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RESUMO

A taxonomia molecular pode analisar aspectos que ndo sdo reconhecidos
morfologicamente podendo até revelar espécies cripticas. Conhecer os niveis de fluxo génico
entre as populacBes em areas fragmentadas é importante para determinar em que grau a
fragmentacdo estd impedindo a troca genetica entre as populagdes, assim como nos dar
subsidios para a implantacdo de estratégias de manejo para evitar endogamia. No presente
estudo, escolhemos como objeto de estudo, uma espécie pertencente ao grupo dos anfibios,
anuros conhecida como Eleutherodactylus parvus. Esta espécie foi escolhida por ser uma
espécie de solo, exclusivamente florestal. Os individuos coletados apresentaram um evidente
polimorfismo cromatico dorsal, que determina dois padrées bem definidos. Os objetivos do
presente trabalho foram: 1 - Avaliar o potencial da técnica de seqilienciamento do gene
citocromo b na identificacdo de polimorfismos genéticos populacionais em E. parvus, 2 -
Identificar se os individuos de Eleutherodactylus parvus podem representar um caso de
espécie criptica (biodiversidade nominal), revelando-se duas espécies diferentes, conforme os
padrdes fenotipicos observados e/ou populagbes amostradas; 3 - Inferir o grau de divergéncia
genética entre as duas populacdes de E. parvus amostradas. O estudo foi realizado em duas
Unidades de Conservacgdo, localizadas em &reas serranas de Mata Atlantica: Parque Natural
Municipal da Serra Francisco Afonso de Melo — Chiquinho Verissimo e a RPPN Parque das
Neblinas. Extraimos amostras de figado e madsculo dos individuos analisados e amplificamos
0 gene citocromo b (DNA mitocondrial) através da técnica de PCR. Um total de 20 individuos
de E. parvus foram sequenciados, sendo 10 pertencentes ao Parque das Neblinas, e 10
pertencentes a Serra do Itapety. Deste total cinco representavam o Padrdo cromatico | e 5 0
Padrdo cromatico Il para cada localidade. Com a utilizacdo do programa Arlequin 2.0, foram
efetuados teste de Variancia Molecular (AMOVA) sobre duas situacbes: Os padrdes
morfolégicos e as localidades. As Anélises de AMOVA demonstraram que as duas
populacbes encontram-se altamente estruturadas geneticamente (Fst = 0,78 e p < 0,01),
indicando que a variacdo genética entre elas € significativa. Por outro lado, foi encontrado um
baixo indice de fixacdo (Fsc = 0,04, p = 0,46) entre os individuos que possuiam os diferentes
padrdes morfoldgicos dentro da mesma localidade. Isso demonstra que individuos com
diferentes padrbes morfologicos possuem uma baixa divergéncia genética. As duas
populacdes em estudo estdo isoladas pela Bacia Hidrografica do Rio Tieté, que provavelmente
se tornou uma barreira a dispersao de E. parvus. Isso pode ter ocorrido devido ao fato de que

E. parvus, é uma espécie dependente de ambientes florestais sendo que os individuos desta



especie podem ter sido isolados por uma matriz ndo florestal formada pelo surgimento da
bacia do Rio Tieté. Para esse género, a presenca de varios padrdes morfologicos dentro da
mesma espécie parece ocorrer em varias espécies. Pode-se concluir entdo que a técnica de
seqiienciamento do gene citocromo b foi eficiente na identificacdo de duas populagGes de E.
parvus isoladas entre si em duas reservas de Mata Atlantica Além disso, aparentemente

individuos de E. parvus estudados ndo representam um caso de espécie criptica.

Palavras-chave: Genética de Populagdes, seqlenciamento, citocromo b, padrdes
morfolégicos.



ABSTRACT

The molecular taxonomy can analyze aspects that can’t be recognized morphologically
and even can reveal cryptic species. To evaluate the levels of gene flow among the
populations in fragmented areas it’s important to determine the degree of the fragmentation
and if it’s intercepting the genetic exchange among the populations, as well as giving us
subsidies for the implantation of handling strategies to avoid endogamy. The objectives of the
present work were: 1 - to evaluate the sequencing technique efficiency of the gene citocrome
b in the identification of population genetic polymorphisms in E. parvus, 2 - Identify if the
individuals of Eleutherodactylus parvus can represent a case of cryptic species (nominal
biodiversity), revealing two different species, according to the observed phenotypes patterns;
3 - Inferring the degree of genetic divergence among the two populations of E. parvus
sampled. The study was accomplished in two highland Atlantic Forest Units of Conservation:
Parque Natural Municipal da Serra Francisco Afonso de Melo — Chiquinho Verissimo e a
RPPN Parque das Neblinas. We extracted liver and muscle of the thigh of all the especimens
to amplificate the gene cythocrome b mitochondrial DNA. A sum of 20 individuals of E.
parvus were amplificated,10 belongs to Parque das Neblinas, and 10 belongs to Serra do
Itapety. Five of them represented the chromatic Pattern | and 5 the chromatic Pattern Il inside
each place. Analyses of AMOVA demonstrated that the two populations are highly
genetically structured (Fst = 0,78 and p <0,01). The two populations in study are isolated for
Hydrographic Basin of Rio Tieté that probably became a barrier to the dispersion of E.
parvus. That might have happened due to the fact that E. parvus, is a dependent species of
forest environments and the individuals of this species might have been isolated for a no
forest matrix formed by the appearance of Rio Tieté's Basin. On the other hand, it was found a
low fixation index (Fsc = 0,04, p = 0,46) among the individuals that hold the different
chromatic patterns inside of the same place. For this genus, the presence of several chromatic
patterns inside of the same species seems to happen in several species. We can conclude that
the technique of sequence of the gene citocrome b was efficient in the identification of two
populations of E. parvus isolated amongst them in two Parks of Atlantic forest (Parque das
Neblinas and Serra do ltapety). Besides, apparently the studied individuals of E. parvus

doesn't represents a case of cryptic species.

Keywords: Population genetics, sequencing, citocrome b, morfological pattern.
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INTRODUCAO

Quando a expressdo diversidade biolégica (ou biodiversidade) comegou a ser
difundida, trazia como base um conjunto de riqueza (numero de espécies de uma comunidade
e suas interacGes) e variabilidade genética (diversidade de alelos nos varios locos de uma
espécie) (SOoLE-CAVA, 2001). Devendo ser reconhecida como um recurso natural que tem que
ser registrada, e principalmente preservada (WILSON, 1997). Segundo WILSON (1997), uma
especie para ter sucesso ecologico precisa ter varias populacdes geneticamente diversas para
poder assegurar sua persisténcia diante das mudancas ambientais.

Com o0 aumento da populagdo humana (WILSON, 1997) e a revolugdo industrial,
tivemos grandes mudancas na biodiversidade (SoLE-CAvA, 2001; WONG ET AL, 2004),
inclusive espécies que se extinguiram sem antes podermos conhecer seu namero original
(WILsON, 1997). Mesmo atualmente, nosso conhecimento com relacdo as espécies é ainda
insatisfatorio (WILSON, 1997; BENFORD, 1992; MEDEIROS, 2003; CULLEN JR. ET AL, 2003), ou
seja, ainda estamos perdendo populag¢Bes antes mesmo de conhecer sua diversidade genética.

A fragmentacdo € uma das maiores responsaveis pela perda de diversidade genetica
dos organismos (DAVIES ET AL, 2003), pois, com a supressdo da vegetacdo, as populacdes
presentes no local sdo extintas, podendo levar a extin¢do espécies endémicas (WILSON, 1997).
E as populagdes que persistem, na maioria das vezes, sdo separadas e isoladas impedindo seu
fluxo génico, deixando-as vulneraveis a extingdo (WILSON, 1997).

Em conjunto com a ecologia e a biologia de populacdes, a genética da conservacgdo €
um instrumento importante na determinagédo de o que e como conservar a maior quantidade de
diversidade genética nas populacdes, mantendo o potencial evolutivo de uma espécie ou
populacdo (PEREZ-SWEENEY ET AL, 2003). A biologia molecular nos disponibiliza métodos
para detectar polimorfismos genético (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1995) nos dando respaldo
para analisar aspectos que ndo sdo reconhecidos morfologicamente, podendo até revelar
espécies cripticas (CRAWFORD, 2003; CHEK, 1999).

Conhecer os niveis de fluxo génico entre as populacdes em areas fragmentadas é
importante para determinar em que grau a fragmentacédo esta impedindo a troca genética entre
as populagdes (PEREZ-SWEENEY ET AL, 2003), fornecendo subsidios para a implantacdo de
estratégias de manejo a fim de evitar a endogamia (SANTOS ET AL, 2002; PEREZ-SWEENEY ET
AL, 2003). Além de que estudos genéticos podem revelar a extensdo geografica que uma

espécie ocupa (SANTOS ET AL, 2002).
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Estudos moleculares podem ser importantes para a deteccdo de areas de endemismos,
para a implantacdo de estratégias de manejo e conservacdo de espécies (PEREZ-SWEENEY ET
AL, 2003), assim como para a criacdo de unidades de conservacdo (SANTOS ET AL, 2002).
Métodos de remediacdo da perda genética, como por exemplo, clonagem e criopreservacdo
sdo dispendiosos e de eficacia relativa (MEDEIROS, 2003), sendo mais rentavel econémica e

ecologicamente conservar a remediar.
MARCADORES MOLECULARES

Nos tltimos anos os marcadores moleculares tém auxiliado a deteccao da variabilidade
genética das populacbes (TELLES ET AL, 2001), sendo que a escolha do marcador a ser
estudado é muito importante para 0 bom andamento do projeto (PEREZ-SWEENEY ET AL,
2003). Para essa escolha deve-se levar em conta aspectos como 0 objetivo que se quer
alcancar, seu custo e as condic¢des laboratoriais disponiveis (PEREZ-SWEENEY ET AL, 2003).
Por exemplo, para se estudar individuos, familias e populaces deve-se utilizar marcadores
que evoluem rapidamente sendo que marcadores que evoluem mais lentamente devem ser
utilizados no estudo de espécies ou taxons supra-especificos (SOLE-CAVA, 2001).

O genoma mitocondrial (DNAmt) é muito utilizado para quantificar a diversidade inter
e intra-populacional. Dois fatores determinam as vantagens do DNA mitocondrial sobre o
DNA nuclear para estudos de variabilidade genética: (1) é transmitido apenas pela mée
fornecendo dados de dispersdo e evolucdo dos organismos (AVISE, 1989; VIGILANT, 1989;
PEREZ-SWEENEY ET AL, 2003); (2) possui baixa recombinacg&o e rapida taxa evolutiva (AVISE,
1989; VIGILANT, 1989; PEREZ-SWEENEY ET AL, 2003) sendo que as sequéncias nao-
codificadoras sdo mais variaveis que as regides codificadoras (LOURENCO ET AL, 2003).

Em geral, a conformacdo do DNAmt é circular (GRAY, 1999 - Fig. 1) tendo tamanho
aproximado de 16 — 20 kb (Avisg, 1989; ANANIAS, 2002) e possui 37 — 38 regides
codificadoras (Avise, 1989). A regido controle (ndo-codificadora) e o gene citocromo b
(regido codificadora de proteinas), ambas regides do DNAmt, sdo bastante utilizados para
estudos populacionais e de sistematica (PEREzZ-SWEENEY ET AL, 2003). Isso se deve
principalmente, a baixa taxa de recombinacédo e rapida taxa evolutiva apresentada por ambos

(PEREZ-SWEENEY ET AL, 2003).
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Figura 1: Esquema gréafico mostrando a organizagdo do DNA mitocondrial.

http://ipvgen.unipv.it/docs/projects/pix/mtDNA.jpg

ANFIBIOS

Assim como a escolha dos marcadores é importante, também ¢ a escolha do modelo
bioldgico a ser estudado. No presente estudo, escolhemos anfibios, mais especificamente
anuros, Classe que possui 33 familias, 352 géneros e 4.837 espécies descritas no mundo
(FROST, 2004) com 776 espécies encontradas no Brasil (SBH, 2005). Dessas, 180 séo
conhecidas no Estado de S&o Paulo, sendo 17% endémicas (HADDAD, 1996).

Apesar dos numeros, ainda estamos longe de conhecermos a real riqueza de espécies
de anuros no Pais, somente na Gltima década foram descritas cerca de 60 espécies, baseados
em estudos de taxonomia, historia natural e ecologia (HARTMANN, 2004). Provavelmente com
os estudos moleculares esse nimero seja aumentado pela possibilidade de descobrimento de
especies cripticas dentro de espécies de ampla distribuicdo, como ja tem sido observado
(SoLE-CAvVA, 2001).

H& poucos estudos de evolu¢do com anfibios, talvez por eles serem morfologicamente
pouco varidveis. Por outro lado, algumas caracteristicas em anfibiosa variam bruscamente,
como por exemplo, padrées morfoldgicos (CHEK, 1999; HOFFMAN & BLOUIN, 2000).

Estudos moleculares com anfibios tém sido realizados principalmente para anélises de
relacionamento filogenético, sendo ainda escassos 0s estudos de variabilidade populacionais
(ANANIAS, 2002). No Brasil ocorre 0 mesmo, 0s poucos estudos moleculares realizados tém-

se concentrado em filogenia (BALDISSERA, 2000; LOURENGO, ET AL, 2003; ANANIAS ET AL,


http://ipvgen.unipv.it/docs/projects/pix/mtDNA.jpg

18

2002; FAIVOVICH ET AL, 2004; SILVA ET AL, 2004; FAIVOVICH ET AL, 2005) sendo conhecido
apenas um trabalho baseado em estudos de filogeografia e variabilidade populacional

envolvendo anuros (CARNAVAL, 2002).
ESPECIE ESTUDADA

A espécie escolhida para o estudo pertence ao género Eleutherodactylus (Familia
Leptodactylidae), que se subdivide em quatro subgéneros (Eleutherodactylus, Euhias,
Pelorius e Syrrhopus) (SIQUEIRA-JR. et al, 2004). E endémico dos neotrépicos (CRAWFORD,
2003), possuindo cerca de 700 espécies, sendo 0 género que possui 0 maior numero de
espécies entre os vertebrados (HOBEL, 1999; SIQUEIRA-JR. ET AL, 2004, CRAWFORD & SMITH,
2005). Das 59 espécies presentes no Brasil (AMPHIBIA WEB, 2005; SBH, 2005), 22 espécies
estdo localizadas no sul e sudeste (SIQUEIRA-JR. ET AL, 2004). A escolha de uma espécie deste
género foi influenciada pela grande presenca de polimorfismos neste grupo. Das 225 espécies
de anfibios que possuem conhecidos polimorfismos fenotipicos, mais de um terco sdo
pertencentes ao género Eleutherodactylus (HOFFMAN & BLOUIN, 2000).

Assim, foi escolhida a espécie Eleutherodactylus parvus que é uma espécie de solo,
exclusivamente florestal (PEARMAN, 1997). O tamanho dos individuos de E. parvus variam de
12,9 a 22,0 mm, sendo as fémeas de tamanho médio maior que os machos (19,7mm fémeas —
14,0mm machos) (HEYER ET AL, 1990).

Os individuos de E. parvus apresentam polimorfismo cromatico (HEYER ET AL, 1990;
HoFFMAN & BLOUIN, 2000), com a seguinte variacdo cromatica dorsal: creme, dourado,
marrom, preto, ferrugem e laranja (HEYER ET AL, 1990). Em geral, apresentam um focinho de
sub-ovéide a aproximadamente arredondado em vista dorsal e arredondado em vista de perfil
(HEYER ET AL, 1990). Em relacdo a textura dorsal, possui uma textura lisa ou com pequenas
verrugas espalhadas e pequenos tubérculos glandulares (HEYER ET AL, 1990).

Nas méos, seu terceiro dedo é maior que 0s outros trés, e todos possuem as pontas
arredondadas e pontiagudas na extremidade, com a ponta do terceiro dedo sendo mais larga
gue os demais (HEYER ET AL, 1990). Nos pés, o quarto dedo é maior e a sua extremidade mais
larga que nos demais (HEYERET AL, 1990).

Escolhemos a espécie E. parvus por: (1) fazer parte de um género extenso e pouco
explorado; (2) possuir dois padroes morfoldgicos distintos e claramente observaveis; (3)
serem exclusivamente florestais, impedindo assim seu deslocamento em areas fragmentadas;
(4) sdo encontrados em quase o ano todo e (5) serem encontradas nas duas localidades

propostas para o estudo.
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OBJETIVO GERAL

Analisar polimorfismos genéticos em duas populacGes de Eleutherodactylus parvus
(ANURA: LEPTODACTYLIDAE) localizadas em formac6es geogréaficas distintas (Serra do
Mar e Serra do Itapety), com vistas a preservacdo e manejo de especies em ambientes
naturais.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar o potencial da sequéncia do gene citocromo b na identificacdo de
polimorfismos geneticos populacionais em E. parvus, em relacdo aos dois
padrdes fenotipicos observados para a espécie e as populacfes amostradas em
areas geograficas distintas (Serra do Mar e Serra do Itapety).

2. Verificar se os individuos de E. parvus podem representar um caso de espécie
criptica (biodiversidade nominal), revelando-se duas espécies diferentes,
conforme os padrdes fenotipicos observados.

3. Inferir o grau de divergéncia genética entre as duas populacdes de E. parvus

amostradas.
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METODO

1. AREA DE ESTUDO

O estudo foi realizado em duas Unidades de Conservacdo serranas de Mata Atléantica
situadas no Estado de S&o Paulo, O Parque Natural Municipal da Serra Francisco Afonso de
Melo — Chiquinho Verissimo e a RPPN Parque das Neblinas. Além da facilidade de acesso
essas localidades foram escolhidas por compreenderem complexos serranos distintos e por
estarem isoladas pela bacia hidrografica do Rio Tieté, que pode servir como uma barreira para

espécies de anfibios de serapilheira.

Parque Natural Municipal da Serra Francisco Afonso de Melo — Chiquinho Verissimo

Situado em uma area de encosta, esse Parque, também conhecido como Parque
Natural Municipal da Serra do Itapety (PNMSI) localiza — se na regido centro-sul da Serra do
Itapety (23° 28°S 46° 09'W), e, entre as altitudes de 807 metros a 1141 metros, ocupa 352,3
hectares no Municipio de Mogi das Cruzes, Estado de Sdo Paulo (MANNA DE DEUS ET AL,
1995). E um conjunto serrano situado na borda do Planalto Paulistano e geomorfologicamente
faz parte do complexo da Serra da Mantiqueira (TOMASULO & CORDEIRO, 2000).

Até o século XIX, antes de se tornar Parque, essa area foi bastante explorada visto a
sua proximidade com a area urbana e devido a presenca de mananciais em sua area. O Parque

era utilizado para abastecer a cidade (MANNA DE DEUS ET AL, 1995).

RPPN Pargue das Neblinas

O Parque das Neblinas situa-se no Municipio de Bertioga, Estado de Sdo Paulo, divisa
com o Distrito de Taiagupeba em Mogi da Cruzes, a 110km do centro da cidade de S&o Paulo.
Devido a acdo antropica nos ultimos 40 anos, o Parque possui uma cobertura florestal
heterogénea, composta por plantios de eucalipto e Mata Atlantica Ombroéfila Densa em
diferentes estagios de sucessdo ambiental. A regido situa-se nos dominios da Serra do Mar e a
topografia do parque é acidentada, com altitudes variando entre 700 e 1.154 m.
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2. COLETA E MANUSEIO DOS EXEMPLARES

Foram coletados manualmente durante o dia e a noite 46 individuos de E. parvus (28
individuos do Parque das Neblinas e 18 individuos da Serra do Itapety). Desses, 28 individuos
apresentaram o padrdo | (18 do Parque das Neblinas e 10 da Serra do Itapety) e 16 individuos

apresentaram o padrao Il (8 individuos de cada localidade - Tabela 1).

Tabela 1: Resultados das coletas de anfibios, mostrando o nimero total de E.
parvus coletados e o ndmero de individuos que foram obtidos material para a
extracdo de DNA (Figado e/ou misculo da coxa).

Neblinas Itapety

Total com material Total com material
Individuos 30 26 18 17
Machos 9 8 2 2
Fémeas 15 12 16 15
Sexo nao
identificado ~ © 6 0 0
Padrao | 21 19 10 9
Padrao Il 8 6 8 8
Padrao nao
identificado~ * 1 0 0
% Pad | 70 73 55,56 52,94
% Pad Il 26,7 23 44 .44 47,06

Os tecidos para extracdo do DNA foram obtidos de figado e musculatura da coxa,
sendo alicotado em pequenos pedacos e preservados em alcool etilico P.A. (CARNAVAL, 2002;
ANANIAS, 2002).

Ap0s a extracdo de tecido os animais foram fixados em solucdo de formol (10%) e
serdo depositados na colecdo de anfibios anuros do Museu de Zoologia da USP (MZUSP).

Os individuos foram classificados e separados de acordo com a sua localidade e
padrdo cromatico. Sendo que os individuos coletados no Parque das Neblinas receberam o
namero 1 e os individuos coletados no Parque do Itapety receberam o nimero 2. O mesmo foi
feito com padrbes e depois seus nimeros na colecdo. Ex.: Individuo coletado na Serra do
Itapety, de padrdo 1 de nimero 261 na colegdo — 2.1.261.

Apbs sua fixacdo, foi feita a identificacdo do sexo e foi tirada a medida do
comprimento rostro — cloacal (CRC — Fig. 2) de 20 individuos do Parque das Neblinas e 18
individuos da Serra do Itapety, com um paquimetro digital. Essas medidas foram comparadas

usando trés variaveis independentes: Local, Sexo e Padréo.
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Figura 2: Medida do Comprimentro Rostro — Cloacal (CRC) feita em
todos os individuos de E. parvus amostrados.

3. PADROES MORFOLOGICOS DORSAIS

Apesar do alto grau de polimorfismo da espécie (HEYER ET AL, 1990), pudemos
encontrar dois padrdes morfoldgicos dorsais principais nos individuos de E. parvus:
e Padréo I: Dorso sem linhas dorso-lateral nem linhas dorso-mediana, podendo
ter manchas pretas postero-laterais. (Fig. 3 e 4).
e Padrdo Il: Linhas dorso-lateral, que vai desde o focinho até o meio do dorso, e
dorso-mediana presentes, de cor variando de branca a creme, sem manchas

postero-laterais (Fig. 5 e 6).



Figura 3: Eleutherodactylus parvus exemplificando o padréo dorsal I.

Figura 4: Eleutherodactylus parvus exemplificando o padréo dorsal I.
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Figura 5: Eleutherodactylus parvus exemplificando o padrédo Il.

Figura 6: Eleutherodactylus parvus exemplificando o padréo Il.
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4. EXTRACAO DO DNA E AMPLIFICACAO

Depois de vérios testes de extracdo com protocolos amplamente utilizados (fenol/
cloroformio, TNES, etc.) optamos por utilizar o que melhor se adequou aos experimentos
(Anexo 1).

A regido do DNAmt escolhida para amplificacdo foi o gene citocromo b. As
amplificagdes foram realizadas via PCR em termociclador MJ PTC 100, com a utilizagdo dos
primers MVZ36/ MVZ55 para citocromo b (SILVA ET AL, 2004). Os volumes de reacéo e 0s
ciclos de amplificacdo seguem o apresentado em Anexo (2).

Fizemos um gradiente de temperatura com o par de primers que amplificam o
citocromo b (MVZ36/ MVVZ55) onde cada pogo do termociclador correspondia a diferentes
temperaturas de anelamento. As temperaturas de anelamento que obtiveram melhor resultado
foram: 56,9°C, 58,2°C, 60,0°C.

Utilizamos os resultados da amplificagdo com a temperatura de anelamento 58,2°C

para o seqiienciamento.

5. SEQUENCIAMENTO E ALINHAMENTO

Os produtos de PCR foram precipitados (Anexo 3) e novamente corridos em gel de
agarose, apenas os individuos de E. parvus que obtiveram bandas em destaque foram
utilizados para o seqiienciamento. Segue protocolo em Anexo (3).

Apo6s a edicdo das sequéncias, elas foram alinhadas utilizando-se o programa
CLUSTAL W (THOMPSON ET AL, 1994) por meio do programa BioEdit (HALL, 1999).

Um total de 20 individuos de E. parvus foram seqtienciados, 10 eram pertencentes ao
Parque das Neblinas, e 10 eram pertencentes a Serra do Itapety sendo 5 representantes do

Padrdo | e 5 do Padrdo Il de cada localidade.

6. ANALISE DOS DADOS

Em relagdo aos dados ecoldgicos, para testar o efeito do local, sexo e padrdo dorsal
sobre o comprimento rostro-cloacal de E. parvus foi realizado um teste de analise de
variancias (ANOVA) com trés fatores (ZAR, 1999).

Para testar a estrutura genética populacional entre os individuos de diferentes

localidades e padrdes morfoldgicos foi utilizada a anélise da variancia molecular (AMOVA),
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(EXCOFFIER ET AL, 1992). Para esse teste foi criado entdo um protocolo que continha os dois
grupos de individuos divididos cada um em dois padrdes. O grupo 1 continha apenas
individuos do Parque das Neblinas enquanto o grupo 2 era composto de individuos da Serra
do Itapety. Cada grupo foi subdividido de acordo com seu padrdo cromatico (padrdo 1 e
padrdo 2). Assim esse projeto gerou trés indices de fixacdo: um entre grupos, outro entre
padrdes dentro dos grupos e outro dentro dos padrées. Essas analises foram feitas por meio do
programa Arlequin ver. 2.0 (SCHENEIDER ET AL, 2000).

Foi feita uma analise de agrupamento utilizando o teste de Kimura 2 parametros
(KIMURA, 1980) como método de similaridade genética par a par. A partir da matriz de
similaridade de Kimura foi gerado um dendrograma através do método de UPGMA. Foram
obtidos também os valores de Bootstrap (medida de apoio estatistico) para a construcdo do
dendrograma. Essa anélise foi feita pelo software MEGA 3.1 (KUMAR ET AL, 2004).

Devido a presenca de quatro individuos da Serra do Itapety muito diferenciados
(suas sequéncias sdo muito diferentes das demais, sugerindo uma contaminacdo das
amostras), todas as analises estatisticas e o dendrograma descritos acima foram rodadas

duas vezes: uma incluindo e outra excluindo esses quatro individuos.
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RESULTADOS E DISCUSSOES

1 - DADOS EcoLoaGICcos

Os individuos de E. parvus puderam ser encontrados ao longo do ano,
independentemente da estacdo chuvosa. O que indica que essa espécie ndo possui reproducdo
explosiva. Mesmo assim, pudemos observar os individuos vocalizando principalmente depois
e/ou durante as chuvas em maior quantidade. O horario em que mais pode- se encontra-los foi
de 17:00 as 19:00 (periodo crepuscular).

Segundo HEYER (1990), em Boracéia, essa espécie ndo pbde ser observada em
atividade reprodutiva durante 0 més de junho. Eleutherodactylus spp. sdo espécies de
desenvolvimento direto, ou seja, possuem uma eclosdo direta do ovo sem passar pela forma
de girino (LuTz, 1944; CRAWFORD & SMITH, 2005) ndo dependendo de corpos d’agua para se
desenvolver (PAULO C. A. GARCIA, com. pess.) 0 que lhe propicia a atividade durante o ano
todo (BERTOLUCI & RODRIGUES, 2002).

Seu local de vocalizacdo é na serapilheira (Fig. 7), tornando dificil a sua localizacéo.
As fémeas se deslocam mais do que os machos (obs. pess.), isso somado ao fato de que elas
foram encontradas, geralmente, sobre a serapilheira (préxima a um macho vocalizando) nos

possibilitou coletar mais fémeas do que machos.

[

%
Y
Figura 7: Eleutherodactylus parvus. Exemplo do seu sitio de vocalizag&o.
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N&o foram encontrados efeitos significativos do local de coleta e do padrédo dorsal
sobre 0 tamanho dos individuos (comprimento rostro-cloacal) de E. parvus (Tabela 2). Por
outro lado, houve efeito significativo do sexo sobre o tamanho (Tabela 2), sendo que as
fémeas de E. parvus foram significativamente maiores do que 0s machos independentemente
do seu padrdo dorsal (Fig. 8) e do local em que foram encontradas (Fig. 9). Essa diferenca
corrobora os resultados anteriormente encontrados por HEYER (1990), onde o tamanho médio

dos machos chegou a 14,0 mm e das fémeas 19,7 mm.

Tabela Il. ANOVA de trés fatores comparando o comprimento rostro-cloacal de E. parvus entre a Serra
do Itapety e a Serra das Neblinas (Local), macho e fémea (Sexo) e padrdes dorsais (Padrdo).

Somade  Desvio Quadrado

Variaveis independentes quadrados padréo edio F p

LOCAL 8,357 1 8,357 1,492 0231
SEXO 24,793 1 24,793 4,427 0,044
PADRAO 3,083 1 3,083 0,550 0,464
LOCAL x SEXO 0,769 1 0,769 0137 0714
LOCAL x PADRAO 6,826 1 6,826 1,219 0,278
SEXO x PADRAO 14,043 1 14,043 2508 0,124
LOCAL x SEXO x PADRAO 9,131 1 9,131 1631 0211

& Valor de p significativo.
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Figura 8: Média e erro padrdo do comprimento rostro-cloacal de fémeas e
machos de E. parvus dos padrdes dorsais 1 e 2.
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Figura 9: Média e erro padrdo do comprimento rostro-cloacal de fémeas e
machos de E. parvus coletados na Serra do Itapety e no Parque das Neblinas.

2 - PROCEDIMENTOS DE LABORATORIO

1. Extracdo de DNA

Foram feitas varias tentativas de protocolos até encontrar o mais adequado (vide
Anexo 1) para a extracdo de DNA. Mesmo assim, ao fazer o gel de agarose, o resultado foi
insatisfatorio, pois, na maioria das vezes, ndo apareceram bandas no gel de agarose (Fig. 10,
Ae B).



Figura 10: Gel de agarose, representando extracdo de DNA. Nessa ordem aparecem nos
pocinhos: (A) Marcador A Hind IlI; individuos: 1.1.107; 1.1.136; 1.1.146; 1.1.147;
1.1.155; 1.1.156; 1.2.177; 1.2.178; 1.1.180; 1.1.181; 1.1.182; 1.1.212; Marcador Ladder
123. (B) Marcador Ladder 123; individuos: 1.1.107; 1.1.136; 1.1.146; 1.1.147; 1.1.155;
1.1.156.
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2. Amplificacdo

Primeiramente foi feito um teste amplificando as amostras extraidas com o primer que
amplifica a regido 16S do DNAmt. Ao correr o gel de agarose, as amostras foram
amplificadas, comprovando a existéncia de DNA.

O primer do gene 16S foi escolhido, por esse gene ser bastante conservado, entéo a
possibilidade do primer amplificar o DNA ¢é grande. Justamente por causa disso, 0s genes 12S
e 16S sdo usados para examinar as relacdes filogenéticas entre taxas superiores como géneros
e familias (SUMIDA ET AL, 1998).

Apos a certificagdo da extracdo do DNA foi feito o gradiente de temperatura (Fig. 11)
utilizando os primers que amplificam o gene citocromo b (MVZ36/ MVZ55), onde as
temperaturas de anelamento que permitiram uma melhor amplificacdo foram: 56,9°C; 58,2°C
e 60,0°C.

[ T
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Figura 11: Gel de agarose mostrando o resultado do gradiente de temperatura dos
primers MVVZ36 e MVZ55. O primeiro pogo contém o marcador A Hind Ill, o
altimo pogo foi o controle e os demais pogos seguem com as seguintes
temperaturas respectivamente: 48,0°C; 48,3°C; 48,9°C; 50,0°C; 51,4°C; 53,1°C;
55,2°C; 56,9°C; 58,2°C; 59,1°C; 59,8°C; 60,0°C.

Fizemos entdo a amplificacdo de acordo com o gradiente de temperatura (temperatura
de anelamento 56,9°C — Fig. 12) (temperatura de anelamento 58,2°C — Fig. 13) (temperatura
de anelamento 60,0°C - Fig. 14).



Figura 12: Gel de agarose mostrando o resultado da amplificacdo. O poco 1 contém o
marcador A Hind Ill, individuos: 1.1.107; 1.1.136; 1.1.147; 1.1.155; 1.1.156; 1.2.177;
1.2.216; 2.1.259; 2.1.260; 2.1.261; 2.1.263; 2.2.264; 2.2.265; 2.2.266; 2.2.267; 2.2.268.
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Figura 13: Gel de agarose mostrando o resultado da amplificagdo. O poco 1 contém o
marcador A Hind Ill, individuos: 1.1.107; 1.1.136; 1.1.146; 1.1.147; 1.1.155; 1.1.156;
1.2.177; 1.1.180; 1.1.181; 1.2.182; 1.1.212; 1.1.213; 1.2.216; 1.1.219; 2.1.259; 2.1.260;
2.1.261; 2.1.263; 2.2.264; 2.2.265; 2.2.266; 2.2.267; 2.2.268.
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Figura 14: Gel de agarose mostrando o resultado da amplificacdo. O pogo 1 contém o marcador A
Hind Il individuos: 1.1.107; 1.1.136; 1.1.147; 1.1.155; 1.1.156; 1.2.177; 1.1.180; 1.1.181,

1.1.212; 1.1.213; 1.2.216; 1.1.219; 2.1.259; 2.1.260; 2.1.261; 2.1.263; 2.2.264; 2.2.265; 2.2.266;
2.2.267; 2.2.268.

3. Seqiienciamento

As sequiéncias obtidas (Anexo 4) foram alinhadas e apresentaram alguns “gaps”
(espacos na seqliéncia que podem indicar uma insercdo ou uma delecdo de base. Séo

representados graficamente por “INDEL” “-* Fig. 15).

EEEEEEEEEEEEEE T
S S N s I e e
(i)

(]

L)

LZER = A0 T e e GTT AT

Figura 15: Alinhamento das sequiéncias feito pelo Programa Clustal/W, a partir do programa BioEdit. Em
destaque (retdngulo amarelo) as bases 122 e 129 que evidenciam as diferencas entre localidades
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3 - ESTRUTURACAO GENETICA

Em relacdo a diferenca genética entre as populagdes do Parque das Neblinas e da Serra
do Itapety, ambas as analises de AMOVA (com e sem os individuos de DNA discrepante),
demonstraram que as duas populagcbes encontram-se altamente estruturadas geneticamente
(Altos valores de Fst - Tabelas 3 e 4). Essa estruturacdo foi gerada pela alta taxa de variacao
genética encontrada entre as populacbes sendo que 47% (com individuos de DNA
discrepantes - Tabela 3) e 77% (sem individuos de DNA discrepantes - Tabela 4) da variacao
genética total das populacGes € atribuido as diferencas da frequéncia alélica entre as
localidades.

Por outro lado, foi encontrado um baixo indice de fixacdo (Fsc) e uma baixa
porcentagem de variacdo entre o0s individuos que possuiam os diferentes padrbes

morfologicos dentro da mesma localidade (Tabelas 3 e 4).

Tabela 3. AMOVA (Andlise de variancia Molecular) entre padrdes morfol6gicos e populagdes utilizando todos
os individuos sequienciados.

o Graus de Soma de Componentes de  Porcentagem de
Fonte de variacdo ) o o
Liberdade Quadrados Variancia Variagéo
Entre Grupos 1 74,65 6,54 Va 46,78
Entre Padrdes dentro
18,5 0,45 Vb 3,24
de Grupos
Dentro dos Padrdes 16 111,8 6,99 Vc 49,98
Total 19 204,95 13,98
Indices de Fixacao: Teste de Significancia (1023 permutacdes):
Fsc: 0,06 Vc e Fst: P=0,00293 +- 0,00164
Fst: 0,50 Vb e Fsc: P=0,27273 +- 0,01362

Fct: 0,46 Va e Fct: P=0,32551 +- 0,00000
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Tabela 4. AMOVA (Analise de variancia Molecular) entre padrées morfolégicos e populages sem a utilizagdo
dos 4 individuos com DNA discrepante.

_ Graus de Soma de Componentes de  Porcentagem de
Fonte de variagao ] o _
Liberdade Quadrados Variancia Variagéao

Entre Grupos 1 40,28 5,15 Va 77,16
Entre Padrdes dentro

2 3,36 0,06 Vb 0,85
de Grupos
Dentro dos Padrbes 12 17,6 1,47 Vc 21,99
Total 15 61,24 6,68
Indices de Fixagao: Teste de Significancia (1023 permutacdes):
Fsc: 0,04 Vc e Fst: P<0,00001 +- 0,00000
Fst: 0,78 Vb e Fsc: P=0,46921 +- 0,01390
Fct: 0,77 Vae Fct: P=0,33920 +- 0,01373

A alta taxa de estruturacdo genética entre localidades demonstra que provavelmente
ndo exista fluxo génico entre essas populagdes. De fato, o indice de fluxo génico encontrado
(Nm= 0,53) é considerado baixo (PATTON ET AL, 1996), reafirmando a auséncia de troca
genética. As duas localidades em estudo sdo dois fragmentos florestais que estdo isoladas
entre si pela Bacia Hidrografica do Rio Tieté, que provavelmente se tornou uma barreira a
dispersdo de E. parvus. Isso pode ter ocorrido devido ao fato de que E. parvus, ser uma
espéecie dependente de ambientes florestais (sempre encontradas em meio a serrapilheira,
CRAWFORD, 2003; GIARETTA ET AL, 1997) que sofrem influéncia das bordas dos fragmentos
(SCHLAPFER & GAVIN, 2001; PEARMAN, 1997), sendo que os individuos desta espécie podem
ter sido isolados por um ambiente ndo florestal formada pelo surgimento da bacia do Rio
Tieté. Desse modo houve uma interrupcdo do fluxo génico entre essas populacdes, fazendo
com que elas se estruturassem geneticamente ao longo do tempo. A alta variabilidade genética
entre os E. parvus presentes nas duas localidades (Tabela 4) indica que esse evento ocorreu a
um longo tempo.

Em um trabalho realizado também com espécies florestais de anfibios (Proceratophrys
boiei, Hyla albomarginata e Scinax nebulosus) foi encontrado um baixo indice de fluxo
génico entre populagdes (CARNAVAL, 2002). Por outro lado, neste mesmo trabalho, foi

encontrado um alto indice de fluxo génico em uma espécie generalista de anfibio (Hyla
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branneri) sugerindo que a barreira entre populagdes para uma determinada espécie ndo ocorre
necessariamente para outra espécie em simpatria (CARNAVAL, 2002; PATTON ET AL, 1996).

Em relacdo a divergéncia genética entre individuos com diferentes padrdes
morfoldgicos o baixo indice de fixacdo (Fsc) indica que existe uma baixa variagdo genética
entre esses individuos sendo que provavelmente a diferenca morfoldgica do padrdo de
manchas indique apenas polimorfismos pertencentes a uma mesma espécie. Esse
polimorfismo cromatico foi observado em trabalhos anteriores com espécies de
Eleutherodactylus (GoiN, 1950; HEYER, 1984). Para esse género, a presenca de varios padroes
morfoldgicos dentro da mesma espécie parece ocorrer em varias espécies (GoiN, 1950).

A analise de agrupamento, que incluiu todos os 20 individuos analisados, demonstrou
a formacéo de dois grupos principais. Um deles composto por todos os individuos do Parque
das Neblinas e 6 individuos da Serra do Itapety e o outro formado apenas por 4 individuos da
Serra do Itapety com uma grande distancia genética (Figura 16).

99
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100

3 |:2.2.265
90 - 2.2.267

0.08 0.06 0.04 0.02 0.00

Figura 16: Andlise de agrupamento de todos os individuos sequenciados. O método
de agrupamento utilizado foi o das distancias médias por UPGMA.
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Mesmo assim, em concordancia com os dados da AMOVA, ¢ possivel diferenciar dois
grupos mais internos que evidenciam a existéncia de separacdo genética entre as localidades e
a auséncia de segregacdo génica entre os padrées morfoldgicos (Figura 16).

Uma segunda analise de agrupamento que exclui os 4 individuos com DNA
discrepante, também demonstra uma clara separacdo entre individuos de diferentes

localidades (Figura 17).
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1.1.180
65| 1.1.219
1.2.178

1.2.303
99

1.1.146
1.2.182

1.2.177

66'1.2.285

2.1.259

—— 2.2.264
95

2.1.261
76

51| (2.1.260

4812.2.266

2.1.263

0.03 0.02 0.01 0.00

Figura 17: Analise de agrupamento dos individuos sequienciados com exce¢do dos
quatro individuos da Serra do Itapety com DNA discrepante. O método de
agrupamento utilizado foi o das distancias médias por UPGMA.

Podemos observar também, que a figura (17) evidencia mais um individuo da Serra do
Itapety com uma divergéncia genética maior, porém ndo tdo grande quanto a dos outro quatro
individuos incluidos na anélise anterior (Figura 16). De fato, a diversidade genética dos E.
parvus do ltapety, (2,2%, excluindo-se os quatro individuos de DNA discrepante) se mostra
bem maior do que os do Parque das Neblinas (0,4%).

SECCHI ET AL (1998), ao analisarem a diversidade genética de golfinhos brasileiros
(Pontoporia blainvillei) divididos em populagdo Norte e Sul (Rio de Janeiro e Rio Grande do
Sul respectivamente), puderam notar que os golfinhos do Rio de Janeiro obtiveram uma
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menor diversidade genética de que os Golfinhos do Rio Grande do Sul, talvez pelo fato de a
populacdo Norte € menor em tamanho do que, a populacdo Sul ou ainda, pode estar em
processo de declinio. Para o presente trabalho, a metodologia aplicada ndo nos permitiu inferir
o0 tamanho das populagbes estudadas. Apesar disso, esse pode ser um importante fator
influenciador da diferenca na variabilidade genética entre as populagdes. Estudos indicam que
populacbes pequenas, reduzidas principalmente devido a fragmentacdo de habitats, possuem
uma diminuicdo na sua variabilidade genética (KAGEYAMA ET AL, 1998). Essa reducdo parece
ser causada a curto prazo, por deriva genética, o que significa ter as freqliéncias de seus genes
afastadas daquelas da populacdo original, inclusive chegando a perder alelos. A mais longo
prazo, ainda pode haver um aumento da endogamia, decorrente da maior probabilidade de

autofecundacdo e acasalamento entre individuos aparentados (KAGEYAMA ET AL, 1998).
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CONCLUSOES

1. A técnica de sequenciamento do gene citocromo b foi eficiente na identificacdo de
duas populacdes de E. parvus isoladas entre si em duas reservas de Mata Alantica

(Parque das Neblinas e Serra do Itapety).

2. A presenca de dois padr6es morfologicos distintos em E. parvus parece ndo indicar
um caso de espécie criptica, no entanto, utilizamos como parametro apenas a
coloracgdo dorsal de E. parvus sendo que podem existir diferencas significativas em

relacdo a outras caracteristicas como por exemplo, vocalizagéo.

3. Por fim, as duas populagdes de E. parvus se apresentaram geneticamente distintas,

indicando uma possivel auséncia de fluxo génico entre as duas localidades.
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ANEXO 1

PROTOCOLO DE EXTRACAO DE DNA TOTAL

Hidratar as amostras de tecido com 500 pl de TE* (pH 7,5) e trocar a solucdo a cada 20
minutos por 3 vezes.

Adicionar 500 pl de STE? e macerar com uma ponteira fechada em chama.
Adicionar 30 ul de SDS 10%.

Adicionar 10 ul de proteinase K.

Colocar em banho-maria a 37 C por 1 hora.

Adicionar 500 pl de NaCl 5M.

Centrifugar por 10 minutos a 14.000 rpm.

Transferir o sobrenadante para um tubo eppendorf de 2 ml sem pegar o pellet.
Adicionar 30 ul de acetato de sédio.

Adicionar 1 ml de etanol absoluto gelado.

Deixar overnight no freezer —20 C.

Centrifugar por 30 minutos a 4 C a 14.000 rpm.

Jogar o sobrenadante na pia sem descartar o pellet.

Adicionar 600 pl de etanol 70%.

Centrifugar por 1 minuto a 14.000 rpm.

Descartar o sobrenadante sem perder o pellet.

Secar na secadora a vacuo por aproximadamente 15 minutos.

Hidratar com 50 pl de TE™.

Deixar overnight na geladeira.

Incubar no freezer —20 C.



ANEXO 2

PrRoTOCOLO PARA PCR

Para 50 pl de solugéo:

- 40 pl de H,O milliQ.

- 5 ul de buffer + MgCl,.

- 0,5 ul de primer MVZ 36.
- 0,5 ul de primer MVZ 55.
- 1pulde DNTP’s.

- 1 ul de Taqg Polimerase.

- 2 pl de DNA.

Programa do termociclador:

1- 94 C -1 minuto.

2- 94 C -1 minuto.

3- 58,2 C — 1 minuto.

4- 72 C -1 minuto.

5- 35 vezes a partir do passo 2.
6- 72 C — 6 minutos.

7- 4C-

8- End.
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ANEXO 3

PROTOCOLO PARA SEQUENCIAMENTO

e Transferir as amostras resultantes de PCR para um tubo Eppendorf de 1,5 ml.
e Adicionar 5 ul de acetato de sddio e 150 ul de etanol absoluto gelado.

e Centrifugar a 14000 rpm por 20 minutos a 4°C

e Jogar fora o etanol sem descartar o pellet.

e Adicionar 600 pl de etanol 70%.

e Centrifugar por 1 minuto a 14000 rpm.

e Jogar fora o etanol sem descartar o pellet.

e Deixar secar na Speed Vac por aproximadamente 15 minutos.

e Hidratar com 50 pul de H,O milliQ.

e Se precisar, armazenar em freezer —20°C.

Preparar uma solucao final de 10 ul:

e 2 ulde HO milliQ.

e 2 ul dasolucdo com DNA.
e 3 pul de “Save Money”.

e 1 plde primer.

e 2 ulde“Big Dye” v 2.0.

Colocar no termociclador, programa seq 1:
1. 96°C - 1 minuto
2. 96°C - 20 segundos
3. 52°C - 20 segundos
4. 60°C — 4 minutos
5
6
7

. 34 vezes a partir do passo 2
. 4°C -
End.

Fazer a precipitacdo de reacdo de segiéncia:

e Adicionar 80 ul de isopropanol 75%.



Transferir para um tubo Eppendorf de 1,5 ml.
Repousar por 10 minutos.

Centrifugar a 3000 rcf por 3 minutos.
Desprezar o sobrenadante com uma pipeta.
Adicionar 200 pl de etanol 70%.

Dar uma batidinha no fundo do tubo.
Centrifugar a 3000 rcf por 5 minutos.

Se precisar, incubar no freezer —20°C.

Ressuspender a reacao:

Ressuspender com 10 pl de formamida.

Transferir para uma placa.

Colocar no termociclador no programa “denature”: 95°C — 5 minutos.

Colocar imediatamente no gelo até esfriar.

Seqlenciar.
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ANEXO 4

SEQUENCIAMENTO

1.1.136
CGAAAATTCCNAAGATGAGTTTAGCTAGTGGGCGAAAATTGAGTGTTCGTTGTGC
AGAGCAAGTGGAGTGTGGGTACGGACTACTTACAGCATGAGGNTGGATGAAAGG
AGGGCTAAGACGCCTCCCAGTTTATTAGGGGTAGAGCGAAGGATGGCATAAGCG
AATAGGAAATACCACTCAGGCTTGATGTGGGGTGGGGTAATTAGGGGGTCTGCG
GGGGAAAAGTTGTCTGGGTCTCCTAGGATGTTAGGAAAGAAAGTTGATATAGTCA
AGATTAGTGAAATAAGAATAGAAAATCCGAAAATGTCTTTAATAGAGAAGTAGG
TGTGGAATGATATTTTATCGAGGTTAGAGTTGAGTCCTATGGGGTTAGAGGATCC
AGTTTCATGAAGAAATATTAGGTGAAGAATGGTCGTACCGGTGACGAGAAATGG
GAAAATAAAGTGGAAGGTAAAAAATCGGGTAAGAGTTGCGTTATCTACGGAAAA
ACCTCCTCAAATTCATTGTACAAGGTCTTGCCCCACGTAGGGGATGGCAGAAAGT
AGGTTAGTAATTACTGCAGCCCCTCAGAATGATATTNGNNCCCNAAA

1.1.146
CNCANTCCNNTGATGAGTTTAGCTAGTGGGCGAAAATTGAGTGTTCGTTGTGCAG
AGAAGTGGAGTGTGGGTAGCGACTATTAAGATGAGGATGGATGAAAGGAGGGCT
AAGACGCCTCCCAGTTTATTAGGGGTAGAGCGAAGGATGGCATAAGCGAATAGG
AAATACCACTCAGGCTTGATGTGGGGTGGGGTAATTAGGGGGTCTGCGGGGGAA
AAGTTGTCTGGGTCTCCTAGGATGTTAGGAAAGAAAGTTGATATAGTCAAGATTA
GTGAAATAAGAATAGAAAATCCGAAAATGTCTTTAATAGAGAAGTAGGTGTGGA
ATGATATTTTATCGAGGTTAGAGTTGAGTCCTATGGGGTTAGAGGATCCAGTTTC
ATGAAGAAATATTAGGTGAAGAATGGTCGTACCGGTGACGAGAAATGGGAAAAT
AAAGTGGAAGGTAAAAAATCGGGTAAGAGTTGCGTTATCTACGGAAAAACCTCC
TCAAATTCATTGTACAAGGTCTTGCCCCACGTAGGGGATGGCAGAAAGTAGGTTA
GTAATTACTGCAGCCCCTCAGATGTTT

1.1.180
TCCGAAGATGATGTTTAGCTAGTGCGGCAGATAAATTGAGTGTTCGTTGTGCAGA
GCAAGTGGAGTGTGNGGTACGCGACTATCTAAGATGAGGATCGGATGAAAGGAG
GGCTAANACGCCTNCCAGTTTATTAGGGGTACGAGCGAAGGATGGCATAAGCGA
ATAGGAAATACCACTCAGGCTTGATGTGGGGTGGGGTAATTAGGGGGTCTGCGG
GGGAAAAGTTGTCTGGGTCTCCTAGGATGTTAGGAAAGAAAGTTGATATAGTCAA
GATTAGTGAAATAAGAATAGAAAATCCGAAAATGTCTTTAATAGAGAAGTAGGT
GTGGAATGATATTTTATCGAGGTTAGAGTTGAGTCCTATGGGGTTAGAGGATCCA
GTTTCATGAAGAAATATTAGGTGAAGAATGGTCGTACCGGTGACGAGAAATGGG
AAAATAAAGTGGAAGGTAAAAAATCGGGTAAGAGTTGCGTTATCTACGGAAAAA
CCTCCTCAAANTTCATTGTACAAGGTCTTGCCCCCACGTAGGGGNATGGCAGAAA
GTAGGTTAAGTAAATTACTGCAGCCCCCTNCAANAATTGATTTTTGGTCCCTTCAA
NAT




50

1.1.213
GNNNACCCTTAGGGTATTNTCTACGAAAATTCCNAAGATGAGTCTTAGCTAGTAG
NGGCGAAAATTGAGTGTTCGTTGTAGCAGAGCAAGTGGAGTGTGNGGTAGCGAC
TATTACAGATGAGAGATGGATGAAAGGCAGGGCTAANACGCCTCCCAGTTTATTA
GGGGTAGAGCGAAGGATGGCATAAGCGAATAGGAAATACCACTCAGGCTTGATG
TGGGGTGGGGTAATTAGGGGGTCTGCGGGGGAAAAGTTGTCTGGGTCTCCTAGG
ATGTTAGGAAAGAAAGTTGATATAGTCAAGATTAGTGAAATAAGAATAGAAAAT
CCGAAAATGTCTTTAATAGAGAAGTAGGTGTGGAATGATATTTTATCGANGTTAG
AGTTGAGTCCTATGGGGTTAGAGGATCCAGTTTCATGAAGAANTTTAGGTGAAGA
ATGGTCGTACCGGTGACGAGAAATGGGAAATAAAGTGGANGTAAAAATTCGGGT
AAGAGTNNNNTATCTACGNAAAACCTCCTNAATTCATTGNCNANGNCTTGCCCCN
CNTNGGGNNNGNCAAAAGNNGGTTNNTNATTNCTGCCCCCCCNAAAAAAANTTN
NNCCCNNA

1.1.219
NTNNGCTCGAAAATTCAGAAGATGAGTTTAGCTAGTGGGCGAAAATTGAGTGTTC
GTTGTGCAGAGAAGTGGAGTGTGGGTAGGACTATTAAGATGAGGATGGATGAAA
GGAGGGCTAAGACGCCTCCCAGTTTATTAGGGGTAGAGCGAAGGATGGCATAAG
CGAATAGGAAATACCACTCAGGCTTGATGTGGGGTGGGGTAATTAGGGGGTCTG
CGGGGGAAAAGTTGTCTGGGTCTCCTAGGATGTTAGGAAAGAAAGTTGATATAGT
CAAGATTAGTGAAATAAGAATAGAAAATCCGAAAATGTCTTTAATAGAGAAGTA
GGTGTGGAATGATATTTTATCGAGGTTAGAGTTGAGTCCTATGGGGTTAGAGGAT
CCAGTTTCATGAAGAAATATTAGGTGAAGAATGGTCGTACCGGTGACGAGAAAT
GGGAAAATAAAGTGGAAGGTAAAAAATCGGGTAAGAGTTGCGTTATCTACGGAA
AAACCTCCTCAAATTCATTGTACAAGGTCTTGCCCCACGTAGGGGATGGCAGAAA
GTAGGTTAGTAATTACTGCAGCCCCTCAGAATGATATTNNNNCCCTNAA

1.2.177
GGAAATTTTGNTTAAACATAGGGTATTNTNTNCGAAAATNNNCAAGATGAGTTTA
GCTAGTGGGCGAAAATTGAGTTTTCGTTGTGCAGAGAAGCGTAGTGTGGGTAGGA
CTATTAAGATGAGGATGGATGAAAGGAGGGCTAAGACGCCTCCCAGTTTATTAG
GGGTAGAGCGAAGGATNTNATAAGCGAATAGGAAATACCACTCAGGCTTGATGT
GGGGTGGGGTAATTAGGGGGTTTTNNGGGGAAAAGTTGTCTGGGTCTCCTAGGAT
GTTAGGAAAGAAAGTTGATATAGTCAAGATTAGTGAAATAAGAATAGAAAATCC
GAAAATGTCTTTAATAGAGAAGTAGGTGTGGAATGATATTTTATCGAGGTTAGAG
TTGAGTCCTATGGGGTTAGAGGATCCAGTTTCATGAAGAAATATTANGTGAAGAA
TGGTCGTACCGGTGACGAGAAATGGGAAAATAAAGTGGAAGGTAAAAAATCGGG
TAAGAGTTGCGTTATCTACGGAAAAACCTCCTCAAATTCATTGTACAAGGTCTTG
CCCCACGTAGGGGGATGGCANAAAGTAGGTTAGTAATTACTGCAGCCCCTCAGA
ATGATATTNGNCCNCA

1.2.178
TTTTTAGNGTAAACACCAGCGGNATNTTTNTNCGAAAATTCANAAGATGAGTTTA
GCTAGTGGGCGAAAATTGAGTNTTCGTTGTGCAGAGAACTGNAGTGTGGGTAGG
ACTATTAAGATGAGGATGGATGAAAGGAGGGCTAAGACGCCTCCCAGTTTATTA
GGGGTAGAGCGAAGGATNNCATAAGCGAATAGGAAATACCACTCAGGCTTGATG
TGGGGTGGGGTAATTAGGGGGTCTGCGGGGGAAAAGTTGTCTGGGTCTCCTAGG
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ATGTTAGGAAAGAAAGTTGATATAGTCAAGATTAGTGAAATAAGAATAGAAAAT
CCGAAAATGTCTTTAATAGAGAAGTAGGTGTGGAATGATATTTTATCGAGGTTAG
AGTTGAGTCCTATGGGGTTAGAGGATCCAGTTTCATGAAGAAATATTAGGTGAAG
AATGGTCGTACCGGTGACGAGAAATGGGAAAATAAAGTGGAAGGTAAAAAATCG
GGTAAGAGTTGCCGTTATCTACGGAAAAACCTCCTCAAATTCATTGTACAAGGTC
TTGCCCCACGTAGGGGATGGCAGAAAGTAGGTTAGTAATTACTGCAGCCCCTCAG
AATGATATTGGNCCCTTCAA

1.2.182
CTCGAAAATTCCGAAGATGAGTTTAGCTAGTGGGCGAAAATTGAGTGTTCGTTGT
GCAGAGAAGTGGAGTGTGGGTAGGACTATTAAGATGAGGATGGATGAAAGGAGG
GCTAAGACGCCTCCCAGTTTATTAGGGGTAGAGCGAAGGATGGCATAAGCGAAT
AGGAAATACCACTCAGGCTTGATGTGGGGTGGGGTAATTAGGGGGTCTGCGGGG
GAAAAGTTGTCTGGGTCTCCTAGGATGTTAGGAAAGAAAGTTGATATAGTCAAGA
TTAGTGAAATAAGAATAGAAAATCCGAAAATGTCTTTAATAGAGAAGTAGGTGT
GGAATGATATTTTATCGAGGTTAGAGTTGAGTCCTATGGGGTTAGAGGATCCAGT
TTCATGAAGAAATATTAGGTGAAGAATGGTCGTACCGGTGACGAGAAATGGGAA
AATAAAGTGGAAGGTAAAAAATCGGGTAAGAGTTGCGTTATCTACGGAAAAACC
TCCTCAATTCATTGTACAAGGTCTTGCCCCCGTAGGGGATGGCAGAAAGTAGGTT
AGTAATTACTGCAGCCCCTCANAATGATATTGNNCCCTNA

1.2.285
ANTTTNGGGGANANACAGGGAATNNTTTTTCGAGAAATAACNCAAGATGAGTAA
TAGCTAGTGGGCGAAAATTGANTTTTCGTTGTGCAGANAANNGTNGTGTGGGNA
GGACTATTAAGATGAGGATGGATGAAAGGAGGGCTAAGACGCCTCCCAGTTTAT
TAGGGGTAGAGCGAAGGATNTNATAAGCGAATAGGAAATACCACTCAGGCTTGA
TGTGGGGTGGGGTAATTAGGGGGTTTNNNGGGGAAAAGTTGTCTGGGTCTCCTAG
GATGTTAGGAAAGAAAGTTGATATAGTCAAGATTAGTGAAATAAGAATAGAAAA
TCCGAAAATGTCTTTAATAGAGAAGTAGGTGTGGAATGATATTTTATCGAGGTTA
GAGTTGAGTCCTATGGGGTTAGAGGATCCAGTTTCATGAAGAAATATTAGGTGAA
GAATGGTCGTACCGGNGACGAGAAATGGGAAAATAAAGTGGAAGGTAAAAAAT
CGGGTAAGAGTTGCGTTATCTACGGAAAAACCTCCTCAAATTCATTGTACAAGGT
CTTGCCCCACGTAGGGGATGGCAGAAAGTAGGTTAGTAATTACTGCAGCCCCTCA
GAATGATATTGGNCCTCAA

1.2.303
TATGGTTAANCATTAGGGTATTATTTTACGAAAATTCNGAAGATGAGTTTAGCTA
GTGGGCGAAAATTGATTGTTCGTTGTGCAGAGAAGTGGAGTGTGGGTAGGACTAT
TAAGATGAGGATGGATGAAAGGAGGGCTAAGACGCCTCCCAGTTTATTAGGGGT
AGAGCGAAGGATGGCATAAGCGAATAGGAAATACCACTCAGGCTTGATGTGGGG
TGGGGTAATTAGGGGGTCTGCGGGGGAAAAGTTGTCTGGGTCTCCTAGGATGTTA
GGAAAGAAAGTTGATATAGTCAAGATTAGTGAAATAAGAATAGAAAATCCGAAA
ATGTCTTTAATAGAGAAGTAGGTGTGGAATGATATTTTATCGAGGTTAGAGTTGA
GTCCTATGGGGTTAGAGGATCCAGTTTCATGAAGAAATATTAGGTGAAGAATGGT
CGTACCGGTGACGAGAAATGGGAAAATAAAGTGGAAGGTAAAAAATCGGGTAA
GAGTTGCGTTATCTACGGAAAAACCTCCTCAAATTCATTGTACAAGGTCTTGCCC
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CACGTAGGGGATGGCAGAAAGTAGGTTAGTAATTACTGCAGCCCCTCAGANTGTT
TNNNNCCCCCNAA

2.1.259
CATTCCCAAGATGAGTTTAGCTAGTGGGCAGANAATTAAGTGTTCGNTGTAGCGG
NGAAGTAGGNGTGTGNGCCGGACTACTTACAGCATAGAGAGTNTNAGATGAAAN
GNGGGCTAACGACNCCTCNCAGNTTATGNAGGCGTGTAGCAGCGGAAGGANTGG
CATAANCGANTAGNAAGTCTNATTCANGCTTGATGTGGGGTGGGGNAATTAGGG
GGNCTGCNGGGGAAAAGNTGNCTGGCTCTCCTAGGATGTTNNGGANGAAAGTTG
NTACAGTCAAAATTAGTGAAATAAGAATAGAAAATCCGAAAATGTCTTTAATGG
AGAAGTAGGTGTGGAATGATATTTTATCGAGGTTAGAGTTGAGTCCTATGGGGTT
AGAGGATCCGGTCTCATGAAGAAATATTAGGTGAAGAATGGTTGTACCGGTGAC
GAGAAATGGGAAAATAAAGTGGAAGGTAAAAAATCGGGTAAGAGTTGCGTTATC
TACGGAAAAACCTCCTCAAATTCATTGTACAAGGTTTTGCCCCACGTAGGGGATG
GCANNAAAGTAGGTTAGTAATTACTGCAGCCCCTCAGAATGATATTNGNNCCNN
AA

2.1.260
CCTTAGGGTATTANTCACGAAAATTCAGGAAGCATGAGTTTAGCTAGTGGGCGAA
AATTAAGTGTTCGTCTGTAGCGGAGCAAGTGGAGTGTGGGCAGGACTACTTACAG
CATGCAGAGATGGATGAAAGGAGGGCTAAGACGCCTCCCAGTTTATTAGGGGTA
GAGCGAAGGATGGCATAAGCGAATAGGAAGTATCATTCAGGCTTGATGTGGGGT
GGGGTAATTAGGGGGTCTGCGGGGGAAAAGTTGTCTGGGTCTCCTAGGATGTTAG
GGAAGAAAGTTGATACAGTCAAAATTAGTGAAATAAGAATANAAAATCCGAAAA
TGTCTTTAATGGAGAAGTAGGTGTGGAATGATATTTTATCGAGGTTAGAGTTGAG
TCCTATGGGGTTAGAGGATCCGGTCTCATGAAGAAATATTANGTGAAGAATGGTT
GTACCNGGTGACGAGAAATGGGAAAATAAAGTGGAAGGTAAAAAATCGGGTNA
GAGTTGCGTTATCTACGGAAAAACCTCCTCAAATTCATTGTACAAGGTTTTGCCCC
CGTNGGGGATGGCANAAAGTAGGTTANTAATTACTGCANCCCTCAAATGATNTTT
NNCCT

2.1.261
GGATNTTTGGTTAACATAGGGTATTTTTTACGNAAATNANCAAGATGAGTNTAGC
TAGTGGGCGAAAATTAANTTTTCGTTGTGCGGAGAACCGGAGTGTGGGCAGGACT
ATTAAGATGAGGATGGATGAAAGGAGGGCTAAGACGCCTCCCAGTTTATTAGGG
GTAGAGCGAAGGATGGCATAAGCGAATAGGAAGTATCATTCAGGCTTGATGTGG
GGTGGGGTAATTAGGGGGTCTGCGGGGGAAAAGTTGTCTGGGTCTCCTAGGATGT
TAGGGAAGAAAGTTGATACAGTCAAAATTAGTGAAATAAGAATAGAAAATCCGA
AAATGTCTTTAATGGAGAAGTAGGTGTGGAATGATATTTTATCGAGGTTAGAGTT
GAGTCCTATGGGGTTAGAGGATCCGGTCTCATGAAGAAATATTAGGTGAAGAAT
GGTTGTNCCGGTGACGAGAAATGGGAAAATAAAGTGGAAGGAAAAAATCGGGTA
AGAGTTGCGTTATCTACGGAAAAACCTCCTAAATTCATGNACAGGGTTTGCCCCA
CGNNGGGATGCANAANTAGNTAGTATTACNCAGCCCTAGANNATTTGGNCCCNA
A
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2.2.262
GATGAANTTTGGCCTCGCNGGGCNGAAAGTTAAGTGTTCNGTTGTGCGGAGTAAG
CCGAAGTGAAGGTAGGATCATTAAGATGAGGATAGATGAAAGGAGGGCCTAAGA
CACCCCCCAGTTTATTAGGGGTTGAGCNGAAGGATGGCATAGGCAAACAAGAAA
TATCATTCAGGCTTAATGTGGGGTGGGGTAGTTAGAGGGTCTGCGGGGGAAAAGT
TATCTGGATCTCCCAGAGTGTTGGGGAAAAAAGTTGATACAGTTGAAATTANTGA
AATANGAATAAAAAATCCGAAATGTCTTTTATAGAGAAGTNGGTGTGGANCGGT
NTTTTTGTCAAGGTTTNGAGCTNTAGNCCCNAGGGGGTTNGGAGGANCCGGGCTT
NATTGGNGGAACATNAGGTGGNANAATTNNATTTGCNCGNTCGCCGNTATACCG
GNAAAATAAAANTTAAAAAGNTGAAAGNATTCGGNTNNNNGNTTNCTTTCGNTC
TNNNAAAANAAACCNCNCCCCCAANTTNTTTNTNANNGGGGGTTTNTNCCCNTNC
NTNNGGTGANNNGGGCGGGAAANNNTAGTTTGGGNGATTATNNTNNNGNCCCNC
NCAAAAANGGGTTTTTCNNNCCCTNNGGCCCNNTNNNNTATGNCCCNTCATCGTN
GAGNNGTTCNGCTNCANTTNNNANNCCNTGGTCTGNTTNTCNGCCCNANCTATNG
CCCGNTTTNAANTTANTTTTNCTNCGCCTCCNTTCTTCTTTNTNTANNTCGNTGNN
CGNTNNNNNGNNNNNNCGATNNNNTTGNTNNGTNNTNATTNNNCNCGTTTTNGN
TTNTTGANNCNCGCTCCGACNNTCTNANACGNCNTNGNNNGTCCTNACNCNNTAT
ACTNTGCTNCAANNGCCNCCGTGNNNTTCAGNGACNNCTCGNGTCTTTTNTTTNT
NNTCTGNCTCCCTNTCTNNTTTCCNTCNCNTNNNCATNNACTTNANACATTTTN

2.1.263
GGNNNAACCCNANNANNGNGTATTTTTTTTCNCTGNAAAATATCCNGGAAGCAT
GTAGATTTAGGCTAGTAGGNGCGATAAATTAAGTTGTTCGTTAGTGCGGCAGCAA
GCTGGAGTCGTGGAGCAGCGTACTACTCTACAGNATGCAGAGATANGATGAAAG
TGAGGAGCCTAAGGACGCCTCCCAGCTTTATTAGGGGTAGAGCGAAGGATGGCA
TAAGCGAATAGGAAGTCTCATTCANGCTTGATGTGGGGTGGGGTAATTANGGGGT
CTGCGGGGGAAAAGTTGTCNGGGTCTCCTNGGATGTTACGGANGAAAGTTGATA
CAGTCANAATTAGTGAAATANGAATACATAATCCGANANTGTNTTTAATGGANA
ANTCAGNGTCGAATGNTATTTNATCNAGGCTAGAGTNGNNNCCTATGGGGTCAG
AGGATCCNGTCTCATGAATAAATANTACGTGNAGNATGNTTGNACCNGTNACCN
AAAATGGCCAAATNANGCGGAAGGTAAAAATCNGNNNANAGTNNCNTTATCTAC
NGAAAAACCTCCTCAAATTCATTGNNCAAGGTTTTGCCCCACNTNGGGGATGGCN
NAAAGTNGGTTNNNAATTNCTGNANCCCCTNAAAATGANTTTNNNCC

2.2.264
TTANGGTTAANCNTTAGGGTATTATTTCACGAAAATTCCCGAAGCATGAGTTTAG
CTAGTAGGGCGAAAATTAAGTTTTCGTTGTCGCGGAGTAACCGGAGTGTGGGCAG
GCTATTAAGATGAGGNTGGCATGAAAGGAGGGCTAAGACGCCTCCCAGTCTTATT
AGGGGTAGAGCGAAGGATGGCATAAGCGAATAGGAAGTNTCATTCAGGCTTGAT
GTGGGGTGGGGTAATTAGGGGGTCTGCGGGGGAAAAGTTGTCTGGGTCTCCTAG
GATGTTAGGGAAGAAAGTTGATACAGTCAAAATTAGTGAAATAAGANTAGAANA
TCCGAAAATGTCTTTAATGGAGAAGTAGGTGNGGAATGATATTTTATCGAGGTTA
GAGTTGAGTCCTATGGGCTAGAGGATCCGGTCTCATGAAGAAATATTAGGTGAAG
AATGGTTGTNCCGGTGACGAGAAATGGGAAAATAAAGTGGAAGGTAAAAATCGG
GTAAGAGTTGNGTTATCTACGGAAAAACCTCNCAAATTCTTGNANANGGTTTGCC
CCACNTAGGGNNNGCAGAAAGTNGGTTAGNTAATTNCTGCCCCCCCTCANANTN
NNTTTGNCCNCA
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2.2.265
GATNTTAGGTTANCNTAACGTGTTATTTTACGAAAATTCAGGAAGCATGAATTTG
GCTAGCGGGCGAAAGTTAAGTGTTCGTTAGTGCAGGAGCAAGTGAAGTGAAGGT
AGGATCATTAAGATGAGGACACGATGTACAAGNCGGGCTAANTACACCCCCCAG
TTTATTAGGGGTTGAGCGAAGGATGGCATAGGCAAACAAGAAATATCATTCAGG
CTTAATGTGGGGTGGGGTAGTTAGAGGGTCTGCGGGGGAAAAGTTATCTGGATCT
CCCAGAGTGTTGNGGANAAAAGTTGATACAGTTGAAATTAATGAAATAAGAATA
AAAAATCCGAAAATGTCTTTAATAGAGAAGTAGGTGTGGAACGGTATTTTGTCAA
GGTTAGAGTTTAGTCCTAGGGGTTAGAGGATCCGGTTTCATGGAGNACATGAGGT
GGAAATAGATGTGCCGATGACGATAAACGGAAAANAAAGTGAAANGTNANAAT
NGGGTANGGGTNGCGTTGNTNCCANNAAAACCCCCCCNAACTCATTGNNCANGG
TTTTGCCCTNCNTNGGGGATNGNNGAAAANNAATTNGGNNNTTCCNGCNCCCCCT
NAAANNNATTTTNNNCC

2.2.266
TAGGTTAACATAGGGTATTATTTCACGAAAATTCANGAAGATGAGTTTAGCTAGT
GGGCGAAAATTAAGTGTTCGTTGTGCGGAGAAGTGGAGTGTGGGCAGGACTATT
AAGATGAGGATGGATGAAAGGAGGGCTAAGACGCCTCCCAGTTTATTAGGGGTA
GAGCGAAGGATGGCATAAGCGAATAGGAAGTATCATTCAGGCTTGATGTGGGGT
GGGGTAATTAGGGGGTCTGCGGGGGAAAAGTTGTCTGGGTCTCCTAGGATGTTAG
GGAAGAAAGTTGATACAGTCAAAATTAGTGAAATAAGAATAGAAAATCCGAAAA
TGTCTTTAATGGAGAAGTAGGTGTGGAATGATATTTTATCGAGGTTAGAGTTGAG
TCCTATGGGGTTAGAGGATCCGGTCTCATGAAGAAATATTAGGTGAAGAATGGTT
GTACCGGTGACGAGAAATGGGAAAATAAAGTGGAAGGTAAAAAATCGGGTAAG
AGTTGCGTTATCTACGGAAAAACCTCCTCAAATTCATTGTACAAGGTTTTGCCCCA
CGTAGGGGATGGCAGAAAGTAGGTTAGTAATTACTGCAGCCCCTCAGATGTTTTG
NNCCCCCAAA

2.2.267
TTTTNNGGTNACCNTTAACGTGTTTTTTACGAAAATTCAGGAAGNATGAATTTGG
CTAGCGGGCGAAAGTTAAGTGTTCGTCTGTGCGGAGCAAGTGAAGTGAAGAGTA
GGATCATTAAGATGAGGTATACGATGAAAGGAGGGCTAAGACACCCCCCAGTTT
ATTAGGGGTTGAGCGAAGGATGGCATAGGCAAACAAGAAATATCATTCAGGCTT
AATGTGGGGTGGGGTAGTTAGAGGGTCTGCGGGGGAAAAGTTATCTGGATCTCCC
AGAGTGTTGGGGAAAAAAGTTGATACAGTTGAAATTAATGAAATATGAATAANA
TATCCGAAAATGTCTTTAATAGAGAAGTANGTGTNGAACGGTNTTTTGTCAAGGN
TAGAGTNTANTCCTAAGGGNTAGAGGATCCGGTTTCTGGNGGAACNTGAGNGGN
GAATNNATTCCCGNTGNCNTTAACCGNAAATTAAGNGAAANGGAAAAATCGGGT
AGGGTTGCNTTNCTNNNAAAAAACCCCCCCNANCNNTTTTCCAAGGTTTNNCCNN
CNTNGGGGTNGNNGAAANNANNTNGGNNTTTCNNCCCCCCCNCAAATNANTTTT
NNNCC

2.2.268
TTAGGTTACCATTAACGTGTTTTTACGAAAATTCNGAAGATGAATTTGGCTAGCG
GGCGAAAGTTAAGTGTTCGTTGTGCGGAGAAGTGAAGTGAAGAGTAGAGATCAT
TAAGATGAGAGATAGATGAAAGGAGAGGCTAAGACACCCCCCAGTTTATTAGGG
GTTGAGCGAAGGATGGCATAGGCAAACAAGAAATATCATTCAGGCTTAATGTGG
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GGTGGGGTAGTTAGAGGGTCTGCGGGGGAAAAGTTATCTGGATCTCCCAGAGTGT
TGGGGAAAAAAGTTGATACAGTTGAAATTAATGAAATAAGANTAAAAATCCNAA
AATGTCTTTAATAGAGAAGTAGGTGTGGAACGGTATTTTGTCAAGGTTAGAGTTT
ANTCCTAANGGGTTAGANGATCCCGGTTCCTTGGNGGACNTGAGGGGGGGAATN
NNTGTGCCNNTGNCNATNANCGGNAAANTAANNNGAAANNGNANAATNNGGTN
ANGGNTGCCTTNCCNCCAAAAAANCCCCCCCAANNTCTTTTTNCAAGGGTTTTCC
CCNCCNNNGGGGTNGGGGGNAANNNANNNNGGNNNTTCCCCCCCCCCCCNCNAA

ANNNNTTTTNNCCNC
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