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RESUMO

Classificagbes taxonbmicas de ostras sao problematicas, pois estes organismos
possuem caracteristicas morfologicas pouco informativas. A variabilidade da regido ITS
do cluster ribossébmico tem sido bastante utilizada em estudos filogenéticos e
taxondmicos, visto que esta regido apresenta uma variabilidade relativamente elevada e
facil amplificagdo por termociclagem. A ostra Crassostrea brasiliana foi, por décadas,
confundida com C. rhizophorae, entretanto, estudos recentes indicam que sao duas
espécies biologicamente distintas. Esta pesquisa objetivou analisar a variabilidade da
regidao ITS-1 de populagdes de ostras C. rhizophorae em trés estuarios da costa do
Estado do Ceara e investigar a presenca de uma segunda espécie de ostra pertencente
ao género Crassostrea. Exemplares da ostra nativa C. cf. rhizophorae foram coletados
nos estuarios da costa cearense para analise de variabilidade populacional. Foram
coletados também espécimes de C. cf. brasiliana para estudo de filogenia e
comparagao com o primeiro grupo de ostras. Apos extragdo de DNA e amplificacéo por
PCR da regiao ITS-1, sequéncias desta regido foram obtidas para analise filogenética
realizada através dos métodos de neighbour-joining e maxima parciménia. Sequéncias
de ITS-1 descritas no GenBank para 35 individuos, representando 12 espécies de
ostras do género Crassostrea, e mais duas sequéncias de Saccostrea glomerata (grupo
externo), foram utilizadas para os alinhamentos com as sequéncias obtidas na presente
pesquisa. A variabilidade intraespecifica de C.cf.rhizophorae foi estudada pelo método
da maxima parciménia. Sequéncias inéditas de ITS-1 completo foram obtidas para
C.brasiliana e C.rhizophorae, com 427 e 439 pb, respectivamente. A arvore de
neighbour-joining evidenciou a clara separacéo de C.cf.brasiliana e C.cf.rhizophorae em
ramos distintos (100%), confirmando a ocorréncia de, pelo menos, duas espécies de
Crassostrea no local de estudo. O estudo sugere a ocorréncia de C.brasiliana no
Estado do Ceara. Embora alguns autores tenham considerado C.brasiliana sinbnimo de
C.virginica, em nosso estudo, C.virginica mostrou-se muito mais proxima de
C.rhizophorae, com forte agrupamento (100%). A arvore de maxima parciménia
mostrou que as sequéncias de C.cf.brasiliana e C.cf.rhizophorae formaram um grupo
monofilético com as demais espécies de Crassostrea em 100% das repeticoes.
C.cf.brasiliana apresentou-se na base do ramo monofilético de Crassostrea e, portanto,
foi o grupo mais préximo de S.glomerata. Esta arvore também mostrou a separagao dos
exemplares de C.cf.brasiliana e C.cf.rhizophorae em ramos distintos (100%),
evidenciando o forte sinal filogenético observado na analise. Novamente,
C.cf.rhizophorae mostrou-se préoxima de C.virginica. A analise de maxima parciménia
para variabilidade intraespecifica de C.cf.rhizophorae nos trés estuarios estudados
mostrou a formacao de 7 diferentes sequéncias para C.cf.rhizophorae. A ligagao entre
as sequéncias encontradas sugere a presenga de fluxo génico entre as populacdes
estudadas e a ocorréncia de sequéncias exclusivas pode indicar a formacao de
populagdes residentes em cada um dos estuarios analisados. A regidao ITS-1 mostrou-
se ideal para estudos de filogenia de ostras e estudos de variabilidade génica
populacional. A confirmacdo de uma segunda espécie de ostra pertencente ao género
Crassostrea na costa cearense é relevante para uma melhor gestao destes recursos,
que possuem grande importancia ecoldgica, econémica e social para nosso Estado.

Palavras-chave: Crassostrea, ITS, filogenia, taxonomia, ostras.
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ABSTRACT

Oyster taxonomic classifications are problematic, because these organisms have few
informative morphological characteristics. The oyster C.brasiliana was, for decades,
confused with C. rhizophorae. However, recent studies indicate that the two species are
biologically distinct. In order to help solving systematic issues among mollusks the
nuclear ribosomal ITS region has been often used in phylogenetic and taxonomic
studies. ITS presents high variability and relatively easy amplification by thermocycling.
The present study aimed at examining the variability of the ITS-1 region of oyster
populations of C.rhizophorae in three estuaries from Ceara State, as well as
investigating the presence of a second Crassostrea species in the region. Individuals of
the native oyster C.cf.rhizophorae were collected in the estuaries of Ceara for analysis
of population variability. We also collected individuals of C.cf.brasiliana for study of
phylogeny and evaluation of taxonomic status. After DNA extraction and ITS-1
amplification, sequences were obtained for phylogenetic and population analysis. In
addition to these sequences, 35 ITS-1 sequences were retrieved from GenBank,
representing 12 species of Crassostrea oysters. Two additional sequences of
Saccostrea glomerata were used as outgroup. Phylogenetic trees were inferred through
neighbor-joining and maximum parsimony methods. Intraspecific variability in
C.cf.rhizophorae was studied through a nested clade maximum parsimony method.
Complete ITS-1 sequences were obtained for C.brasiliana and C.rhizophorae with 427
and 439 bp, respectively. The neighbor-joining tree showed a clear separation between
C.cf.brasiliana and C.cf.rhizophorae branches (100% bootstrap support), confirming the
occurrence of at least two species of Crassostrea in Ceara. Although C. brasiliana has
been considered synonymous with C.virginica, the results presented here indicate that
C.virginica is much closer to C.rhizophorae The same basic topology was observed in
the maximum parsimony tree. That tree also showed a clear separation between
C.cf.brasiliana and C.cf.rhizophorae branches (100% bootstrap support). Maximum
parsimony analysis of intraspecific variability of C.cf.rhizophorae for the three estuaries
studied showed 7 different sequences for C.cf.rhizophorae. The network between these
sequences suggests the presence of limited gene flow between populations. ITS-1
seems to be ideal for studies of phylogeny of oysters and has shown to be informative
for population studies as well. The confirmation of the presence of a second species of
oysters belonging to the genus Crassostrea in Ceara will have direct consequences in
the management of these resources, which have marked ecological, economic and
social importance to our state.

Keywords: Crassostrea, ITS, phylogeny, taxonomy, oysters.
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1. INTRODUCAO

Os moluscos constituem o segundo maior grupo do Reino animal, em numero de
espécies (BARNES & HARRISON,1994). Segundo dados da FAO (2006), os moluscos
constituiram o terceiro mais importante grupo de organismos cultivados na aquicultura
com uma producao correspondente a 22,3% do total produzido pelo setor no ano de
2004.

As ostras tém desempenhado um importante papel no cenario da aquicultura
brasileira e mundial. Além de proporcionar uma nova fonte de alimento, a ostreicultura
apresenta-se como alternativa importante para minimizar os problemas sociais e
econbmicos de comunidades, que antes viviam da pesca artesanal e que atualmente
sofrem com o evidente declinio da atividade. Em virtude do extrativismo irracional dos
recursos naturais, a implantagdo da ostreicultura apresenta-se como boa opgao para a
preservacdo ambiental e o desenvolvimento sustentavel dos recursos pesqueiros
(DANTAS NETO, 2001).

Alguns estudos tém considerado também a importédncia dos moluscos bivalves
como bioindicadores de poluigdo em ambientes aquaticos, uma vez que possuem a
capacidade de acumular, principalmente em suas branquias e intestino, substancias e
microrganismos presentes na agua (e.g. DAVID et al., 2005; PLEJDRUP et al., 2006;
BROWN et al.,, 2006). De acordo com NUNES & PARSONS (1998), os moluscos
bivalves acumulam, através da filtragcdo, todos os agentes bidticos e abidticos que se
encontram na agua, principalmente na massa visceral, lumen do intestino e
hepatopancreas.

Ostras do género Crassostrea (GUILDING, 1828) ocorrem em praticamente todo
o litoral brasileiro presas a substratos como raizes de mangue e rochas na zona
intertidal (NASCIMENTO, 1991; RIOS, 1994), possuindo grande importancia comercial
como produto de atividades extrativas e de cultivo, além de desempenhar um
importante papel ecolégico como organismos filtradores.

Segundo HEDGECOCK & OKAZAKI (1984), ostras do género Crassostrea
possuem afinidades sistematicas incertas e intensas semelhangas morfolégicas, o que

dificulta a identificagcdo das espécies.
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Classificagdes taxon6micas de ostras sao problematicas, pois estes organismos
possuem caracteristicas morfolégicas pouco informativas. A coloragdo e morfologia das
conchas sdo muito variaveis e sensiveis as variagcbes ambientais. Assim, identificacdes
baseadas em caracteristicas externas da concha como cor, formato e estrutura sdo
extremamente susceptiveis a erros (TACK et al., 1992; WANG et al., 2004).

Diversos estudos biomoleculares tém sido desenvolvidos com o intuito de
investigar as relagdes filogenéticas existentes entre estes organismos e tentar elucidar
0os problemas taxonémicos existentes, produzindo bons resultados (IGNACIO et al.,
2000; LAPEGUE et al., 2002; LAZOSKI, 2004; PIE et al., 2006; VARELA et al. 2007;
REECE et al., 2008).

O DNA ribossdmico nuclear (rDNA) de organismos eucariéticos é formado pelos
genes 18S, 5.8S e 28S e por dois espagamentos internos chamados de ITS 1 e 2
(Internal Transcribed Spacer) (HARRIS & CRANDALL, 2000). Considerando a alta
variabilidade da regido ITS, sequéncias desta regidao tém sido frequentemente usadas
em estudos taxondmicos e filogenéticos (YU et al., 2006).

Dessa forma, tendo em vista a dificuldade existente na utilizagdo de
caracteristicas morfoloégicas em estudos taxonémicos de ostras, a identificacdo e
diferenciacdo das espécies de ostras que ocorrem no Estado do Ceara através de
ferramentas biomoleculares é imprescindivel para uma melhor gestao destes recursos,

que possuem grande importancia ecolégica, econémica e social para nosso Estado.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Biologia das Ostras

A classe Bivalvia abrange moluscos comprimidos lateralmente que possuem o
corpo envolvido por duas conchas, ou valvas, articuladas em sua porgao dorsal por um
ligamento cérneo (RUPPERT & BARNES, 1996). As ostras sdo moluscos bivalves
sésseis que habitam substratos firmes em aguas costeiras rasas, com ocorréncia desde
a faixa equatorial até cerca de 64 °N e 44 °S na faixa de frio moderado, sendo
considerada um alimento de alto valor nutritivo devido elevada concentracdo de
proteina, minerais, glicogénio e vitaminas (GALTSOFF, 1964; WAKAMATSU, 1973).

Ostras do género Crassostrea sdo amplamente distribuidas ao longo da costa
brasileira, onde sado encontradas em ambientes estuarinos, presas a substratos duros
como rochas e raizes do manguezal na zona entre marés (NASCIMENTO, 1991; RIOS,

1994). Estes bivalves recebem a seguinte classificacdo taxonémica (ITIS, 2008):

Reino Animalia
Filo Mollusca

Classe Bivalvia Linnaeus, 1758

Subclasse Pteriomorphia Beurlen, 1944
Ordem Ostreoida Waller, 1978

Superfamilia Ostreoidea

Familia Ostreidae Rafinesque, 1815

Género Crassostrea Sacco, 1897

A ostra do mangue Crassostrea rhizophorae (GUILDING, 1828) apresenta uma
ampla distribuicdo geografica que abrange a regiao Sul do Caribe, Venezuela,
Suriname e praticamente toda a costa do Brasil até o Uruguai (RIOS, 1994), sendo uma
das principais espécies de bivalve consumida no Nordeste brasileiro.

A ostra Crassostrea brasiliana (LAMARCK, 1819) consiste em uma espécie

estuarina de ocorréncia em quase toda a costa brasileira, desde o Estado de Santa
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Catarina até o Maranhdo e no Estado de Sdo Paulo é muito apreciada pelo seu sabor.
A espécie vem sendo estudada e descrita na literatura por diversos autores, sendo
salientada a possibilidade de manejo e cultivo (CAMPOLIM & MACHADO, 1995;
GALVAO et al., 2000; PEREIRA et al., 2000a; PEREIRA et al., 2000b).

2.2. Estudos Taxonomicos de Ostras na Costa Brasileira

A ostra C. brasiliana foi, por décadas, confundida com C. rhizophorae, entretanto,
diferengas na morfologia larval e no desenvolvimento destas tém sido descritas,
indicando que sao duas espécies biologicamente distintas (ABSHER, 1989). De acordo
com este autor, C. brasiliana habita apenas o infralitoral, enquanto que C. rhizophorae
pode ser encontrada em regides entre marés presas a costées rochosos ou raizes de
mangue Rhizophora mangle. Uma importante caracteristica de C. brasiliana é seu
grande tamanho em relagdo a C. rhizophorae (NASCIMENTO, 1991). Segundo
CHRISTO (2006), a espécie C. rhizophorae ocorre na regiao entre marés e pode atingir
até 10 cm de altura de concha, enquanto que, a ostra C. brasiliana, conhecida como
“ostra-de-fundo”, ocorre no infralitoral sendo considerada uma espécie de grande porte
e podendo alcangar mais de 20 cm de altura de concha.

Embora SINGARAJAH (1980) e RIOS (1994) tenham considerado C. brasiliana
sindbnimo de C. rhizophorae, IGNACIO et al. (2000) apresentaram evidéncias genéticas
que comprovam essa diferenciacao a nivel especifico.

LAPEGUE et al. (2002), ao investigarem a distribuicdo de ostras do mangue na
América do Sul verificaram a presenga da espécie Crassostrea gasar na costa
brasileira. Estes autores levantaram a hipotese de C. brasiliana e C. gasar serem a
mesma especie.

PIE et al. (2006), através do método RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism), discriminaram apenas trés espécies de ostras coletadas na costa
brasileira: C. brasiliana, C. rhizophorae e C. gigas. VARELA et al. (2007), observaram
que a sequéncia do gene 16S rRNA depositado no Genbank por PIE et al. (2006) para
C. brasiliana é idéntica a de C. gasar estudada por LAPEGUE et al. (2002), sugerindo

que se tratam de uma unica espécie. Estes autores realizaram analise da sequéncia do
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gene 16S rRNA de 120 espécimes de ostras coletadas em nove locais diferentes da
costa brasileira e identificaram a presengca de apenas duas espécies: C. gasar
(=C.brasiliana) e C. rhizophorae.

CARRIKER & GAFFNEY (1996) consideraram C. brasiliana sinbnimo de
Crassostrea virginica (GMELIN, 1791). Vale salientar que, de acordo com [ntegrated
Taxonomic Information System (2008) e Bay of Found Species Information (2008),
Crassostrea virginica € a nomenclatura valida que deve substituir os sinébnimos C.
brasiliana e C. floridensis (SOWERBY, 1870).

LAZOSKI (2004), apds realizar estudo com marcadores moleculares nucleares e
mitocondriais com cinco espécies de Crassostrea (C. rhizophorae, C. brasiliana, C.
virginica, C. gigas e C. gasar), sugere que C. rhizophorae e C. brasiliana sao as unicas,
ou pelo menos as mais abundantes da costa brasileira. O autor conclui que as espécies
C. paraibensis e C. gasar sao, provavelmente, sinbnimas de C. brasiliana e que a
sinonimia citada por alguns autores para C. brasiliana e C. virginica, parece estar

incorreta.

2.3. Utilizagcao da Regiao ITS (Internal Transcribed Spacer) em Estudos de

Variabilidade Génica

Estudos de genética populacional de espécies marinhas tém recebido bastante
atencdo da comunidade cientifica, auxiliando o entendimento de padrdes
biogeograficos existentes em comunidades aquaticas (YU & CHU, 2006), e ajudando na
identificacdo de condicbes ambientais adversas, que poderiam causar modificagdes
indesejaveis na estrutura genética dos organismos e, em alguns casos, colocar em
risco a sobrevivéncia e perpetuacao da espécie.

O DNA ribossémico nuclear (rDNA) de organismos eucariéticos possui dois
espacamentos internos entre os genes 18S e 58S e os genes 5.8S e 28S,
denominados ITS-1 e ITS-2 (Internal Transcribed Spacer 1 and 2), respectivamente
(HILLIS & DIXON, 1991; HARRIS & CRANDALL, 2000) (Fig. 1).



17

Aproximadamente Apreximadamante
B00 paras de basas 1000 pares de bases
185 ITS 5.85 ITS2 285

Figura 1. DNA ribossémico nuclear de eucariotos segundo HARRIS & CRANDALL (2000),
ilustrando os genes 18S, 5.8S e 28S e os espagamentos ITS-1 e ITS-2, que tipicamente

possuem cerca de 600 e 1000 pares de bases, respectivamente.

De acordo com HE et al. (2005), a regiao ITS do cluster ribossémico tem sido
bastante utilizada em estudos filogenéticos e taxondémicos, visto que esta regiao
apresenta uma variabilidade relativamente elevada e de facil amplificacdo por
termociclagem (e.g. CHU et al., 2001; MAGGIONI, 2002; TANGJINGJAI et al., 2003;
NOVOA et al., 2005; CRUZ et al., 2006).

Pesquisas recentes tém utilizado a regido ITS em estudos de variabilidade
genética em moluscos bivalves, solucionando problemas taxondmicos existentes entre
diversas espécies (e.g. INSUA et al., 2003; HE et al., 2005; YU et al., 2006; YU & CHU,
2006; REECE et al., 2008; WANG & GUO, 2008).

Considerando a importancia dos moluscos bivalves, estudos que visam avaliar a
variabilidade genética destes organismos em seu habitat natural sdo de fundamental

importancia para sua preservagao.

2.4. Caracterizagao dos Estuarios Estudados

A contaminagao de origem antropica em ambientes aquaticos tem contribuido
para a sobre-exploragdo dos recursos pesqueiros e influenciando diretamente no
potencial genético dos organismos aquaticos. Os principais impactos antropogénicos
consistem em disturbios nas comunidades fitoplanctdnicas, deposicdo excessiva de
matéria organica, hipoxia, contaminacao genética de estoques selvagens, competigao
entre espécies, disseminagdo de doengas e ameacga a saude publica (CLOERN, 2001;
De JONGE et al., 2002; CURTIUS et al., 2003).
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Conforme definicdo de PRITCHARD (1967), estuario € um corpo de agua
costeiro semi-fechado, com uma conex&o livre com o mar aberto e dentro do qual a
agua marinha é diluida com a agua doce proveniente da drenagem terrestre. Portanto,
trata-se de ambiente naturalmente eutrofizado e capaz de suportar uma biomassa
elevada de organismos, o que lhe confere importancia econémica e, principalmente,
ambiental.

O desenvolvimento em areas costeiras, incluindo urbanizagdo, agricultura
intensiva e, em alguns casos, a aquicultura, pode promover alteragdes indesejaveis nos
sistemas estuarinos. Estes problemas tornam-se cada vez mais comuns em paises em
desenvolvimento que, faltando tecnologia adequada para a utilizacdo de sistemas de
tratamento de aguas residuais, promovem um aumento na descarga de nutrientes em
ecossistemas costeiros, gerando condigdes de eutrofizagao artificial (GONZALEZ et al.,
2008).

Outro fator que tem contribuido para a deplecao dos estoques naturais de
organismos aquaticos é a pressao que o extrativismo exerce sobre estes animais. De
acordo com PEREIRA & SOARES-GOMES (2002), a exploragdo humana sobre as
populagdes naturais e cultivadas produz impactos sobre a estrutura genética destas
populagdes, causando uma perda de diversidade genética e podendo acarretar na
quebra de conjuntos génicos coadaptados e na perda de alelos exclusivos. A polui¢céo
marinha, gerada principalmente por fatores antrépicos, pode causar alteragcées na
constituicdo genética dos organismos, trazendo danos ao material hereditario e
trazendo como consequéncias mutagdes génicas ou aberragbes cromossOmicas. O
resultado pode ser a morte do individuo ou o desenvolvimento de neoplasias ou de
mosaicos de células no organismo. Assim, a poluigdo marinha causa uma diminui¢ao
da adaptabilidade dos individuos afetados e pode, inclusive, representar uma ameaca a
sobrevivéncia da populagdo ou mesmo da espécie como um todo.

O Estado do Ceara possui 578 km de area costeira, apresentando uma grande
diversidade de ecossistemas costeiros, onde predominam praias arenosas, extensos
corddes de dunas e planicies fluvio-marinhas revestidas por manguezais (SEMACE,
1997).
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O Estuario do Rio Pacoti (Eusébio - CE) possui aproximadamente 15 km de
extensdo, com 160 ha de manguezal, sendo que o decreto n°® 25.778 de 15 de fevereiro
de 2000 criou a Area de Protecdo Ambiental do Rio Pacoti, com 2.915 ha, abrangendo
0s municipios de Fortaleza, Eusébio e Aquiraz (GORAYEB et al, 2005).

O Rio Pacoti € o maior dos cursos d’agua que atravessam a regiao metropolitana
de Fortaleza, estando sua nascente na vertente-oriental da Serra de Baturité,
percorrendo cerca de 150 km até desembocar no mar. Os principais problemas
existentes na APA do Rio Pacoti sdo decorrentes da acao antropica, ocasionados pela
especulacdo imobiliaria, com a construcdo de casas de veraneio, condominios
fechados e empreendimentos hoteleiros, disposicdo de residuos sélidos nas margens
do manancial, ocupacéo por residéncias na area de preservagao permanente do rio e
trafego de veiculos sobre as dunas (SEMACE, 2009).

A bacia do rio Coc6 (Fortaleza - CE), de acordo com o Plano Diretor de
Drenagem, pode ser dividido em trés grandes sub-bacias. A primeira, com uma area de
91,3 km? corresponde a parte superior do rio, controlada pelo agude do Gaviao; a
segunda engloba tanto a area a jusante do agude, drenada pelo préprio Cocd, como
aquela drenada pelo riacho Lameirdo com uma area de 230,2 km? e a terceira
compreendendo as areas drenadas pelo rio Coco e seu afluente rio Coagu, com 195,7
km? (AUMEF, 1987).

O Estuario do Rio Coc6 pode ser caracterizado como um ambiente fortemente
impactado pelas atividades humanas ao longo da bacia de drenagem, devido aos
baixos niveis de oxigénio dissolvido e altos valores de condutividade. A influéncia
humana nas condi¢cbes estuarinas se da principalmente pela emissdo de esgoto
doméstico sem tratamento adequado (MOLISANI, 2005).

Tendo em vista o grande numero de nichos ecoldgicos propiciados pela estrutura
do ecossistema manguezal-estuario, utilizados por inumeras espécies de animais, nos
seus diferentes estagios de desenvolvimento, a fauna estuarina do Rio Cocdé vem
diminuindo gradativamente, em razdo da caga e da pesca, poluicdo do rio e outras
alteragdes que ocorrem na area (AUMEF, 1989).

A APA do Estuario do Rio Ceara (Fortaleza - CE), unidade de conservacao de

uso sustentavel, criada por meio do Decreto n° 25.413, de 29 de margo de 1999,
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abrange uma area de 2.744,89 hectares e localiza-se na divisa dos Municipios de
Fortaleza e Caucaia, a aproximadamente, 20 km do Centro de Fortaleza. Os principais
problemas existentes na APA sao decorrentes da acdo antrépica, ocasionadas pela
ocupacao irregular das margens do Rio Ceara, com barracas para vendas de bebidas e
alimentos, estaleiros e construgcdes diversas, além de desmatamento, queimadas, e
pesca predatoria (SEMACE, 2009).

Organizagbes internacionais e agéncias ambientais reconhecem que avaliagbes
de riscos ndo podem ser unicamente baseadas em analises quimicas das amostras
ambientais, visto que essa abordagem nao fornece qualquer indicacdo de efeitos
deletérios de mudangas ambientais sobre a biota (GRAY, 1992).

Recentemente, a utilizacdo de marcadores moleculares tem sido proposta para
identificacdo de condi¢gdes ambientais adversas e de seus efeitos biolégicos. Uma das
caracteristicas mais importantes dos marcadores biomoleculares € que eles tém a
capacidade de identificar mudangas ambientais em niveis iniciais e, dessa forma,
podem ser utilizados para prever e evitar danos de maior magnitude (CAJARAVILLE et
al., 2000).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Analisar a variabilidade genética da regiao ITS-1 de populagcdes de ostras

Crassostrea sp. em estuarios da costa do Estado do Ceara - Brasil.

3.2. Objetivos Especificos

e Investigar a presenca de duas espécies de ostra pertencentes ao género

Crassostrea (C.brasiliana e C.rhizophorae) em estuarios da costa cearense.

e Analisar a variabilidade da regiao ITS-1 (Internal Transcribed Spacer 1) do cluster
ribossébmico em populagcdes de C. rhizophorae coletadas nos estuarios dos rios
Pacoti (Eusébio - CE), Cocé (Fortaleza - CE) e Ceara (Fortaleza - CE).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Coleta de amostras biolégicas

Exemplares da ostra nativa C. cf. rhizophorae foram coletados em julho de 2008
presas a raizes de Rhizophora mangle nos estuarios dos rios Ceara (n = 30), Cocé (n =
30) e Pacoti (n = 30), totalizando 90 animais para analise de variabilidade populacional
(Fig. 2). Foram coletados também espécimes de C. cf. brasiliana (n = 30) enterradas na
lama ou presas a troncos e raizes no Estuario do Rio Pacoti para estudo de filogenia e
comparagdo com o primeiro grupo de ostras (Fig. 3). Os 120 animais foram
transportados até o Laboratorio de Biologia Molecular do Centro de Diagndsticos de
Enfermidades de Organismos Aquaticos — CEDECAM, do Instituto de Ciéncias do Mar —
LABOMAR, da Universidade Federal do Ceara — UFC, onde foi realizada a retirada de
amostras do musculo adutor de cada individuo e conservadas em etanol MERCK® 95 %

para utilizagcdo nas analises biomoleculares.

Figura 2. Fotografias mostrando espécimes de C.cf.rhizophorae presas as raizes de R. mangle.
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Figura 3. Fotografias mostrando espécimes de C.cf.brasiliana: parcialmente enterrado no

substrato (2a) e preso a raiz de R. mangle (2b).

A area de estudo incluiu os estuarios dos Rios Pacoti (Eusébio - CE), Cocé
(Fortaleza - CE) e Ceara (Fortaleza - CE). Para C. cf. rhizophorae, os pontos de coleta
localizaram-se nas coordenadas geograficas 03° 42’ 09” S e 38° 35’ 53” W (Ponto 1),
03° 46’ 37” S e 38° 26’ 20” W (Ponto 2) e 03° 50’ 02” S e 38° 25’ 10” W (Ponto 3) para
os estuarios dos rios Ceara, Cocé e Pacoti, respectivamente. Para C. cf. brasiliana o
ponto de coleta localizou-se no Estuario do Rio Pacoti nas coordenadas 03° 51’ 16” S e
38° 24’ 36”W (Ponto 4) (Fig. 4).
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Figura 4. Imagem de satélite mostrando os pontos de coleta (P1, P2, P3 e P4) nos estuarios

dos rios Ceara, Coco e Pacoti.
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4.2. Extracao do DNA Total

Para extracdo do DNA total das amostras seguiu-se o protocolo para DNAZzol®
(Invitrogen Life Technologies), estabelecido pelo fabricante.

Inicialmente, foi colocado aproximadamente 50 mg de tecido macerado de cada
animal em tubos eppendorf de 1,5 mL, juntamente com 500 uL de DNAZzol,
homogeneizando através de agitacdo as amostras e deixando-as em repouso a
temperatura ambiente por 30 minutos. Decorrido este periodo, os tubos foram
centrifugados a 13.000 rpm / 10 minutos para precipitacdo do tecido excedente e
impurezas. O sobrenadante foi recuperado e colocado em novos tubos, adicionando-se
500 uL de etanol absoluto, momento em que o DNA pdde ser observado como uma
nuvem branca em meio a amostra. Novamente as amostras foram homogeneizadas e
deixadas em repouso a temperatura ambiente por 3 minutos. Uma nova centrifugagao
foi realizada a 13.000 rpm / 5 minutos para precipitagdo do DNA. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi ressuspendido com 500 pL de etanol 95%, invertendo-se
suavemente os tubos por seis vezes e deixando-os em repouso por 1 minuto. O
sobrenadante foi descartado e os tubos colocados em repouso por 10 minutos para
secar. Finalmente o DNA foi solubilizado com 200 pL de hidroxido de sédio (NaOH) a 8
mM, adicionando-se ainda 20 pL de Hepes 0,1 M.

Todas as amostras foram quantificadas por espectrofotometria e padronizadas

por diluigdo para a concentragao de 50 ng/pL (solugao de trabalho).
4.3. Reagcao em Cadeia de Polimerase (Polimerase Chain Reaction — PCR)

Para amplificacao de regido ITS-1, cada reagao de PCR foi composta de: 29 pL
de agua ultra pura; 1x de tampao; 1,5 mM de MgCI2; 200 uM de dNTP’s; 0,4 uM do
primer 1TS-1 forward; 0,4 uM do primer ITS-1 reverse; 2,5 U da enzima Platinum®Taq
DNA Polimerase (Invitrogen®); e 50 ng de DNA, em um volume total de 50 L de
reacao. Os primers utilizados foram: ITS1-F (5’- CAC ACC GCC CGT CGC TAC TA-3))
e ITS1-R (5- ATT TAG CTG CGG TCT TCA TC -3’) (CHU et al., 2001). A regiao de
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anelamento dos primers situa-se nos genes 18S e 5.8S do rDNA para ITS1-F e ITS1-R,
respectivamente.

O programa usado durante a termociclagem foi composto de uma desnaturagao

inicial a 94 °C / 1,5 minutos, seguida de 33 ciclos de 94 °C / 20 segundos
(desnaturacgéao), 60 °C / 30 segundos (anelamento dos primers) e 72 °C / 30 segundos
(extensao), e uma extensao final a 72 °C / 5 minutos.
Todos os produtos de PCR foram observados por eletroforese em gel de agarose 1%
contendo brometo de etideo, e visualizados através de um transluminador ultravioleta.
Utilizou-se o marcador 1 Kb DNA Plus (INVITROGEN®). As imagens obtidas foram
fotodocumentadas e arquivadas.

4.5. Sequenciamento

Os produtos de PCR foram purificados através do GFX PCR DNA and Gel Band
Purification Kit (llustra™). Em seguida, as amostras foram levadas ao Laboratério de
Ecologia Microbiana e Biotecnologia - LemBiotech, da Universidade Federal do Ceara —
UFC, para quantificagdo em um espectrofotdbmetro de espectro completo Nanodrop®
ND-1000.

A reacao de sequenciamento foi realizada no Laboratério de Genética Molecular,
da Universidade Federal do Ceara - UFC, utilizando-se o DYEnamic™ ET Dye
Terminator Cycle Sequencing Kit for MegaBACE™ DNA Analysis Systems (Amersham
Biosciences®). De acordo com o protocolo estabelecido, a reagao foi composta de 4 uL
do pré-mix fornecido no kit, 0,5 yM de primer e 5 yL de amostra contendo 60 ng de
DNA diluido em agua ultrapura, totalizando um volume de 10 pL por reacdo. O
sequenciamento foi realizado em ambos os sentidos através dos primers ITS-1 forward
e ITS-1 reverse, com quatro repeticoes para cada primer. As amostras foram
distribuidas em placas de sequenciamento e levadas ao termociclador.

O programa de termociclagem utilizado para o sequenciamento foi constituido de
25 ciclos de 95 °C / 20 segundos, 50 °C / 15 segundos e 60 °C / 1 minuto.

Apos execugao do programa de sequenciamento foi realizada a precipitacao por

isopropanol das amostras, adicionando-se 20 yL de isopropanol 80 % em cada pogo da
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placa, e homogeneizando-as através de um vortex mixer. Em seguida, as placas foram
centrifugadas a 4.000 rpm / 50 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi removido e
descartado através de um spin invertido da placa. Adicionou-se 45 uL de etanol 70 %
para lavagem do pellet de DNA formado, centrifugando novamente a placa a 4.000 rpm
/ 10 minutos a 4 °C e descartando o sobrenadante por spin invertido. Adicionou-se 10
uL de MegaBACE™ loading solution para ressuspender o DNA, homogeneizando-se
vigorosamente a solugao por meio de um vortex mixer. Finalmente, as amostras foram
encaminhadas ao seqiienciador automatico modelo MegaBACE™ 1000 (Amersham

Biosciences®).
4.6. Analise de Variabilidade da Regiao ITS-1

As sequéncias de ITS-1 obtidas para C.cf.brasiliana e C.cf.rhizophorae foram
editadas e alinhadas através dos programas BioEdit versdo 5.0.9 (HALL, 1999) e
ClustalX versdo 2.0.10 (THOMPSON et al.,, 1997) para estudo de variabilidade
interespecifica. Foram selecionadas vinte sequéncias de ITS-1, sendo dez para
C.cf.brasiliana e dez para C.cf.rhizophorae, para a obtencdo de sequéncias consenso
de ITS-1 para as duas espécies estudadas, e para o estudo de filogenia. A qualidade
das sequéncias foi constatada por visualizagdo dos eletroferogramas através do
programa ChromasPro versao 1.49. Sequéncias de ITS-1 descritas no GenBank para
35 individuos, representando 12 espécies de ostras do género Crassostrea, foram
utilizadas para os alinhamentos com as sequéncias obtidas na presente pesquisa. Mais
duas sequéncias de Saccostrea glomerata foram utilizadas para formagéo de um grupo

externo (Tab. 1).
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Tabela 1. Sequéncias de ITS-1 para Crassostrea retiradas do GenBank e incluidas nas analises

filogenéticas, com as abreviagdes de cada espécie utilizada neste trabalho.

Espécies Quantidade de NuUmero de Acesso
Sequéncias GenBank
Crassostrea angulata 03 FJ222346.1
FJ222352.1
Crassostrea ariakensis 03 FJ222336.1
(= C.ari) FJ222338.1
FJ222339.1
Crassostrea belcheri 03 EU073248.1
(= C.bel) EU073254.1
EU073259.1
Crassostrea gigas 03 FJ222357.1
(= C.gig) FJ222358.1
FJ222359.1
Crassostrea gryphoides 03 EU073242.1
(= C.gry) EU073245.1
EU073247.1
Crassostrea hongkongensis 03 FJ222329.1
(= C. hon) FJ222331.1
FJ222334.1
Crassostrea iredalei 03 FJ222360.1
(= C.ire) FJ222364.1
FJ222366.1
Crassostrea madrasensis 03 EU073237.1
(= C.mad) EU073239.1
EU073241.1
Crassostrea nippona 03 EU072459.1
(= C.nip) AB041760.1
AB377690.1
Crassostrea rivularis 02 AY144598.1
(= Curiv) DQ785895.1
Crassostrea sikamea 03 FJ222340.1
(= C.sik) FJ222344.1
FJ222345.1
Crassostrea virginica 03 EU073341.1
(= C.vir) EU073343.1
EU072460.1
Saccostrea glomerata 02 EU073223.1
(= S.glo) EU073224.1




29

Analises filogenéticas foram realizadas utilizando um bootstrap de 10.000
réplicas pelo método neighbour-joining (SAITOU & NEI, 1987) a partir do ClustalX
2.0.10. As analises também foram realizadas pelo método da maxima parciménia
através das ferramentas Seqboot, Dnapars e Consense do programa Phylip verséo
3.68 (FELSENSTEIN, 2008), utilizando um bootstrap de 1.000 réplicas e 100
randomizagoes. Nesta andlise utilizou-se a ostra Saccostrea glomerata como grupo
externo, sendo o género Saccostrea considerado mais recente do que Crassostrea
(BROCK, 1990). O programa utiliza o método de FITCH (1971) para contar o numero de
alteragbes de bases em uma dada arvore. As arvores filogenéticas foram visualizadas
através do programa TreeView versao 1.6.6 (RODERIC, 1996).

Para anadlise de variabilidade genética intraespecifica de C. rhizophorae nos trés
estuarios estudados, as sequéncias de ITS-1 obtidas, apds editadas e alinhadas, foram
analisadas pelo método da maxima parcimbénia através do programa TCS 1.21
(CLEMENT et al., 2000). Nesta analise, tendo em vista limitagdes do programa TCS
1.21 para utilizagao de sequéncias com gaps, foram utilizadas sequéncias parciais (273
pares de bases) que ndo continham gaps, de vinte individuos, dos quais nove foram do
Estuario do Pacoti, seis do Estuario do Cocd e cinco do Estuario do Ceara. A
probabilidade de parciménia foi calculada segundo TEMPLETON et al. (1992), com

base em diferengas nas sequéncias utilizando um intervalo de confianga de 95%.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para as analises moleculares, a amplificagdo por PCR da regido ITS-1 do cluster
ribossémico foi realizada com sucesso para as 120 amostras de ostras coletadas,

C.cf.brasiliana e C.cf.rhizophorae, gerando um amplicon de aproximadamente 650 pb

(Fig. 5).

[

o O R R R il L I —p—

[TH W

1

He .

1 * o lem szwolze A Boa cem Doe oew ew lden sk lizec ke i R ob
=13 16k 1TP 13F H1O9F 2P I11F P Ehb

T ]

F-——
=]
=
e
=

23F MF I9F &F WP &F WP WP KR

Figura 5. Eletroforese evidenciando a amplificagdo da regido ITS-1 em ostras C.cf.brasiliana
(4a) e C.cf.rhizophorae (4b). Marcador: 1 Kb DNA Plus (INVITROGEN®).

O alinhamento das dez sequéncias selecionadas para C.cf.brasiliana, gerou uma
sequéncia consenso de ITS-1 completo com 427 pb. Para C.cf.rhizophorae, o

alinhamento das dez sequéncias selecionadas, gerou uma sequéncia consenso de ITS-
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1 completo com 439 pb (Anexo 1). Nao foram encontradas sequéncias desta regiao
depositadas no GenBank para estas espécies, tratando-se, portanto, de sequéncias
inéditas de ITS-1 para C.brasiliana e C.rhizophorae.

Na arvore de distancia gerada pelo método neighbour-joining (Fig. 6) a partir do
alinhamento de sequéncias de C.cf.brasiliana e de C.cf.rhizophorae com as sequéncias
retiradas do GenBank (Tab. 1), as dez sequéncias de C.cf.brasilliana agruparam-se em
sua totalidade (100%), ocorrendo o mesmo com as dez sequéncias de C.cf.rhizophorae
(70%).

Ocorreu a clara separagao de C.cf.brasiliana e C.cf.rhizophorae em grupos
distintos (100%), confirmando a ocorréncia de, pelo menos, duas espécies de
Crassostrea no ambiente estuarino do Rio Pacoti-CE. VARELA et al (2007), ao
estudarem filogenia de Crassostrea na costa brasileira, ndo encontraram C.brasiliana
no Estuario do Rio Jaguaribe-CE, entretanto, os resultados encontrados na presente
pesquisa sugerem a ocorréncia desta espécie em nosso Estado. A mesma relagao
filogenética entre C.brasiliana, C.rhizophorae e C.virginica verificada por VARELA et al.
(2007) ao estudarem a regido 16S rRNA, foi observada no presente estudo com ITS-1
para C.cf.brasiliana, C.cf.rhizophorae e C.virginica, sugerindo que 0s espécimes
coletados séo, de fato, C.brasiliana e C.rhizophorae.

Apesar da sinonimia levantada anteriormente para estas duas espécies
(SINGARAJAH, 1980; RIOS,1994), diversos estudos comprovam esta diferenciagéo a
nivel especifico (ABSHER, 1989; IGNACIO et al., 2000; LAPEGUE et al., 2002;
LAZOSKI, 2004; PIE et al., 2006; VARELA et al., 2007), corroborando o resultado
encontrado na presente pesquisa.

Embora alguns autores tenham considerado C.brasiliana sinbnimo de C.virginica
(CARRIKER & GAFFNEY, 1996; Integrated Taxonomic Information System, 2008; Bay
of Found Species Information, 2008), esta sinonimia ndo foi confirmada nesta pesquisa,
sendo também questionada por LAZOSKI (2004). Em nosso estudo, C.virginica
mostrou-se muito mais proxima de C.rhizophorae, com forte agrupamento (100%),
sendo esta proximidade também observada em outros estudos (LAM & MORTON,

2003; VARELA et al.,, 2007). Vale salientar que estudos recentes consideraram
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C.brasiliana sindnimo da ostra africana do Atlantico C.gasar (LAPEGUE et al., 2002;

LAZOSKI, 2004; VARELA et al., 2007).
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Figura 6. Arvore de neighbour-joining para o género Crassostrea baseada em sequéncias de

ITS-1. Foi utilizado na analise um bootstrap de 10.000 réplicas.
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A arvore gerada pelo método da maxima parciménia (Fig. 7), utilizando
sequéncias de Saccostrea glomerata como grupo externo, mostra que as sequéncias
de C.cf.brasiliana e C.cf.rhizophorae formaram um grupo monofilético com as demais
espécies de Crassostrea em 100% das repeticdes geradas pelo bootstrap. (Anexo 2).

REECE et al. (2008) ao estudarem a filogenia de espécies asiaticas de
Crassostrea com base em sequéncias de ITS-1, observaram que C.virginica ficou na
base do ramo monofilético de Crassostrea. Em nosso estudo, ao incluirmos na andlise
sequéncias de C.cf.brasiliana e C.cf.rhizophorae juntamente com sequéncias das
espécies asiaticas utilizadas no estudo daqueles autores, observamos que a topologia
da arvore se manteve, entretanto, C.cf.brasiliana ocupou a base do grupo monofilético
de Crassostrea ficando mais préxima do grupo externo (S. glomerata) e
C.cf.rhizophorae formou um agrupamento com C.virginica.

A arvore de maxima parcimdnia sugere que as espécies do continente americano
C. brasiliana, C. rhizophorae e C. virginica podem ser mais antigas que as espécies
asiaticas de Crassostrea. REECE et al. (2008), observaram uma topologia semelhante
a encontrada no presente estudo confirmando a hipétese levantada.

Assim como na arvore de neighbour-joining, a de maxima parciménia também
mostra a separagado dos exemplares de C.cf.brasiliana e C.cf.rhizophorae em ramos
distintos (100%), evidenciando o forte sinal filogenético observado na analise.
Novamente, observa-se a proximidade entre a ostra nativa C.cf.rhizophorae e a ostra
americana C.virginica com 100% de agrupamento. WANG & GUO (2008), estudando
polimorfismos da regido ITS em ostras pelo método RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism), verificaram que ndo foi possivel diferenciar C.rhizophorae de
C.virginica. Em nosso estudo, a separacao destas espécies em ramos distintos
evidencia o potencial na utilizacdo de sequéncias de ITS-1 para diferenciacido de
especies.

A confirmacédo da ocorréncia de duas espécies distintas de ostras do género
Crassostrea nos estuarios do Estado do Ceara é de grande importancia para uma
melhor gestdo destes recursos, ressaltando o potencial de C.brasiliana para

ostreicultura local em vista do grande tamanho alcangado por esta espécie.
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A andlise de maxima parcimbnia para variabilidade intraespecifica de
C.cf.rhizophorae nos trés estuarios estudados mostrou a formacdo de 7 sequéncias
para C.cf.rhizophorae: a, b, c, d, e, f, g (Fig. 8). No estuario do Pacoti ocorreu a
presenca de duas sequéncias exclusivas “c’ e “d”, no Estuario do Cocd a sequencia
exlusiva “b”, e no Estuario do Ceara as sequéncias exclusivas “e”, “I” e “g”. Embora
tenha sido utilizado um pequeno numero amostral, a formagdo de sequéncias unicas

pode indicar a formacdo de populacdes residentes em cada um dos estuarios

analisados.
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Figura 8. Distribuicao de sequéncias de C.cf.rhizophorae nos estuarios dos rios Pacoti, Coco e

Ceara.
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Todas estas sequéncias encontraram-se interligadas com a sequéncia “a”,
presente em todos os estuarios com maior frequéncia que as demais. A relagao
existente entre as sequéncias encontradas nos trés estuarios sugere a presenga de
fluxo genético entre as populagdes, o que provavelmente ocorre devido a presencga da
corrente Sul-Equatorial. Essa informacao é reforgada pelo fato de que ostras do género
Crassostrea possuem larvas pelagicas que se dispersam por aproximadamente duas
semanas percorrendo cerca de 1300 Km (De PAULA et al., 2008), e que a maior
distancia de linha de costa entre os estuarios analisados nao ultrapassa 30 km.

HILLIS & DIXON (2001) afirmam que sequéncias de ITS possuem uma baixa
variabilidade dentro da espécie e uma alta variabilidade entre espécies. Em nosso
estudo, verificou-se que esta regido do rDNA apresentou uma consideravel
variabilidade para C.rhizophorae coletadas em regides bastante proximas uma da outra,

sugerindo a utilizagdo desta regido para estudos populacionais de ostras.
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6. CONCLUSOES

Ocorrem em estuarios da costa cearense, pelo menos, duas espécies de ostras

para o género Crassostrea, provavelmente C.rhizophorae e C.brasiliana.

O presente estudo sugere que as sinonimias citadas por alguns autores entre C.

brasiliana e C. rhizophorae e entre C. brasiliana e C. virginica estao incorretas.

C. brasiliana parece ser a mais antiga das ostras do género Crassostrea

consideradas no estudo, seguida das espécies C. rhizophorae e C. virginica.

A formacao de sequéncias exclusivas pode indicar a formacdo de populagdes

residentes de C. rhizophorae em cada um dos estuarios analisados.

A relagao existente entre as sequéncias encontradas nos trés estuarios sugere a

presencga de fluxo genético entre as populagdes de C. rhizophorae.

A regido ITS-1 do rDNA mostrou-se adequada para estudos populacionais de

ostras, apresentando uma consideravel variabilidade intraespecifica.
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ANEXO 1 — Sequéncias Consenso de ITS-1 Completo para C.cf.brasiliana e

C.cf.rhizophorae, obtidas na presente pesquisa.

»IT3l Completo C.bhrasiliana (427 bp”

TTA ACA Axr ACA A2R COGE TEA CAA CCOT AAT GAC GEA ATE TCOE TTC Aas TAC
AGT CEE ACC GAC CTC CCA ACT TCOC AGT CCA CCs CCT GCGE ACC AGE TCo CoE
Cixy CEE OGEEF GAG GEE TCOC GEC GCOC TCE CTC G5 AAd ACE GEC GCC TTeEe &0
CET CEC AGT GAA AGC TCC GTC CC TTA AGT TCA GAC AGE CTC GAC CEE CAG
ACC CCGE 5EC CAT Coc AAC GET Gx TCE CAA AAAM CAC TTT TAA CCo CTC &EC
ATC &TC 6T AGE: TTE CA CCx ATe TTe TAA GCA CCOC GAG TAT &TA CTT CTT
CiEA ETA TAC GAG ACA TTT CAG ACA AGA AAA ACE Acs STT TAC CCOC CTC &=
FET CEA GO0 CEEx CET ACC TCoE TTe Ol 20 GOT GEC OGA COC AR Too CARA
Ak AAR AGZ TTA TTT ToA C

»IT3l Completo C.rhizophorae (435%bp)

TTA ACA ArA CAA AMT TTC GAT CAT e ATC GAA ACT GGET GAC AAM CAC GTC
Agh ATG GCA AAC Cih AAM TET Oz ACTC oizC CCC CCT CcGA CoC GACZ CAG: GTC
GFCG CAG GEEF GEC CAG SAG GEE TTC G2 GAC TCE CCe &EEz TT TTT TCOC ToC
FxC FCT TTe =0 CeT OEC AGZ CeC CTA GGC TCC GTC SCC TTA AGT ACA GAC
GEats GCT CEhA CCE CEA CCOC CeE GOC TTC GGA ACE GTe GET CEC TTC Adrd TEA
ACC GCT CGEEx CAT CGET CeE TAS GTT G2 ACC AT GTT ATA AGCT ACC CEA GTA
TET ACT TCZ TCA CET ATA CaA Add TTC ATT GCA AsA AMdd CALN AGE AGE GEA
Tioiz GAA AGZ CCC Too GTC GTT TeC JCe olZc TTC TTC STT &lc 2ol Col oEC
Cza CCo Aa2 TAT TAC TET AC CAT ATE TEA C



ANEXO 2 — Alinhamento das sequéncias de ITS-1 para C.cf.brasiliana e
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C.cf.rhizophorae obtidas na presente pesquisa com sequéncias descritas no GenBank

para o género Crassostrea e utilizadas na analise de maxima parciménia.

CLUSTAL 2.0.10 rmultiple sequence aligrnment

FJZ22329.
FJ222331.
DQ7E5E25.
FJ222334.
A¥144595.
FIZ223385.
FI222339.
FJ2=22336.
FI222366.
FJ222360.
FIZ22364.
EUO7341.
ETO73239.
ETO73237.
ETO73259.
ET073254.
EUO73245.
ETO73247.
ETO73242.
ETO73245.
AB3T7VE90.
AEO41760.
ETO72459.
FJ2=22345.
FJ222340.
FIZ22344.
FI222359.
FJ2=22358.
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TTRACARAARA——-—— GLRA-TCGGGCTCGTTGGC - GAGC A—
TTAACARRARD—————- GCAL-TCGEGGCTCGTTGGC A-GAGT A—
TTAACARRARDL—————— GCAL-TCGGEFCTCGETTGGC A—GAGT A—
TTAACARRARD—————— GCAL-TCGGECTCGETTGEC A—GAGT A—
TTAACARARRD————— GCALATCGGGCTCGTTGGC A—-GAGT A—
TTRACARAAR-——-—— GLRAATCGGGCTCGTTGGC A-GAGC A—
TTAACGRARARL—————— GCALATCGGGCTCGTTGGC A—GAGT A—
TTAACARRARDL—————— GCALATCGGFCTCGTTGGC A—GAGT A—

TTAACARRGAGATC TAALAA-TCGHFCTCGTTGECAAGAGT A
TTAACAAAGAGATC TAALAA-TCGGECTCGTTGECAAGAGT A
TTRACARRAGAGATCTAAARL-TCGGGCTCGTTGECAAGLGT -
TTAACRARRGAGATCTCALAA-TCGGGCTCGTTGGCARGAGT A-
TTAACARRGAGATC TAALAARTCGGFCTCGTTGECARGAGT A—
TTAACARRGAGATC TAALAA-TCGHFCTCGTTGECAAGAGT A

TTAACARARAR——————— AAAA-TCGGGCTCGTTGGC A-GAGT A—
TTRACARAA--——-—— BARAATCGGGCTCGTTGGC A-GAGC A—
TTAACARRR——————— AAADATCGGGCTCGTTGGC A—GAGT A—

TTAACARRRAG———CAAGCARTCGGFCTCGTTGETA-GAGCT A—
TTAACARRR—G———CAAGCAATCGGFCTCGTTGGTA-GAGT A
TTAACAARRRG———CAAGCAATC GGG TCGTTGGTA-GAGT A—

TTRACARAAR-——-—— BAGCATCGGGCTCGTCGGCA-GAGC A—
TTAACARRARD—————- AAGCATCGGGCTCGTCGGCA-GAGT A—
TTAACARRARDL—————— AAGCATCGGFCTCGTCGGCA—GAGT A—
TTAACARRR——————— AACATCGGGGCTCGTTGGCA—GAGCAL
TTAACARARAR——————— AACATCGGGGCTCGTTGGC A—GAGC AL
TTRACARAA--——-—— BACATCGEGGCTCGTTGGCA-GAGC AR
TTAACARRC——————— AAAATCGGGGCTCGTTGGCA-GAGCGL
TTAACARRAC——————— AAAATCGGGGCTCGTTGHC A—GFAGCGA
TTAACARRR——————— CAAATCGGGGCTCGTTGGC A—GAGCGA
TTAACACAR———————— AAATCGGGGCTCGTTGGC A-GAGCGA
TTRACARAA--——-—— ACRATCGEGGCTCGTTGGC - GRAGC GG
TTAACACAR——————- A—-AATCGGGGCTCGTTGGCA-GAGCGL
TTAACARARAC——————— AAAATTTCGATCAT-———————~— GCGA
TTAACARARC——————— AAAATTTCGATCAT———————— GCGA
TTAACARARC ——————— AAMATTTCGATCAT———————— GCGA
TTRACRAAAC——————— AAARTTTCGATCAT——-————— GCGA
TTAACARRRAC-——————— AAARTTTCGATCAT-———————— GCGA
TTAACARARAC——————— AAAATTTCGATCAT-———————~— GCGA
TTAACARRRAC —————— AAARCGGTG————————————— ACARNL
TTAACARRARAC —————— AAAACGGTG— - —— AChR
TTRACRAARAC—————— BAARCGETG————————————— ACRA
TTAACARRRG——————— ACARTGG-G————————————— GCAL
TTAACARACE——————— A-AATGG-G————————————— GCAL

FEEESE * * *
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CCGAG-CAAGGGCARCGARRAC———RRCACAGCCGAGGGG-TTGCTGCTGTTTGGCAC AL
CCGAG-CAAGGGCARCGARRAC———RARCACAGCCGAGGGG-TTGCTGCTGTTTGGCACAR
CCGAG-CARGGGCARCGRARRAC———RRCACAGCCGAGGGG-TTGCTGCTGTTTGGCAC AR
CCGAG-CAAGGGCARCGARRAC———ARCACAGCCGAGGGG-TTGCTGCTGTTTGGCACLR

CCGAGGCAAGGGCARCGARRAD—————— CACAGCCGAGGGG-TTGCTGC———————— ACAR
CCGAGGCAAGGGCARCGARRD—————— CACAGCCGAGGGG-TTGC TG ———————— hAChh
CCGAGGCAAGGGCARCGARAD —————— CACAGCCGAGGGG-TTGC TG ———————— ACAR
CCGAGGCAAGGGCARCGARRAD—————— CACAGCCGAGGGG-TTGCTGC———————— ACAR

CCGh————GGGGCARGARA R ———— AR CACAGCCGAGGGGGTTGC TGCTGTTTTGGAC AR
CCGA————GGGGCARGARRR ———— bR CACAGCCGAGGGGGTTGCTGCTGTTTTGGAC AR
CCGA————GGGGCARGARRR ———— AR —-CACAGCCGAGGGGGTTGCTGCTGTTTTGGAC AL
CCGhA————GGGGCARGARR R ———— AR RCACAGCCGAGGGGGTTGC TGCTGTTTTGGAC AR
CCGhA————GGEGGCARGARRR ———— AR CACAGCCGAGGGGGTTGC TGCTGTTTTGGAC AR

CCGA————GGGGCARGARA R ———— b B—CACAGCCGAGGGGGTTGCTGCTGTTTTGGAC AL
CCGAC——RAGGGCARRAGRRCGAGARRCACAGCCGAGGGTTTTGCTGCTGTTT—————— T
CCGAC——RARGGGCARRAGRRCGAGARRCACAGCCGAGGGTTTTGCTGCTGTTT-—————— T
CCGAC——RAGGGCARRAGARCGAGARRCACAGCCGAGGGTTTTGCTGCTGTTT—————— T

CCGAC——RAAGGGCARRARGRAC—AGARRCACAGCCGAGGGGGTTGCTGATGTTCARGAGAC
CCGAC——RAAGGGCARAARGRAC-AGAR—CACAGCCGAGGGGGTTGCTGATGTTCARGAGAC
CCGAC——RARAGGGCARRARGRAC—AGARRCACAGCCGAGGGGGTTGCTGATGTTCARGAGAC
CCGAG——GACGGCARCGARRC——GARRCACAGCCGAGGGG-TTGCTGCTGTTT-———————
CCGAG——GRACGGCARCGARRC ——GARRCACAGCCGAGGGG-TTGCTGCTGTTT———————
CCGAG——GACGGCARCGARRC——GARRCACAGCCGAGGGG-TTGCTGCTGTTT-———————
CCGA————RAGGGCARCGRARRAC——RARRCACAGCCGAGGGG—TTGTTTTTGGCALACALAR
CCGhA————RAGGGCARC AR ——R AR CACAGCCGAGGGG—TTCTTTTT>CALACALLR
CCGA————RAGGGCARCGARRC——RARRCACAGCCGAGGGG—TTGTTTTTGGCALACALALR
CCGAG———RAGGCTARC GCAL———— AR ACAGCCGAGGG——TTGTTGTT———————————
CCGAG———AGGCTARCGCAL————ARRCACAGCCGAGGG——TTGTTGTT-———————————
CCGAG———RAGGCTAACGCAR————RRRCACAGCCGAGGG——-TTGTTGTT-———————————
CCGAG———RAGGCTARCGCAR———— AR CACAGCCGAGGG——TTGTTGTT-———————————
CCGAG———RAGGCTARCGCAR————AR—-CACAGCCGAGGG——TTGTTGTT-———————————

CCGAG-——RAGGCTALCGCAL-———— B A-CACAGCCGAGGEG—-TTGTTGTT-——————————
TCGAA-——ACTGGTGACAAR———————— CACGTCAGAATGGCARACCG—————————————
TCGAA--ACTGGTGACAAL———————— CACGTCAGAATGGCARACCG————————— — ——
TCGAA——ACTGGTGACALA———————— CACGTCAGAL TGO AR AT G e —
TCGAA--AC-GGTGACAAR———————— CACGTCAGAATGGCARACCA————— o ——
TCGAL——AC-GGTGACAAL———————— CACGTCAGAATGGC ARACC - ——
TOGAL——AC-GGTGACALA———————— CACGTCAGAATGGC ARAC A
CCTAA———-TGACGGLATGTC————GTTCARATACAGTCG-—GACCG—————————————
CCTCA———-TGACGGAATGTC————GTTCRAAATACAGTCG——GACCG—————————————
CCOCAA———-TGACGGAATGTC————GTTCARATACAGTCG——GACCG—————————————

ACCAT-——-TGGCRARRAACCAT————-CTCATGGTCGAGATG—-TAACG—————————————
ACCAT———-TGGCARA-CCAT————-CTCATGGTCGAGATG——-TAAC G ——————

* * *
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AhbhCARL——————— TGTCGGATCGACCTCGA—
Abh—CAAD——————— TGTCGGATCGACCTOGA—
AALCARD——————— TGTCGGATCGACCTCOGA—
Ah-CAAl——————— TGTCGGATCGACCTCGA—
Abh—-CAAD——————— TECCGGATCGACCTOGA—
Ah-Chbb——————— TGCCGGATCGACCTCGA—
Ah—CAAD——————— TGCCGGATCGACC TG~
Abh—-CAAD——————— TECCGGATCGACCTOGA—

AAGCAGAGAL————TGCCGEATCGACCTCGA—
AAGCAGAGAL————TGECCGEATCGACCTCGA—
AAGCAGAGLL————TGCCGEGATCGACCTCGA—
AAGCAGAGAL————TECCGEATCGACCTCGA—
AAGCAGAGAL————TGFCCEEATCGACCTCGA—
AAGCAGAGLL————TGCCGGATCGACCTCGA—
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ACGTCGA-—GUGACCAGETCGC T—————
ACGTCGA——GUGACCAGETCGCT—————
ACGTCGA-—-GUGACCAGGTCGCT—————
ACGTCGA-—GUGACCAGETCGC T—————
ACGTCGA-—GUGACCAGETCGCT—————
ACGTCGA-—GUGACCAGETCGC T—————

CAGCTTGALL————TETCEEATCGACC TCGRAARC GCCGA— - GCGACCGGGTCGIG—————
CAGCTTGALL————-TGTCEGATCGACCTCGRARC GCCGA-—-GCGACCGGGTCGCG—————
CAGCTTGALL————TGTCGGATCGACC TCGRARC GCCGA-—-GCGACCGGGTCGIG—————
ACGCAAALR AN - A TFCCEEATCGACCTCGRAAR-GTCGA-—-GCGACCAGGTCGIG—————
ACGCAALLLY———ATGCCGGATCGACCTCGRACA-GTCGA--GCGACCAGGTCGCG—————
AAGCAAAD A AR TGO CEEATCGACCTCGRAAR-GTCGA-—-GCGACCAGGTCGIG—————

—GGCAAG——————— TGTCGTGTCGACC TOGA-ACGCCGA——GCGACCAGGTCGCA—————
—GGCAAG——————— TGTCGTGTCGACC TC TA-ACGCCGA——GCGACCAGGTCGCA—————
—GGCAAG——————— TGTCGTGTCGACC TOGA-ACGCCGA——GCGACCAGGTCGCA—————
CALLARAD——————— GTCGGATCGACC TCGA-ACGCCGA-——GCGACCAGGTCGCT—————
ChAAAAAADL——————— GTCGGGTCGACC TOGA—ACGCCGA—— G GACCAGGTCGCT—————
——ACAAADL——————— GTCGGATCGACC TOGA-ACGCCGA——GCGACCAGGTCGCT—————
————Ahh——————— GTCGGATCGACC TCGA—-ACGCCGA——GUGACCAGGTCGCT—————
————AABA———————— GTCGGATCGACC TOGA-ACGCCGA——GCGACCAGGTCGCT—————
————AAD———————= GTCGGATCGACC TOGA—-ACGCCCA-—GCGACCAGGTCGCT—————
————AAAN——————— GTCGGATCGACC TOGA—AC GO A-— G GACCAGGTCGCT—————
————AAAD——————— GTCGGATCGACC TOGA-ACGCCCA-——GCGACCAGGTCGCT—————
————hhhh——————— GTCGGATCGACC TCGA-ACGCCCA-—GCGACCAGGTCGCT—————
————AAAD-—————— TGTCGGACCGGCCCCCC———-TCOGAC - GCGACCAGGTCGCGCAGGS
————AAAD—————— TGTCGGACCGECCCCCC————TCOGAC-GCGACCAGGTCGCGCAGGT
————AbhAl—————— TGTCGGACCGHCCCCC————— TCGAC-GCGACCAGGTCGCGCAGGS
————AAAD—————— TGTCGGACCGECCCCCC————TCOGAC-GCGACCAGGTCGCGCAGGT
————Abhbb—————— TGTCGGLCCGGCCCCCC————TCGAC-GCGACCAGGTCGCGCAGGG
————AAA—————— TGTCGGACCGGCCC o C————TCOGAC - GCGACCAGGTC GO GCAGGE

——————————————— ACCTCCCAACTTCCAGTCCMCCGCCTGCGACCAGGTCGCGGC GG
——————————————— ACCTCCCAARCTTCCAGTCCMCCGCC TGUGACCAGGTC GCGGC GG
——————————————— ACCTCCCAACTTCCAGTCCCCOGCCTGCGACCAGGTCGCGGC GG

* *

————— GCCCGTGACCAGGTCACGCGGAT
————— GCCCGTGACCAGGTOGIGCEEAT
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—AGGCC——GAGGGATCC-GGCGA-CTCGCTGGGTT——————————— TG————— AThAR-C
—AGGCC——GAGGGATCC -GG GA-CTCGC TG TT———— = ——— TG————— ATAAR-C
—AGGCC——GAGGGATCC -GG CGA-CTCGC TG TT——————————— TG————— ATAARRC
—AGGCC——GAGGGATCC-GGCGA-CTCGCTGGGTT——————————— TG————— AThAARRC
—AGGCC——GAGGGATAC -GG GA-CTCGC TG TT——— == —— TTTTTTGARAARRC
—AGGCC—— GGG ATAC -G FA-CTCGC TG TT——————————— TT-——-TGATALARRAC
—AGGCC——GAGGGATAC-GGCGA-CTCGCTGGGTT——————————— TT-———-GATLARAC
—AGGCC——GAGGGATAC -GG GA-CTCGC TG TT——— == —— TT-——-GATALRRR

—AGGCC——GAGGGATCC -G CGA-CTCGCGEGGGA-AAGARRRAGGTGTTGGTAGCCTTC
—AGGCC——GAGGGATCC-GGCGA-CTCGCGG GG GA-AAGARRRAGGTGTTGGTAGCCTTC
—AGGCC——GAGGGATCC -GG o GA-CTCGCGGGGGA-AAGARAR AGGTGTTGGTAGCCTTC
—AGGCC——GAGGGATCC -G CGA-CTCGCEEEGGEGAAGARRAAGGTGTTGGTAGCCTTC
—AGGCC——GAGGGATCC-GGCGA-CTCGCGGGGGEAAAGARRRAGGTGTTGGTAGCCTTC
—AGGCC——GAGGGATCC -GG o GA-CTCGCGGGGGGAAAGARAR AGGTGTTGGTAGCCTTC

—AGGCC——GAGGGATC - GAAGA-CTCGCAGCAGT——————————— CCTCTG—————— CT
—AGGCC——GAGGGATCC-GAAGA-CTCGCAGCAGT——————————— CCCT-——————~— CT
—AGGCC——GAGGGATC - GAAGA-CTCGCAGCAGT———— = ——— CCTC————————— T
—AGGCCT-GAGGGATCC -G AGA-CTCGCEEG GG T——————————— CTCGAGRAGRAGACTC
—AGGCCT-GAGGGATCC -G GA-CTCGCEEGGGT——————————— CTCGAGRAGRAGACTC
—AGGCCT-GAGGGATCC -GG o GA-CTCGCEG GGG T—— - —— CTCGAGAGAAACTC

—AGGCC——GAGGGATAC -GG GA-CTCGCTTGGGG———GGGTCGGTTCALAGCCTCTCCC
—AGGCC——GAGGGAC AT -G CGA-CTCGCTTGGGG———GGGTCGGTTCALAGCCTTTCCC
—AGGCC——GAGGGLATAC-GGCGA-CTCGCTTGGGG———GGGTCGGTTCALAGCCTTTCCC

—AGGCC——GAGGGATCC -G GAACTCGC TG GG T T ——— T
—AGGCC——GAGGGATCC -G FAACTCGC TG G T T —————— T
—AGGCC——GAGGGATCC-GGCGAACTCGCTGGGTT———— o T
=GO ——GAGGG AT CAG G GAAC TCGC TG AG G- ——— GTTTAT---C
—AGGCC——GAGGGATCCAGGCFAACTCGCTGGAGG——————————————— GTTTAT-—-C
—AGGCC——GAGGGATCCAGGCGAAC TCGCTGGAGG—— - ——— GTTTAT-—-C
=GO ——GAGGGATC C A GAAC TCGC TG GG —— GTTTATTTCC
—AGGCC——GAGGGATCCAGGCFAACTCGCTGGAGG——————————————— GTTTATTT-C
—AGGCC——GAGGGATCCAGGCGAACTCGCTGGAGG——— - ——— GTTTAT---C
GEGGCCAGGAGGGETTC -G GA-CTCGCC GGG T — GTTTTTTC
GEGGCCAGGAGGGGTTC -G GA-CTCGCCEEGG————— = ———— GTTTTTTC
GoG-CCAGGAGGGGTTC-GGCGA-CTCGCCGGEGG6————— = ————— TTTTTTTC
GAG-CCALGAGGGGTTC -GGl GA-CTCGCCGGGG6——— e — TATCTTTC
GAG-CCALGAGGGGTTC -G GA-CTCGCCEEGG6———————— = —————— TATCTTTC
GAG-CCALGAGGGGTTC-GGCGA-CTCGCCGGGG6————— = —————— TATCTTTC

G- GGG AGGGETC O G- C TG TG GG AR
GG ———CGGGAGGEETC OG- C TG TG GARARR G ——
GG————CGGGAGGGGTCCGGCGC-CTCGC TG GARARAC G-~ ——————
GEGGTGCGGAGAGAA ARG TAT-CTCTTTCGGTGGTTC T——— - —————
GGG TG A GGG TAT-CTCTTTC GG TCGTACCT-CGTTGGC AGAGGC T A LT

w * + Lo
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CCAA-GOGCCTTGFCCGTCGAAGCCTC—————— CTCG——-TGAGG———-CTCCGTCGFCCT
CCAA-GUGCCTTGGGCCGTCGAAGCC T  —————— CTCG——-TGGGGE——-CTCCGTCGCCT
CCAL-GCGCCTTGE ST GAAGCC T —————— CTCG——-TGEGG———CTCCGTTFICT
CCAL-GUGCCTTGEFCCETCGAAGCGTC—————— CTCG——-TGGGG———CTCCGTTFCCT
CCAARGCGCCTTGHFCCETCGAAGCCTC—————— CTCG——-TGGGG———CTCCGTTFCCT
CCAARGCGCCTTGFCCGTCGAAGCCTC—————— CTCG——-TGGGG———CTCCGTCFCCT
CCAA-GUGCCTTGGGCCGTCGAAGCC T  —————— CTCG——-TGGGG———CTACGTCGCCT
CCCARGCGCCTTG S TOGAAGCC T —————— CTCG——-TGEGG———CTCCGTTFICT

CCC——GCGCCTTG G ST GAAGC TTTCCCCAATTGGTTTTGGGTTG-CTCCGTOEICT
CCC——GCGCCTTG G ST GAAGC TTTCCCCAATTGGTTTTGGGTTG-CTCCGTOEICT
CCC——GUGCCTTGGGCCGTCGAAGC TTTCCCCAATTGGTTTTGGGTTG-CTCCGTCGCCT
CCCCCGCGCTTTGG G CG T GAAGC TTTCCCCAATTGGTTTTGGGTTG-CTCCGTCGZCT
-GG e TTG GG ST GAAGC TTTCCCCAATTGGTTTTGGGGGGGCTCCGTTHICT
CCC——GCGCCTTG G ST GAAGC TTTCCCCAATTGGTTTTGGGGGGCTCCGTOGFICT

GCT--GCGCCTTGGGC TG TCGAAGCCTT———-GACT——————— G————CTCCGTCGCCT
G-T-—-GCGCCTTGGGC TG TCGAAGCC TT————GACT——————— GG————CTCCGTCGCCT
GCT-—-GCGCCTTGGGC TETCGAAGCC TT————GACT——————— Go————CTCCGTCGCCT
-GG TTG G AT GAAGC T ————AATTTGGTTTGGG————CTCCGTOFCCT
CCC——GCGCCTTG G AG T GAAGC TCC————AATTTGGTTTGGG————CTCCGTOECCT
CCC——GCGCCTTG GG AT GAAGC TCC————AATTTGGTTTGGG————CTCCGTCGCCT

CCCCAGCGCCTTGGGCCGTCGAAGCCTTTTTT-CTTCGGARCALAGGG-CTCCGTGGCCT
CCCCAGCGCCTTG G ST GAAGCCTTTTTTTCTTC GGARC AL AGGG-CTCCGTOHICT
CCC-AGCGCCTTG GG ST GAAGCC TTTTTTCCTTCGGARCALAGGG-CTCCGTCFZCT

TCTCAGCGCCTTGHFCCGTCGAAGCCTC—————— CTCCTCCGAGGGG——CTCCGTOFCCT
TCTCAGCGCCTTGGGCCGTCGAAGCCTC—————— CTCCTCCGAGGGG——CTCCGTCGCCT
TCTCAGCGCCTTGGGCCGTCGAAGCCTC —————— CTCCTCCGAGGGG——CTCCGTCGCCT
TCTCAGCGCCTTG ST GAAGCTTT—————— CCTG——————————— CTCCGTCGCCT
TCTCAGCGCCTTG G CGTCGAAGCTTT—————~ CCTG——————————— CTCCGTCGCCT
TCTCAGCGCCTTGHFCCETCGAAGCTTT—————— CCTG——————————— CTCCGTCGCCT
TCTCAGCGCCTTGGGCCGTCGAAGCTTT—————— CCTG——————————~— CTCCGTCGCCT
TCTCAGCGCCTTGGGCCGTCGAAGCTTT—————— CCTG——————————— CTCCGTCGCCT
TCTCAGCGCCTTG ST GAAGCTTT—————— CCTG——————————— CTCCGTCGCCT
CTCCGGCGCTTTG R CGTCGCAGCC G —————— CTAGG—————————— CTCCGTCGCCT
CTCCGGCGCTTTG R CGTCGCAGCC G —————— CTAGG—————————— CTCCGTCGCCT
CTCCTGCGCTTTGGGCCGTCGCAGCC G —————— CTAGG—————————— CTCCGTCGCCT
CTCCGGCGCTTTGG G CGTCGCAGCC G —————— CTAGG—————————— CTCCGTCGCCT
CTCCGGCGCTTTG S TOGCAGCC G —————— CTAGG—————————— CTCCGTCGCCT
CTCCGGCGCTTTG R CGTCGCAGCC G —————— CTAGG—————————— CTCCGTCGCCT
————GGCGCCTTGEFC G TG AGCGA———————— AAG——————————— CTCCGTCGCCT
————GGCGCCTTGGGCCGTCGCAGC GA———————— AAG——————————— CTCCGTCGCCT
————GGCGCCTTGGGC C G TG AGCGA———————— AAG——————————— CTCCGTCGCCT
—GAGAGAGCCTTG G AGTCGCAGCCGT————AACAGG——————————— CTCCGTCGCCT
COAGAANGC T TG AGTCGCAGCCG————— BACAGG——————————— CTCCGTCGCCT
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TALGTACAGACGAG-CTCGACCGCGA——CCCCGEGCTTC———CoGLACGETGGETCGCAR
TALGTACAGACGAG-CTCGACCGCGA——COCCGE G TTC———CoGAACGE TG TCGC AR
TAAGTACAGACGAG-CTCGACCGCGA——COCCGEEC TTC———COGAAT GG TS TCGC AR
TALGTACAGACGAG-CTCGACCGCGA——COCCGEFC TTC———COGAAT GG T TCGCAR
TALGTACAGACGAG-CTCGACCGCGG——COCCGEGCTAC———CoGLACGETGGETCGCAR
TAAGTACAGACGAG-CTCGACCGCGG——COC oG TAC———CoGA AT GG TG TCGC AR
TAAGTACAGACGAG-CTCGACCGCGG——COCCGEEC TAC———CoGAAT GG TS TCGCAR
TALGTACAGACGAG-CTCGACCGCGG——COCCGEFC TAC———COGAAT GG T TCGCAR
TALGTACAGACGAG-CTCGACCGCGA——CTCCGGGCTTT-TAAACGGTGETGGETCGCAR
TAAGTACAGACGAG-CTCGACCGCGA——CToCGEEC TTT-TAAAC GGTEETHEETCGCAR
TAAGTACAGACGAG-CTCGACCGCGA——CTCCGEEC TTT-TAAACGGTGETEEETCGCAR
TAAGTACAGACGAG-CTCGACCGCGA——CTCCGEFC TTT-TAAAC GG TG TG TCGCAR
TALGTACAGACGAG-CTCGACCGCGA——CTCCGGGCTTT-TAAACGGTGETGGETCGCCR
TAAGTACAGACGAG-CTCGACCGCGA——CTOGGEEC TTT-TAAAC GGTEETHEETCGCCR
CAAGTACAGACGAG-CTCGACCGCGA——CCCCG GG TTC———COGALC G- T TCFCCC
CAAGTACAGACGAG-CTCGACCGCGA——COCCGEECTTC———COGAAC GG T TCHCCC
CAAGTACAGACGAG-CTCGACCGCGA——CCCCGEGCTTC———COGAACGETGGETCGCCC
CAAGTAC AGACGAG—CTCGACCGCGA——CTCCGE . TTATC TTGGALS GG TG TCGC AR
CAAGTACAGACGAG-CTCGACCGCGA——CTCCGEFC TTA-CTTGGALD GG T TCGCAR
CALGTACAGACGAG-CTCGACCGUGA——CTCCGGGC TTA-CTTGGAACGGTGGGTCGCAR
TALGTACAGACGAG-CTCGACCGCGA——CCCCGEGCTTC———CoGLACGETGGETCGCAR
TAAGTACAGACGAG-CTCGACCGCGA——COCCGEEC TTC———CoGA AT GG TG TCGC AR
TALGTACAGACGAG-CTCGACCGCGA——COCCGEFC TTC———COGAAT GG T TCGCAR
TALGTACAGACGAG-CTCGACCGUGA——CCCCGGGCTTC———COGLACGGTGGETCGCTT
TALGTACAGACGAG-CTCGACCGCGA-——CCCCGEGCTTC———CoGAACGETGGETCGCTT
TAAGTACAGACGAG-CTCGACCGCGA——COCCGE G TTC———CoGA AT GG TG TCGCTT
TALGTACAGACGAG-CTCGACCGCGA——COCCGEFCTTC———COGAAT GO TCGC TR
TALGTACAGACGAG-CTCGACCGUGA——CCCCGGGCTTC———CoGLACGGCGGGTCGCTR
TALGTACAGACGAG-CTCGACCGCGA——COCCGE G TTC———CoGAACGETGGETCGC TR
TAAGTACAGACGAG-CTCGACCGCGA——COCCGE G TTC———CoGA AT GGCEEETCGC TR
TALGTACAGACGAG-CTCGACCGCGA——COCCGEFC TTC———COGAAT GG T TCGC TR
TALGTACAGACGAG-CTCGACCGUGA——CCCCGGGCTTC———CoGLACGGTGGGTCGCTR
TALGTACAGACGAGGCTCGACCGCGA——COCCGEECCTT———CoGAACGE TG TCGCTT
TAAGTACAGACGAGGCTCGACCGCGA——COCCGEECCTT———COGAAD GG TS TCGCTT
TALGTACAGACGAGGCTCGACCGCGA——COCCGEFCCTT-———COGAAD GG TS TCGCAT
CALGTACAGACGAGGCTCGACCGUGA——CCCCGGGCCTT———CoGLACGGTGGGTCGCAT
CALGTACAGACGAGGC TCGACCGCGA——COCCGEGCCTT———CoGAACGE TG TCGCAT
CAAGTACAGACGAGGC TCGACCGCGA——COCCGEECCTT———COGAAD GG TS TCGCAT
TAAGTTCAGACAGG—CTCGACCGGCAGACCCCGEFCCAT-———COGAAT GG T TCGCAR
TALGTTCAGACAGG-CTCGACCGGUAGACCCCGGGCCAT-———COGLACGGTGGGTCGCAR
TALGTTCAGACAGG-CTCGACCGGCAGACCCCGEGCCAT-———CoGAACGE TG TCGC AR
TALATAC AGACGAG-CTCGACCGCGA———CoCGE G T-T-———TGACGFFFAAGETCGC AR
TALATTCAGA-GAG-CTCGACCGCGA———CoCGEFC T-T-——TGACGFFFAAGETCGC AR
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AALL———C-ACTATAGCACTCGGCATCGTCGGGAGGTTGGCCTCGACGTTATALGCACCC
Al ————C-ACTATAGCACTCGGCATCGTCGGGAGGTTGGCC TCGACGTTATALGCACCC
AAAL———C-ACTATAGCACTC GG ATCGTCGGGAGGTTG O TCGACGTTATALGCACCC
AAl————C-ACTATAGCACTCGFCATCGTCGGGAGGTTGCC TCGACGTTATALGCACCC

Abh————— C—ACTATAGCACTCGGCATCGTCGGGAGETTGGCCTCGACGTTATAAGCACCC
Abh————— C—-RCTATAGCACTCGGCATCGTCGGGAGGTTGGCCTCGACGTTATAAGCACCC
Ah————— C—ACTATAGCACTCGGCATCGTCGGGAGETTGGCCTCGACGTTATAAGCACCC
Abh————— C—-ACTATAGCACTCGGCATCGTCGGGAGETTGGCCTCGACGTTATAAGCACCC
e CARGCACTCGFCATCGTCGGGAGGTTG GO C TCGACGTTATALGCACCC
e e CARGCACTCGFCATCGTCGGGAGGTTGCC TCGACGTTATALGCACCC
e e CRARGCACTCGGCATCGTCGGGAGGTTGGCCTCGACGTTATALGCACCC
Ahl———————— CARGCACTCGGCATCGTCGGGAGGTTGGCC TCGACGTTATALGCACCC
Abhb———————— CARGCACTC G ATCGTCGGGAGGTTGHCC TCGACGTTATALGCACCC
Abhb———————— CARGCACTCGFCATCGTCGGGAGGTTG GO C TCGACGTTATALGCACCC
I e S S CTCAAGCACTCGGCATCGTCGGGAGETTGGCCTCGACGTTATAAGCACCC
I e CTCAAGCACTCGGCATCGTCGGGAGGTTGGCCTCGACGTTATAAGCACCC
S CTCAAGCACTCGGCATCGTCGGGAGGTTGGCCTCGACGTTATAAGCACCC

CALAAC AN —ACARRRGCACTCGECATCGTCGGGAGGTTGHCC TCGACGTTATALGCACCC
CALAAC AN - ACARRRGCACTCGGCATCGTCGGGAGGTTG O C TCGACGTTATALGCACCC
CALAACAN-ACARRRGCACTCGFCATCGTCGGGAGGTTGCC TCGACGTTATALGCACCC
ACALL——A-CTCATAGCACTTGGCATCGTCGGGAGGTTGGCCTCGACGTTATALGCACCC
ACALL——A-CTCATAGCACTCGGCATCGTCGGGAGGTTGGCCTCGACGTTATALGCACCC
ACAAL——A-CTCATAGCACTC GG ATCGTCGGGAGGTTGHCC TCGACGTTATALGCACCC

CATTCA————- RARRGCACTCGFCATCGTCGGGAGGTTG O CTCGACGTTATALGCACCC
CATTCA————— RARRGCACTCEFCATCGTCGGGAGGTTGFCCTCGACGTTATALGCACCC
CATTCA————- RRRRGCACTCGGCATCGTCGGGAGGTTGGCCTCGACGTTATALGCACCC

AAACAAAL-CARRRRGCACTCGGCATCGTCGGGGGG—AAACCTCGACGTTATALGCACCC
AAACAAAN—CARRRRGCACTC GG ATCGTCGGGGGG—AAACCTCGACGTTATALGCACCC
AAACANAL - CARRRRGCACTCGGCATCGTCGGGGGGGAAACCTCGACGTTATALGCACCC
AAACANAN-CARRRRGCACTCGFCATCGTCGGGGGG—AAACCTCGACGTTATALGCACCC
AALCAAAAACARARRGCACTCGGCATCGTCGGGEGG—AAACCTCGACGTTATALGCACCC
AAACGAAL-CARRRRGCACTCGGCATCGTCGGGGGG—AAACCTCGACGTTATALGCACCC

ChAbl——————— TEAACCGCTCEFCATCGTCGGTAGGTTG G ACCGATGTTATALGCACCC
ChAbh——————— TGAARCCGCTCGFCATCGTCGGTAGGTTGEC ACCGATGTTATALGCACCC
ChAbl——————— TGEAACCGCTCEFCATCGTCGETAGGTTG T ACCGATGTTATALGCACCC
CChl——————- TRRRCCGCTCGGCATCGTCGGTAGGTTGGCACCGATGTTATALGCACCC
CChl——————— TALACCGCTCGGCATCGTCGGTAGGTTGGCACCGATGTAATALGCACCC
CChl——————— ThbACCGCTCEFCATCGTCGGTAGGTTGHC ACCGATGTTATALGCACCC

AL A TT———TTRACCGCTCGGCATCGTCGGTAGGTTGHC ACCGATGTTGTALGCACCC
AAACACTT-——TTRACCGCTCGFCATCGTCGETAGGTTGC ACCGATGTTGTALGCACCC
AR A TTT-—-TTRACCGCTCGGCATCGTCGGTAGGTTGGC ACCGATGTTGTALGCACCC
AAC——————————— ACCGCTCGGCATCGTCGGTCATT--GTYCCGATGTTGTAAGCGCCC
AAC——————————— ACCGCTCGECATCGTCGGTCATT-—GTTCCGATGTTGTAAGCGCCC
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GAGTATGTACTTTCTCACGTATACCGATAGTTATTTT—————m——— TACALCAALRCC———
GAGTATGTACTTTCTCACGTATACCGATAGT—-TTTT————————— TACACAALRC D ———
GAGTATGTACTTTCTCACGTATACCGATAGT--TTTT-———————~ TACACAALRCZ———
GAGTATGTACTTTCTCACGTATACCGATAGT—-TTTT————————— TACALCAALRCC———
GAGTATGTACTTTCTCACGTATACCGATAGT—-TTTT————————— TACACAALRC D ———
GAGTATGTACTTTCTCACGTATACCGATAGT--TTTT-———————~ TACACAALRCZ———
GAGTATGTACTTTCTCACGTATACCGATAGT--TTTT-————————— ACACAADLRCC———
GAGTATGTACTTTCTCACGTATACCGATAGT—-TTTT————————— TACACAALRC D ———
GAGTATGTACTTTC TCACGTATACCGATGGTTTTGTT-—————— GRRRRRACARCALDL——2
GAGTATGTACTTTCTCACGTATACCGATGGTTTTGTT-—————— GRRRRRCARCADLL——2
GAGTATGTACTTTC TCACGTATACCGATGGTTTTGTT——————— GAARRRCARCACL——0
GAGTATGTACTTTC TCACGTATACCGATGGTTTTGTT-—————— GRRRRRACARCALDL——2
GAGTATGTACTTTCTCACGTATACCGATGGTTT-GTT-——————— GRACRARACARCADLL——2
GAGTATGTACTTTC TCACGTATACCGATGGTTT-GTT——————— GACARACARCALDL——2
GAGTATGTACTTTC TCACGTATACCCATAGCTTTTC - ———————~ AAARCATTAACCCG
GAGTATGTACTTTCTCACGTATACCCATAGCTTTTCC————————~ AAALCATTAACCCG
GAGTATGTACTTTC TCACGTATACCCATAGCTTTTCC———m = — AAAACATTAACCCG

GAGTATGTACTTTC T ACGTATACCAATAGATTGTTT-——TTGAACRAARRCARRAACCCG
GAGTATGTCCTTTC T ACG TATACCAATAGATTGTTT-——TTGAACRAARARCARRAACCCG
GAGTATGTAC T TTC TCACG TATACCGATAGATTGTTTC T T TTGAACAAARCARARACCCG

GAGTATGTACTTTCTCACGTATACCGATAGCTTTTTA-———————~ CACACAADAACCCG
GAGTATGTACTTTCTCACGTATACCGATAGCTTTTTA-———————~ CACACAANAACCCG
GAGTATGTACTTTCTCACGTATACCGATAGCTTTTTA-———————— CACACALRRACCCG
GAGTATGTACTTTCTCACGTATACCAACAGATTTCTT-————————— ACACAADDNCT———
GAGTATGTACTTTCTCACGTATACCAACAGATTTCTT-————————— ACACAAARCT———
GAGTATGTACTTTCTCACGTATACCAACAGATTTCTT—————————— ACACARLDCC———
GAGTATGTACTTTC TCACGTATACCAACAGATTTCTT————— = —— ACACARANCD———
GAGTATGTACTTTCTCACGTATACCAACAGATTTCTT-————————— ACACAAARCT———
GAGTATGTACTTTCTCACGTATACCAACAGATTTCTT—————————— ACACARLDCC———
GAGTATGTACTTTC TCACGTATACCAACAGATTTCTT————— = —— ACACARANCD———
GAGTATGTACTTTCTCACGTATACCAACAGATTTCTT-————————— ACACAGARCZ———
GAGTATGTACTTTCTCACGTATACCAACAGATTTCTT-————————— ACACARDDCC———
GAGTATGTACTTCCTCACGTATACARAAATTCATT G - ——— - —— AAAAAGA—Ch———
GAGTATGTACTTCCTCACGTATACARAAATTCATTG - ————————— AALAAGA-CA———
GAGTATGTACTTCCTCACGTATACARAAATTCATTG - ————————— AALAADDDCL———
GAGTATGTACTTCCTCACGTATACARATCTTCATTG - ——— = AARAARC——————
GAGTATGTACTTCCTCACGTATACARATCTTCATTG - ————————— AALAADNC——————
GAGTATGTACTTCCTCACGTATACARAATCGTCATTG - ————————— AALAADC——————
GAGTATGTACTTC TTCGAGTATACGAGACATTT-——C - —— AGACAAGARL———
GAGTATGTACTTC TTCGAGTATACGAGACATTT-——-C-————————— AGACAAGARL———
GAGTATGTACTTCTTCGAGTATACGAGACATTT-—-C-————————— AGLCAAGALL———
GAGTATGTACTTC T-CACGTATACGAAATCCTTATTT-————————— TGLCGAGGAL———
GAGTATGTACTTC T-CACGTATACGAAATCCTTATTT-————————— TGLCGAGGAL———
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————— COGGGCGGAGTCGGGAGGCAGGC ————LAGTCCTCCCCT——CTGCTTTTT—————
————— CEGGECGGAGTCGGGAGGCAGGC ————AAGTCCTCCCCT——C TGS TTTTT—————
————— CEGGEECGEGAGTCGGGAGGCAGGC———— LAGTCCTCCCCT——CTGCTTTTT—————
————— CGGGGCGGAGTCGGGAGGCAGGC ———— A AGTCCTCCCCT——C TGS TTTTT—————
————— CEGGECEGAGTCGEGAGGCAGGC———— AAGTCCTCCCCC-TC TG TTTTTT-———
————— COGGGCGGAGTCGGGAGGCAGGC ————LAGTCCTCCCCC-TCTGCTTTTTT————
————— CGGECGGAGTCGGGAGGCAGGC ———— A AGTCCTCCCCCCTC T TTTTTT————
————— CEGGECEGAGTCGEGAGGCAGGC———— AAGTCCTCCCCC-TC TG TTTTTT-———
RAR-CCCGGGGAC GGG GGGAGGCAGGC ———— LG TCCTCACCG——TCACTG————————
BARRCCCGGGGACGGGCGGGAGGCAGGC ———— AAG T TCACCG——TCACTG———————~
BRRRCCCGGGGACGGGCGGGAGGCAGGC———— LAGTCCTCACCG——TCACTG———————~
RARRCCCGGGEAC GGG GGGAGGCAGGC ———— ARG T T G——TCAC TG ———————
B———CCCGGGEEATG——COGGAGGCAGGC———— ARG TCC T G——TCACTG————————
A= CCCGGGEATG——CGGGAGGCAGGC ———— LG TCCTCCCCG——TCACTG————————

GGGAGCAGAGCGCARAL - GGAGGCAGGCA——— AAGTCC TG T——CCGCTTCTTC ————
GEGAGCAGAGCGCARARLGGAGGCAGGCA———LAGTCCTCCGC T-—CCGCTTCTTC————
GGGAGCAGAGCGCARAA A GGAGGCAGGCA———AAGTCCTCCGC T-—CCGCTTCTTC ————
GAGGGAGCGGAGTCARL-GGAGGCAGGCC———AAGTCCTCCAGT-—COGCTCTTTTTTTT
GAGGGAGCGGAGTCAAL-GGAGGCAGGCC———LAGTCCTCCCGT-—CCGCTCTTTTTTT -
GAGG—AGCGGAGTC AR - GGAGGCAGGCC——— AAGTCCTCCAGT-—CCGCTCCTTTTTT-

G————- GEGGCGGAGTCGGGAGGCAGGC AL TTAAGTCC TCAACT-—CTGCTTTTTTTTT-
G————- GEGGCGGAGTCGGGAGGC AGGC AL TTAAGTCC TCAAC T-—CTGCTTTTTTTT—-
G————- GEGGCGGAGTCGGGAGGCAGGC AL TTAAGTCC TCAACT-—CTGCTTTTTTTTT-
—————— CHGGEGEGC—————GGAGTCGGG—————- AGGCTCTGCTTT————-TTTC———————
—————— CoGEEEC—————GGAGTOGGG————— A G TC TGO TT T =TT T - ——————
—————— CEGGEEGCe—————GGAGTC GGG ———— AGGCTC TGS TTT————-TTTC———————
————— COGGA-GGC - ———GGAGTC GG A ——— AGGCTCTTGCC T————=TTTTTTC————
————— CEGGA- GG ————GGAGTCGGC A ——— AGGCTCTTGCCT————-TTTTTTC————
————— CEGGRAAGGC————GGAGTCGGC A ——— AGGCTCTTGCCT————=-TTTTTCG————
————— CEGGAAGG ————GGAGTC GG A ——— AGGCTCTTGCC T————=TTTTTC G- ———
————— CEGGA-GGC————GGAGTCGGCA———— AGGCTCTTGCCT————-TTTTTTC————
————— COGGA-GGC————GGAGTCGGC - ——— AGGCTCTTGCC T————=TTTTTTC————
—————— BAGG——————— AGGGGATGGGA———— AAGCC TG T ———
—————— BAAGG——————— AGGGGATGGGA———— AAGCCCC TG T——— - —————
—————— AAGG——————— AGGGGATGGG A~ ——— A GO TG T——— o —
—————— BAAGG——————— AGGGGATAGGA———— AAGCCCC TG T——— - ——————
—————— AAGG——————— LGGGGATAGG L ———— AAGCCCC TG T——— o —
—————— ARG —— AGGGGATAGG A~ ——— RGO TG T —
—————— hh—————————CGAG————GGTT-—-TACCCCCTCGE GG TC - ———————————
—————— A= CGAG———— GG TT-——TACCCCC TC GG GGG TC GAGC C GG ————
—————— Ah—————————CGAG————GGTT-—-TAGCCCC TOGE GG TCGAGC OO GG ————
—————— GEGG—————-TCGGGAGCAGGCA———LAGTCTCTCGGCTTTTCTTTCCTC————
—————— GGG ———TCGGEAGC AT A~ —— ARG T TC TG EC TTTTC TTTCC T ————

+* *
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————CGGGGETCGGCCGGECGTACCTCGTTGCGC GCCGCGACCGACCGALATTGGCATCTTA
————CGGGGETCGGCCGGECGTACCTCGTTGCGC GCCGCGACCGACCGALATTGGCATCTTA
————CGGGGETCGGCCGEC G TACCTCGTTGCGC GCCGCGACCGACCGALATTGECATCTTA
————CGGGGETCGGCCGEC G TACCTCGTTGCGC GCCGCGACCGACCGALATTGECATCTTA
————CGGGGETCGGCCGEC G TACCTCGTTGCGC GCCGCGACCGACCGALATTGECATCTTA
————CGGGEETCGGCCGECGTACCTCGTTGCGC GCCGOGACCGACCGALATTGGCATCTTA
————CGGGEETCGGCCGECGTACCTCGTTGCGC GCCGOGACCGACCGALATTGGCATCTTA
————CGGGEETCGGCCGECGTACCTCGTTGCGC GCCGOGACCGACCGALATTGGCATCTTA

GGGGTCGECCGECGTACCTCGTTGCGCGCCGCGACCGACCGAATTGGCATC TA-
GGGGTCGECCGECGTACCTCGTTGCGCGCCGCGACCGACCGAATTGGCATC TA-
GGGGTCGECCGECGTACCTCGTTGCGCGCCGCGACCGACCGAATTGGCATC TA-
GEGGTCGECCEECGTACCTCGTTGCGCGCCGCGACCGACCGAATTGGCATC TA-
GEGGTCGECCEECGTACCTCGTTGCGC-GCCGGACCGACCGAATTGHCATC TA-
GEGGTCGECCEECGTACCTCGTTGCGC - CCGCGACCGACCGAATTGGCATC TA-

————— GGGGGTCGECCGECGTACCTCGTTGCGC G CGCGACCGACCGAATTGGCATCTCA
————— GGGGGTCGECCGECGTACCTCGTTGCGC G CGCGACCGACCGAATTGGCATCTCA
————— GGGGGTCGECCGECGTACCTCGTTGCGC G CGCGACCGACCGAATTGGCATCTCA
TTTCTGEEEETCGGCCFFCGTACCTCGTTGCGCGCCGEACGCGACCGALTTGFCATCT——
——TCTGFEEETCGGCCFFCGTACCTCGTTGCGCGCCGCGACCGACCGALTTGZCATCT——
——CTGGEEEETCGGCCFFCETACCTCGTTGCoGCGCCGCGACCGACCGALTTGZCATCT——
—CTCGEEEEETCGGCCFECGTACCTCGTTGCGC GCCGAGACCGACCGALATTHECATCTTA
—CTCGEEEEETCGGCCFECGTACCTCGTTGCGC GCCGAGACCGACCGALATTHECATCTTA
—CTCGEEEEETCGGCCFECGTACCTCGTTGCGC GCCGAGACCGACCGALATTHECATCTTA
————— GEGGGTCGECCEECGTACCTCGTTGCGCGCCGCGACCGACCGAATTGGCATCTTA
————— GEGGGTCGECCEECGTACCTCGTTGCGCGCCGCGACCGACCGAATTGGCATCTTA
————— GEGGGTCGECCEECGTACCTCGTTGCGCGCCGCGACCGACCGAATTGGCATCTTA
————— GoGGGTCGECCGECGTACCTCGTTGCGCGCCGCGACCGACCGAATTGGCATCATA
————— GoGGGTCGECCGECGTACCTCGTTGTGCGCCGCGACCGACCGAATTGGCATCATA
————— GoGGGTCGECCGECGTACCTCGTTGCGCGCCGCGACCGACCGAATTGGCATCATA
————— GGGG-TCGGCCGECETACCTCGTTGCGCGCCGCGACCGACCGAATTGGCATCATA
————— GGGGGTCGECCGECGTACCTCGTTGCGCGCCGCGACCGACCGAATTGGCATCATA
————— GGGGGTCGECCGECGTACCTCGTTGCGCGCCGCGACCGACCGAATTGGCATCATA

—CGTTTGCCCGGCGTTCTTCGTTGCGCGCCGCGGCCGACCGAACTATTACTGTG
—CGTTTGCCCGGCGTTCTTCGTTGCGCGCCGCGGCCGACCGAACTATTACTGTG
—CGTTTGCCCGGCGTTCTTCGTTGCGCGCCGCGGCCGACCGAACTATTACTGTG
—CGTTTGCCCGGCGTTCTTCGTTGCGC G CGC GG CGACCGARCTATTACTGT
—CGTTTGCCCGGCGTTCTTCGTTGCGC G CGC GG CGACCGARCTATTACTGT
—CGTTTGCCCGGCGTTCTTCGC TGO GC G CGC GG CGACCGARCTATTACTGT
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CTT———————— TTTTACAACTC
CTT-——————- TTTTFACAACTC
CTT-—-—————- TTTTGACRARACTC
CTT———————— TTTTGACRACTC
CTT-———————~ TTT-FACAACTC
CTT-——————- TTT-FACAACTC
CTT———————— TTT-GACRAACTC
CTT———————— TTT-FACAACTC

——————————— TTT-GACAACTC
——————————— TTT-GACAACTC
——————————— TTT-GACAACTC
——————————— TTT-GACAACTC
——————————— TTTAGACAACTC
——————————— TTTAGACA-CTC
CTTTTTTTGGTTTTTGACALCTC
CTTTTTTTGGTTTTTGACALCTC
CTTTTTCTGGTTTTTGACARCTC

_____________ TTGACALCTC
_____________ TTGACALCTC
_____________ TTGACLLCTC
TTT-——————- TT-—GACRACTC
TTT-———————~ TTTTZACAACTC
TTT--—————- TTT-FACAACTC
CTT———————— TTTTGACAACTC
CTT———————— TTTTZACAACTC
CTT-——————- TTTTFACAACTC
CTh———————- TTTTGACRARACTC
CTh———————— TTTTGACRACTC
CTh———————~ TTTTZACAACTC
CTh———————- TTTTGACRARACTC
CTh———————— TTTTGACRACTC
CTh———————~ TTTTZACAACTC
ACC—————- ATATGTZACRACTC
ACC—————— ATATGTGACRACTC
ACC—————— ATATGTZACRACTC
ACC—————- ATATGCZACAACTC
ACC—————- ATATGCGACRACTC
ACC—————— ATATGTGACRACTC
TTh———————- TTTTFACAACTC
TTh———————— TTTTGACAACTC
ATC———————— TATTZACAACTC
ATC———————- TATTFACAACTC
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