACACTTGTGCGGTTTAGTTTGCAAGGAAAG
TTCTCATTCAGCCCGTGTTGTGTTGCTGGGCATGGTATCACAGCCACATGCTAGAGTATTAAATTGCGCGTACTGTAGCATATACTTGTGCGGTTTAGTTTGCAAGGAAAG
TTCTCATTCAGCCCATGTTGTGTTGCTGGGCATGGTATCACATCCACATGCTAGAGTGTTAAATCGCGCGTAGTGTAGCATACACTTGCGCGGTTTAGTTTGCAAGGAAAG
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Hap 93
Hap_ 94
Hap_ 95
Hap 96
Hap 97
Hap 98
Hap 99
Hap 100
Hap_ 101
Hap_102
Hap 103
Hap_ 104
Hap 105
Hap 106
Hap 107

TTCTCATTCAGCCCATGTTGTGTCGCTGGGCATGGTATCACAGCCACATGCTAGAGTATTAAATTGCGCGTAGTGTAGCATACACTTGTGCGGTTTAGTTTGCAAGGAAAG
TTCTCATTCGGCCCATGTTGTGTTGCTGGGCATGGTATCACAGCCACATGCTAGAGTATTAAATTGCGCGTAGTGTAGCATACACTTGTGCGGTTTAGTTTGCAAGGAAAG
TTCTCATTCAGCCCATGTTGTGTTGCTGGGCATGGTATCACAGCCACATGCTAGAGTATTAAATTGCGCGTAGTGTTGCATACACTTGTGCGGTTTAGTTTGCAAAGAAAG
TTCCCATTCAGCCCATGTTGTGTTGCTGGGCATGGTATCACAGCCACATGCTAGAGTATTAAATTGCGCGTAGTGTAGCATACACTCGTGCGGTTTAGTTTGCAAGGAAAG
TTCTCATTCAGCCCATGTTGTGTTGCTGGGCATGGTATCATAGCCACATGCTAGAGCATTAAATTGCGCGTAGTGTAGCATACACTTGTGCGGTTTAGTTTGTAAGGAAAG
TTCTCATTCAGCCCATGTTGTGTTGCTGGGCATGGTATCACAACCACATGCTAGAGTATTAAATTGCGCGTAGTGTAGCATACACTTGTGCGGTTTAGTTTGCAAGGAAAG
CTCTCATTCAGCCCATGTTGTGTTGCTGGGCATGGTATCACAGCCACATGCTAGAGTATTAAATTGCGCGTAGTGTAGCATACACTTGTGCGGTTTAGTTTGCAAGGAAAG
TTCTCATTCAGCCTATGTTGTGTTGCTGGGCATGGTATCACAGCCACATGCTAGAGTATTAAATTGCGCGTAGTGTAGCATACACTTGTGCGGTTTAGTTTGCAAGGAAAG
TTCTCATTCAGCCCATGTTGTGTTGCTGGGCATGGTATCACAGCCACATGCTAGAGCATTAAATTGCGGGTAGTGTAGCATACACTTGTGCGGTTTAGTTTGCAAGGAAAG
TTCTTATTCAGCCCATGTTGTGTTGCTGGGCATGGCATCACAGCCACATGCTAAAGTATTAAATTGCGCGTAGTGTAGCATACACTTGTGCGGTTTAGTTTGCAAGGAAAG
TTCTCATTCAGTCCATGTTGTGTTGCTGGGCATGGTATCACAGCCACGTGCTAGAGTATTAAATTGCGTGTAGTGTAGCATTCTCTTGTGCGGTTTAGTTTGCAAGGAAAG
TTCTCATTCAGCCCATGTTGTGTTGCTGGGCATGGTATCACAGCCACATGCTAGAGTATTAAATTACGCGTAGTGTAGCATACACTTGTGCGGTTTAGTTTGCAAGGAGAG
TTCTCATTCAGCCCATGTTGTGTTGCTGGGCATGGTATCACAGCCACATGCTAGAGTATTAAATTGCGCGTAGTGTAGCATACATTTGTGCGGTTTAGTTTGCAAGGAAAG
TTCTCATTCAGCCCATGTTGTGTTGCTTGGCATGGTATCACAGCCACATGCTAGAGTATTAAATTGCGCGTAGTGTAGCATACACTTGTGCGGTTTAGTTTGCAAGGAAAG
TTCTCATTCAGCCCATGTTGTGTTGCTGGGCATGGTATCACAGCCACATGCTAGAGTATTAAATTGCGCGTAGTGTAGCATCCACTTGTGCGGTTTAGTTTGCAAGGAAAG
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