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Resumo

O amendoim cultivado (Arachis hypogaea) ¢ uma cultura de grande importancia
econdmica, sendo cultivado em vdarios paises do mundo. As safras na agricultura sdo
reduzidas por estresses bidticos e abidticos aos quais as espécies silvestres sdo resistentes.
Visando a obtencdo de plantas mais resistentes, foi desenvolvida uma estratégia onde as
espécies silvestres seriam as doadoras de genes de resisténcia que seriam transferidos através
de cruzamentos interespecificos. O primeiro passo seria a construgdo de mapas genéticos que
identifiquem as distancias e as posi¢cdes dos genes de interesse no genoma de cada espécie. O
segundo passo seria a corre¢ao da diferenca de ploidia entre as espécies, ja que a cultivada ¢é
uma alotetraploide (2n=4x=40) com genoma AABB e as silvestres dipléoides (2n=2x=20) com
genomas AA ou BB. Porém, problemas de incompatibilidade entre os cruzamentos sdo
comuns. Isso se deve muitas vezes por causa de diferengas nas composicoes das regides nao-
codantes e de repeti¢des, o que faz necessario um estudo detalhado dessas regides. Dentre as
seqiiéncias repetitivas de maior importancia estdo os retrotransposons, elementos que se
multiplicam no genoma e inserem uma nova fita de DNA em diferentes sitios. Neste trabalho,
foram isoladas e caracterizadas seqiiéncias de um retrotransposon LTR do amendoim
cultivado e de seus parentais silvestres (4. duranensis e A. ipaénsis). A seqiiéncia
codificadora da enzima transcriptase reversa foi amplificada através de PCR utilizando
combinagdes de iniciadores especificos. O Southern blot ndo mostrou nenhum sinal de
metilacao na seqiiéncia desse elemento, mas através de sondagem de 20 mil seqii€éncias de
ESTs nenhuma similaridade foi encontrada, sugerindo que esse elemento ndo ¢ expresso.
Analises filogenéticas e estatisticas foram realizadas utilizando-se 87 contigs, onde seqiiéncias
nucleotidicas e de aminodcidos formaram grupos especificos nas arvores de similaridade,
indicando que o retrotransposon evoluiu diferentemente nos genomas das espécies parentais.
De acordo com o calculo do nimero de substituigdes sindnimas na seqiiéncia desse elemento,
observou-se que ele ¢ mais varidvel no genoma BB. J4 no genoma AA de 4. duranensis ele
parece ter sofrido modificagdes recentes, provavelmente decorridas da transposicdo desse
elemento ha cerca de 2-6 milhdes de anos, fato que ndo pode ser observado no genoma de A.
ipaénsis. O numero de copias calculado por genoma diploide nas trés espécies foi, em média,
800 em A. ipaénsis, 3 mil em A. duranensis e 5 mil em A. hypogaea. Esses resultados
mostram que o retrotransposon ¢ muito antigo e provavelmente fazia parte do genoma do

ancestral comum a diferentes grupos vegetais. Apds a diferenciacdo nas espécies parentais o



retrotransposon provavelmente multiplicou seu numero de cdpias no genoma AA e
permaneceu praticamente inalterado no genoma BB. Apesar de ser encontrado em regides

eucromaticas e de nao estar metilado ele se mantém inativo.

Palavras-chave: Arachis, Retrotransposon, Numero de copias, Substituicdes sindnimas.



Abstract

The cultivated peanut (Arachis hypogaea) is a crop of economic importance and it is
cultivated in several countries around the world. Yields in agriculture are reduced by biotic
and abiotic stresses to which most the wild species are resistant. With the aim of developing
more resistant plants, a strategy of crossing where wild species are the donors of resistance
genes to the cultivated peanut is used. The first step is to develop a linkage map to identify the
distances and positions of genes of interest for each species. The second step is the correction
of the number of chromosomes since the cultivated peanut is an allotetraploid (2n=4x=40)
with an AABB genome and the wild species are diploid (2n=2x=20) with AA or BB genomes.
However, problems of incompatibility during crosses are common. One possible cause for
incompatibility is the difference in the intergenic noncoding regions of different species. For
this and other reasons, the study of repetitive DNA is interesting. Among the repetitive
sequences, retrotransposable elements are found to be of major importance because they can
copy of themselves into new chromosome sites. In this work we reported the isolation and
characterization of an LTR retrotransposon from the cultivated peanut and its wild parental
genomes (4. duranensis and A. ipaénsis). The coding region of the reverse trancriptase gene
was amplified by PCR using specific primer combinations derived from genomic sequences
of the Arachis data base. No methylation was found using Southern blot but also no
significant homology to 20.000 ESTs sequences on the GenBank, suggesting that this element
is not expressed. Phylogenetic and statistical analyses were done with 87 contigs. Both the
nucleotide and aminoacid sequences formed specific groups indicating that the retroelement
evolved differently in the wild species genomes. According to the synonymous substitutions
content it was observed that the retrotransposon has accumulated more mutations in BB
genome than in the 4. duranensis genome, probably because of a recent amplification that
occurred about 2-6 myr ago. The copy number calculated per diploid genome for the three
species was aproximately: 800 for A. ipaénsis, 3.000 for A. duranensis and 5.000 for A.
hypogaea. These results show that the element is ancient and it was a part of the genome of a
species ancestral to many different groups of plants. After the differentiation between the two
parental species, this element probably multiplied its copy number in the AA genome and
remained almost silent in the BB genome. Although the element is dispersed in euchromatic
regions and does not present any methylation no sign of activity was found.

Keywords: Arachis, Retrotransposon, Copy number, Synonymous substitutions.



1. Introducao

1.01 O género Arachis

O amendoim (Arachis hypogaea L.) ¢ uma cultura de grande importancia agronomica
em todo o mundo, pois pode ser utilizado tanto como forragem para a alimentacdo do gado
quanto para o consumo humano, como fonte de proteinas e 6leo (Godoy et al., 1999). Desde a
época dos povos pré-colombianos esta leguminosa ja era cultivada, tendo se disseminado pela
América do Sul por meio das antigas rotas comerciais e, pelo restante do mundo, por meio das
grandes viagens de portugueses e espanhois (Stalker, 1997; Simpson et al., 2001). Hoje, o
amendoim ¢é cultivado em mais de 80 paises, na Asia, na Africa e nas Américas (Singh U e
Singh B, 1991 citado por: Moretzsohn et al., 2004), tornando-se a terceira leguminosa mais
cultivada no mundo (Duke, 1981 citado por: Seijo et al., 2004).

Acredita-se que o género Arachis tenha surgido primeiramente na regido
correspondente ao centro oeste brasileiro e nordeste paraguaio (Simpson et al., 2001).
Evidéncias geograficas, estudos de dispersao, testes de cruzabilidade e analises morfologicas
levam a divisdo do género em nove seg¢des taxondmicas, dentre elas a secdo Arachis, que
compreende o amendoim e outras 30 espécies silvestres que cruzam com A. hypogaea
(Krapovickas e Gregory, 1994; Valls e Simpson, 2005). Estudos similares evidenciaram que a
espécie A. hypogaea surgiu entre o norte da Argentina e o sul da Bolivia (Krapovickas e
Gregory, 1994).

A producdo nacional de amendoim estd muito aquém da sua capacidade. Segundo o
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), em 2005 a produ¢ao de amendoim em
casca no Brasil foi de aproximadamente 314906,00 toneladas, o que gerou uma renda de
quase 290 milhdes de reais. O estado com maior producgdo foi Sdo Paulo, com cerca de 70%
de toda a producdo nacional. Em comparagdo, a producdo de soja em grao durante o mesmo

periodo superou 50 milhdes de toneladas (Fonte: www.ibge.gov.br — ver referéncias).

Anadlises citogenéticas mostram que a se¢do Arachis apresenta 29 espécies diploides
(2n = 2x = 20) e duas espécies tetraploides (2n = 4x = 40), incluindo o proprio amendoim
(Krapovickas e Gregory, 1994; Stalker, 1997; Valls e Simpson, 2005). Além disso, existem
diferencas no tamanho, forma e arranjos dos cromossomos que permitem identificar trés
genomas distintos: A, B e D, sendo que o amendoim apresenta um caridétipo AABB (Stalker,

1991; Krapovickas e Gregory, 1994). Acredita-se que o genoma tetrapldoide do amendoim



tenha surgido a partir do cruzamento de duas espécies de genomas distintos AA e BB (4.
duranensis e A. ipaénsis, respectivamente) (Kochert et al., 1991;1996; Seijo et al., 2004) e
que o hibrido estéril tenha sofrido duplicagdo espontanea dos seus cromossomos, recuperando
assim sua fertilidade (Halward et al., 1991; Young et al., 1996).

Atualmente existem seis variedades descritas de amendoim, classificadas com base em
caracteristicas morfologicas e reprodutivas. Apesar dessa diversidade, a variabilidade genética
entre elas ¢ extremamente baixa (Kochert et al., 1991; Moretzsohn, 2006; Moretzsohn et al.,
2004; Stalker et al., 1995), tornando-a muito susceptivel a doencas causadas por fungos,
nematodides e virus assim como a fatores abioticos. Técnicas como AFLP, RAPD, RFLP e
SSR buscam constantemente encontrar marcadores polimorficos em A. hypogaea, mas
encontram dificuldades (Kochert ef al., 1996; Moretzsohn et al., 2004; Stalker, 1997).

Apesar dos empecilhos encontrados ao trabalhar-se com o amendoim cultivado, o
mesmo ndo acontece com os representantes silvestres e diploides da se¢do Arachis
(Krapovickas e Gregory, 1994). Muitas dessas espécies apresentam algum tipo de resisténcia
ou uma menor susceptibilidade a doengas em relacdo a 4. hypogaea, tornando interessante o
mapeamento dos genes responsaveis por essas caracteristicas com o intuito de transferi-los
para o amendoim cultivado. Um grande problema a ser enfrentado ¢ a diferenga de ploidia

entre as espécies, o que leva a necessidade de realizar cruzamentos complexos.

1.02 Anfidipléides

De acordo com Simpson (2001), existem trés formas principais de introgressdao de
genes de interesse para o amendoim cultivado. A primeira consiste no cruzamento de uma
espécie silvestre diploide (2n = 2x = 20) com A. hypogaea, gerando um hibrido tripléide (2n =
3x = 30) e estéril. Esse hibrido sofre tratamento com colchicina para duplicar o seu numero de
cromossomos (2n = 6x = 60), tornando-o fértil. Entdo retrocruzamentos com A. hypogaea sao
realizados até que a progénie tenha o numero de cromossomos reduzido para 40. Uma
dificuldade caracteristica desta técnica ¢ que ela funciona apenas com algumas espécies de
Arachis, enquanto que em outras tentativas de cruzamentos ha um indice de esterilidade muito
alto, com auséncia de florescimento e frutificagdo (Company et al., 1982 citado por: Favero,
2004). A segunda maneira seria o tratamento de duas espécies silvestres (uma de genoma AA
e outra de genoma BB) com colchicina gerando individuos tetrapléides. Estes sao cruzados
entre si € o hibrido ¢ entdo utilizado em retrocruzamentos com 4. hypogaea. Essa técnica ndo

tem se mostrado muito eficaz, pois apds o primeiro retrocruzamento obtém-se um indice de
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esterilidade altissimo. A terceira técnica consiste no cruzamento de duas espécies de genomas
diferentes AA e BB, gerando um hibrido AB estéril. Trata-se essa planta com colchicina para
duplicagdo de cromossomos e ela ¢ entdo cruzada com A. hypogaea para selecao de
caracteristicas desejaveis. Essa ¢ a técnica que tem fornecido melhores resultados, servindo
também como apoio para a hipdtese da origem do amendoim cultivado. Acredita-se que, com
a presenga dos genomas A e B, os eventos de pareamento de cromossomos durante a meiose
ocorram de uma maneira que seja a mais regular e mais estavel possivel (Favero, 2004), o que
favorece a introgressao de genes de interesse para a cultivar. Essa metodologia foi utilizada
para a producdo de duas cultivares, COAN (Simpson e Starr, 2001) e NEMATAN (Starr et
al., 2002; Simpson et al., 2003) resistentes a nematoides, sendo esses os Unicos exemplos de
introgressao de genes silvestres para o amendoim cultivado até agora conhecidos.
Anfidiploides sintéticos tém sido produzidos na Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia (em colaboragdo com Simpson) sendo que até agora dois cruzamentos, (4.
ipaénsis KG30076 x A. duranensis V14167) e (A. gregoryii V6389 x A. linearifolia V9401),
permitiram obter hibridos férteis com o amendoim (Favero et al., 2006). Esses anfidipléides
junto com o mapa genético oferecem a perspectiva de introgressdo controlada de genes

silvestres para o amendoim.

1.03 Sintenia

Para que esta técnica possa ser utilizada como uma das principais vias de transferéncia
de genes de interesse para o amendoim, € necessario o conhecimento de quais genomas
silvestres apresentam maior compatibilidade com o genoma AA e com o genoma BB de A.
hypogaea. Quando os genomas de duas espécies sdo comparados entre si, € possivel
determinar seqiiéncias extremamente conservadas dentro de um mesmo grupo de espécies e
até entre familias diferentes. Espécies que apresentam um alto grau de sintenia ou
colinearidade podem apresentar ndo somente uma grande similaridade na seqiiéncia génica
como também a mesma ordem de genes nos cromossomos (Bennetzen e Freeling, 2000),
mudando apenas as distancias entre eles (Figura 1). Como relatado em diversos trabalhos, a
utilizacao de seqiiéncias de genes de interesse agrondmico de espécies tais como Arabidopsis
thaliana e Lotus japonicus, que possuem genomas relativamente pequenos € que apresentam
alta similaridade com algumas leguminosas, tem suprido a dificuldade de seqlienciamento de

genomas maiores e guiado a transferéncia através de selecdo assistida por marcadores



moleculares (Grant et al., 2000; Schmidt, 2000; Ku et al., 2001; Armstead et al., 2004;
Stracke et al., 2004; Young et al., 2005; Young et al., 1996). Porém, em alguns casos, apesar
da compatibilidade génica os cruzamentos entre as espécies podem ser dificultados devido ao
pareamento cromossOmico irregular, causado por diferengas nos seus tamanhos ou pelas suas
composicdes diferenciadas nas regides nao-codantes indicando que, apesar de terem
conservado as fungdes de alguns genes, o restante do genoma pode ter passado por diferentes

pressoes seletivas.

>

[ |

J

T MO0 W

o mmme
w

ZE rAT @ wmo om
|
|
|
|
a

0 EEFRTID
wrxe T@Tm O

Q

2
i

\
L]
woOE B r

Current Cipinian in Plant Bialogy

Figura 1. Mapa demonstrativo dos diversos tipos de sintenia utilizando-se
diferentes marcadores moleculares (A-P). A esquerda, sintenia completa na
ordem e posi¢do dos cromossomos de espécies diferentes. Ao centro,
comparagio do mesmo mapa com cromossomos de varias outras espécies. A
direita, comparagao entre dois cromossomos de espécies tetraploides (1 e 2) com

o cromossomo da espécie diploide, (Schmidt, 2000).

1.04 Seqiiéncias repetitivas

O genoma das plantas, assim como dos demais eucariotos complexos, ¢ organizado de
uma forma em que se podem distinguir dois tipos padrdes de seqiiéncias de DNA: o DNA
nao-repetitivo € o repetitivo, isso pode ser mostrado a partir de ensaios de reassociagao
cinética das fitas de DNA (Flavell, 1974). E no DNA nfo repetitivo ou de baixo nimero de
cOpias que estard contida a mensagem para a sintese de determinada proteina, seja ela

estrutural, metabolica, sinalizadora ou de defesa. O restante do genoma ¢ denominado por



alguns de DNA “lixo” (Junk DNA), sendo formado quase que inteiramente por seqiiéncias
repetitivas geralmente sem funcdo conhecida (Lewin, 2004) e, durante muito tempo, foi
descartado dos estudos cientificos.

Familias de seqiiéncias repetitivas possuem diferentes padrdes de organizagdo dentro
do genoma e muitas vezes essa organiza¢do ¢ especifica para um determinado grupo de
espécies. Cada padrdo surge através dos resultados de diferencas nas respostas as pressdes
seletivas que podem levar a uma diferenciacdo na sua composicao nucleotidica como também
na sua freqiiéncia dentro do genoma. Vegetais com genomas pequenos possuem poucas
seqiiéncias repetitivas, que sdo normalmente encontradas em blocos. Espécies com genomas
maiores possuem uma ampla diversidade de seqiliéncias repetitivas que se encontram
espalhadas em diversos sitios dos cromossomos (Bennetzen, 2000).

Alguns tipos de repetigdes também podem apresentar seqiiéncias conservadas entre
espécies, muitas vezes essas seqiiéncias possuem uma fungdo conhecida e bem determinada.
E o caso de repeti¢des tais como DNA ribossémico (rDNA), que possui os genes 18S; 5.8S e
268, responsaveis pela sintese das fitas de RNA, que participam na formag¢do das subunidades
dos ribossomos. Essas seqiiéncias foram utilizadas por Seijo e colaboradores (2004) para
determinar as possiveis espécies que deram origem ao amendoim cultivado. Telomeros sdo
estruturas encontradas nos finais de cada fita de DNA e atuam na estabilizacdo da replicacdo e
protecdo dos cromossomos. Centromeros sdo repeticoes que mantiveram sua fungdo
extremamente conservada entre os mais variados grupos de plantas e animais, pois
apresentam participagdo na segregacao cromossomica durante a mitose e a meiose (Heslop-
Harrison, 2000).

Existem também seqiiéncias repetitivas em tandem, satélites e microssatélites que,
apesar de nao apresentarem uma fun¢do conhecida, podem exibir polimorfismos entre

espécies, 0 que € muito importante para o desenvolvimento de marcadores moleculares.

1.05 DNA movel

Dentre as seqiiéncias repetitivas com maior capacidade de afetar a estrutura e fungdo
do genoma estdo os elementos transponiveis ou elementos moveis. Esses elementos foram
encontrados em todos os organismos estudados até o0 momento e sdo importantes constituintes
do genoma vegetal. Apresentam diferentes composi¢des, tamanhos e padrdes de organizacao

nas mais variadas espécies (Kumar e Bennetzen, 1999). A principal caracteristica desse grupo



¢ a sua capacidade de se mover dentro do genoma, inserindo-se em novos sitios, proximos ou
até mesmo dentro de seqiiéncias génicas, o que pode causar mutacdes de inser¢do, alteracao
da estrutura e funcdo de genes, rearranjos cromossomicos, mudancas na regulagdo génica e
aumento exagerado do tamanho do genoma, podendo dessa forma servir como fonte de
diversidade (Deragon e Capy, 2000 citado por: Alix e Heslop-Harrison, 2004). Todo o aparato
utilizado para a sua transposicdo ¢ sintetizado na maioria das vezes pelo proprio elemento
(elementos autdbnomos), mas em alguns casos ele pode utilizar as enzimas sintetizadas por
outros elementos para realizar a sua movimentacdo (elementos nao-autonomos) (Wessler,
2006).

Existem duas classes principais de elementos transponiveis: Classe I composta pelos
Retrotransposons, elementos genéticos que se movem no interior de uma mesma célula via
um intermediario de mRNA, seguida de transcrigdo reversa e inser¢ao da copia de cDNA em
um novo sitio no genoma (Figura 2); classe II composta pelos Transposons, que sio
elementos que se movem no genoma através da excisdo de sua seqiiéncia de um sitio e
insercdo em um outro. No caso dos retrotransposons, estes apresentam uma importancia
predominante na formacao dos genomas, j4 que seu mecanismo de transposi¢do permite a
transcrigdo reversa de uma fita de mRNA em vérias cépias de cDNA, multiplicando
intensamente seu numero de copias e espalhando-se potencialmente, por todos os
Cromossomos.

Os retrotransposons podem ser divididos em dois grupos: LTR e Nao-LTR. O grupo
LTR ¢ subdividido nos tipos Tyl-Copia e Ty3-Gypsy, que se distinguem um do outro de
acordo com a sua similaridade na seqiiéncia e ordem em que os genes aparecem, sendo ambos
os tipos amplamente distribuidos no reino vegetal. Além disso, o tipo Ty3-Gypsy assemelha-
se muito com os retrovirus, pois apresenta parte de um gene parecido com o que codifica a
sintese das proteinas do envelope, que auxilia a sua transmissao para outras células (Wright e
Voytas, 2001; Marco e Marin, 2005). O grupo Nao-LTR divide-se nos tipos LINEs e SINEs
(Figura 3), também distribuidos por todo o reino vegetal, mas possuindo uma freqiiéncia
maior nos genomas de mamiferos (Kumar e Bennetzen, 1999; Hansen e Heslop-Harrison,
2004). De acordo com os modelos de cromossomo vegetal propostos (Figura 4), percebe-se
que a maior parte do genoma ¢é constituida por seqliéncias repetitivas, sendo que os
retrotransposons LTR podem constituir cerca de 50% (Schmidt e Heslop-Harrison, 1998;
Kumar e Bennetzen, 1999), enquanto os genes perfazem cerca de 5% de todo o genoma, fato

que torna importante o estudo desses elementos na composigao e funcao em cada organismo.
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Figura 2. Ciclo de vida hipotético do retrotransposon LTR. (a) transcri¢do da fita de mRNA. (b) tradugdo e
sintese de proteinas das regides do GAG e POL; POL inclui as proteinas AP (protease), RT (transcriptase
reversa), RNAseH e INT (integrase). (c¢) formagdo do dimero de RNA. (d) empacotamento do RNA e das
proteinas RT, RNAseH e INT e inicio da transcricdo reversa. (e) degradacdo da matrix de RNA e sintese da
segunda fita de cDNA. (f) término da fita dupla de cDNA e ligacdo de INT junto a seqiiéncia LTR. (g)
integracdo da dupla fita em um novo sitio do genoma do hospedeiro. A linha cinza mais espessa ilustra a

membrana nuclear. Adaptado: Sabot e Schulman, 2006.
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Figura 3. Diferentes grupos de retrotransposons LTR e Nao-LTR, mostrando suas seqiiéncias terminais e

dificadoras. Adaptado: Kumar e Bennetzen, 1999.
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Figura 4. Padroes de distribui¢do de seqiiéncias repetitivas ¢ de genes ao longo de um
cromossomo vegetal. Dependendo da espécie ¢ do tipo de retrotransposon a
distribuicdo muda consideralvemente. Adaptado: Schmidt e Heslop-Harrison, 1998 ¢

Kumar e Bennetzen, 1999.

1.06 Controle de atividade

Apesar da intensa participagdo na formacdo dos genomas de diversas espécies, 0s

retrotransposons, na maioria das vezes, encontram-se inativos. Isso se deve aos varios

mecanismos de regulacdo existentes, alguns deles realizados pelo hospedeiro e outros

realizados pelo préprio elemento (Grandbastien, 1998; Bennetzen, 2000). E de se imaginar
que caso sua transposi¢do ndo fosse controlada, a multiplicacdo do retrotransposon poderia
acarretar na morte celular, o que ndo ¢ interessante para a sobrevivéncia do hospedeiro nem

do retroelemento. Dessa forma, os organismos desenvolveram técnicas que, na maioria das
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vezes, permitem a presenga do elemento repetitivo, mas inativando-o. Um dos mecanismos
desenvolvidos pelo hospedeiro, principalmente em plantas, ¢ a metilacdo de suas seqiiéncias
de DNA, que normalmente ¢ utilizada para o controle da expressdo dos genes em geral. Cerca
de 80% das citosinas das regidoes CG e CNG do genoma encontram-se no estado metilado,
enquanto que pequenas regides ndo-metiladas estdo relacionadas com genes ativos (Hirochika
et al., 2000). Em muitos casos, a metilacdo da seqiiéncia do retroelemento resultard na sua
inativacdo, mas esse mecanismo nao ¢ necessariamente utilizado por todos os eucariotos, ja
que em Drosophila sp. € Saccharomyces cerevisiae ele nao ¢ observado (Dorer e Henikoff,
1994; Grunstein, 1998).

A preferéncia por sitios de inser¢do pode exercer um excelente controle de atividade.
Apesar de alguns grupos de retrotransposons possuirem locais preferenciais para a sua
insercdo, como centromeros e telomeros, muitos outros encontram-se em regides nao-génicas
ou de heterocromatina que, normalmente, ndo apresentam grande atividade (Kumar e
Bennetzen, 1999). Em outros casos, eles podem se inserir uns nos outros ou em introns,
evitando qualquer ativacao do sistema de protecdo do hospedeiro (Martienssen, 1998). Além
disso, qualquer forma de modificagdo na seqiiéncia dos elementos pode acarretar na sua
inativagdo. Elementos que perdem uma das seqiliéncias LTR ficam impedidos de se inserirem
em um novo local. H4 também aqueles que sofrem dele¢do total, sendo praticamente
eliminados do genoma (Vitte e Panaud, 2005).

Entretanto, devido ao seu mecanismo de replicagdao utilizando um intermediario de
RNA, o modo aparentemente mais simples de controlar sua atividade seria durante a
transcri¢do. Estudos realizados com tabaco mostraram que a quantidade de mRNAs oriundos
da transcri¢do dos elementos Ttol e Tosl7, ambos do tipo Tyl-copia, estd diretamente
relacionada com a sua taxa de transposicdo (Hirochika, 1993; Hirochika et al., 1996). Por
outro lado, em espécies de cevada, hé relatos de que alguns tipos de retrotransposons sao
intensamente transcritos em diversos tecidos, mas sua transposi¢ao ou o surgimento de novos
sitios de inser¢do ndo foram encontrados, sugerindo que além do controle transcricional
existam outras formas de regulagao da atividade desses elementos, tal como controle por
RNA interferente (Kumar e Bennetzen, 1999; Navarro-Quezada e Schoen, 2002). Acredita-se
que, durante o desenvolvimento embriondrio, os diferentes tecidos passem por controles de
expressdo génica distintos e, dessa forma, a atividade dos retroelementos também acabe
sofrendo regulagao durante a transcri¢ao, na traducao e na inserg¢ao.

Em condi¢oes adversas de estresses bidticos e abioticos tais como: infecgoes,

cruzamentos interespecificos e poliploidizagdo (Zhao et al., 1998; Liu e Wendel, 2000),
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salinidade, exposicdo a radiagdo, cultura de tecidos e fusdo de protoplastos, os
retrotransposons podem readquirir sua atividade, multiplicando-se no interior do genoma
(Wessler, 1996, Grandbastien, 1998). Acredita-se que os elementos “percebam’ uma situagao
de dificuldade que possa levar a morte do hospedeiro e dessa forma eles se multiplicam, na
esperanca de serem transmitidos para outros genomas, ou por cruzamentos ou por transmissao
horizontal, apesar de esta ultima ter sido pouco observada (Flavell, 1999; Diao et al., 2006).
Além disso, a multiplicagdo dos retrotransposons no genoma pode causar o surgimento de
novas caracteristicas desejaveis através de mutacdes génicas, o que pode auxiliar na

sobrevivéncia do retroelemento.

1.07 Diversidade e utilizacao

De acordo com a vasta diversidade e heterogeneidade de retrotransposons, acredita-se
que eles sejam muito antigos € que possivelmente estavam presentes em espécies ancestrais
de varios grupos de organismos. Essa caracteristica pode ser percebida através de analises
filogenéticas que agrupam seqiiéncias tais como a LTR, a da transcriptase reversa e da
integrase de acordo com o grau de parentesco entre as espécies (Kumekawa et al, 1999;
Langdon et al, 2000; Dixit et a/, 2006). Entretanto, em alguns casos fica dificil determinar a
historia evolutiva de uma espécie com base na distribui¢do de retroelementos, principalmente
se ela apresentar uma origem complexa como ¢ o caso da familia Brassicacea que possui
espécies diploides com genomas AA, BB e CC além de espécies tetrapldides com genomas
AACC, AABB e BBCC. Nesse caso, a filogenia pode diferir consideravelmente das relagoes
genéticas entre as espécies hospedeiras, obtidas por diferentes marcadores moleculares, como
AFLP, RAPD, RFLP e SSR (Alix e Heslop-Harrison, 2004).

O sucesso de colonizagao do DNA vegetal por esses elementos deve-se principalmente
ao fato de que as plantas, em geral, aceitam melhor os eventos de poliploidizagdo, o que
permite, além da multiplicacdo do genoma como um todo, a amplificacdo em larga escala dos
retrotransposons (Heslop-Harrison, 2000). Caracteristicas reprodutivas dos vegetais, tais
como formacao de 6gaos reprodutivos a partir de tecidos meristematicos também auxiliam a
distribui¢do desses elementos, pois permitem a transmissao de qualquer caracteristica genética
adquirida para as proximas geracdes (Kumar e Bennetzen, 1999). Além disso, as taxas de
reproducdao dos vegetais sdo muito altas, ja que varios graos de pdlen podem entrar em
contato com varias flores num mesmo ciclo reprodutivo. Nos vegetais, também h4 uma taxa

de cruzamentos interespecificos muito alta e essa mistura de genomas, apesar de em alguns
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casos gerar um descendente estéril, também leva a um estresse causado pela
incompatibilidade gendmica, o que pode levar a ativacdo dos retrotransposons. Associada a
esses fatores, a alta taxa de erro de correcdo da enzima RNA polimerase em regides
repetitivas e da enzima transcriptase reversa, facilitam o surgimento de mutagdes nas
seqiiéncias dos retroelementos, o que permite que eles se diferenciem rapidamente
(Bennetzen, 2000).

Devido a essa diversidade, o padrao polimérfico gerado pelos retrotransposons pode
ser utilizado para o desenvolvimento de novos marcadores moleculares. Técnicas
recentemente desenvolvidas vém sendo utilizadas para o desenvolvimento dos marcadores
baseados em retrotransposons (Kumar e Bennetzen, 1999). Uma dessas técnicas, o SSAP ¢
uma variagdo do AFLP, com a diferenca de usar iniciadores especificos para a seqiiéncia
LTR, permitindo a analise de polimorfismo e o mapeamento genético (Rodriguez et al.,
2006). Uma outra técnica (RBIP) permite detectar novos sitios de insercdo, a partir do uso de
iniciadores especificos para esses elementos que amplificam a regido flanqueadora do DNA
genomico do hospedeiro (Kumar e Bennetzen, 1999). Técnicas como IRAP ¢ REMAP
surgiram visando o uso de uma metodologia diferente das técnicas anteriores. Ao invés de
utilizar enzimas de restricdo, que muitas vezes sdo sensiveis e ndo cortam o DNA, essas
técnicas utilizam iniciadores que amplificam regides entre retrotransposons (IRAP) e entre
retrotransposons e microssatélites (REMAP), gerando um alto padrdo polimérfico de
fragmentos de DNA (Kalendar et al., 1999).

Além do uso como marcadores moleculares, os retrotransposons também podem ser
utilizados para o estudo de expressao génica e de mutagdo, ja que, quando se inserem
proximos ou dentro de uma seqiiéncia génica, eles podem alterar por completo a funcdo do
gene (Watson, 1992; Kumar e Bennetzen, 1999). Acredita-se também que alguns grupos de
retrotransposons possam ser infecciosos, ja que apresentam seqiiéncias similares as do gene
do envelope. Caso isso seja confirmado, esses elementos podem ser utilizados como vetores

para transformagdo de diferentes organismos (Wright & Voytas, 2001).

1.08 Caracterizaciao do retroelemento

Com o advento de novas metodologias, ferramentas de bioinformética e com o
crescente nimero de seqiiéncias depositadas em bancos de dados de acesso publico, esta

sendo possivel reavaliar a composi¢do gendmica de diversas espécies e caracterizar novas
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familias de retrotransposons. Os elementos LTR melhor caracterizados sdo os do grupo Tyl-
Copia. Até o presente momento esses elementos estdo sendo estudados com maior rigor em
D. melanogaster, Saccharomyces sp € em espécies vegetais que ja possuem seu genoma
totalmente sequenciado como Arabidopsis thaliana e Oryza sativa. Pouco se sabe a respeito
desses elementos em outras espécies. Na familia das leguminosas, as seqiiéncias repetitivas
melhor caracterizadas sdo as da soja (Glycine max) e da ervilha (Pisum sativum), ainda que
em um indice muito inferior ao grupo das gramineas e de algumas brassicaceas (Vitte e
Panaud, 2005). No caso do amendoim, nao ha relatos conhecidos ou de grande importancia a
respeito de retrotransposons. As seqiiéncias repetitivas encontradas no GenBank sdo oriundas,
basicamente, de trabalhos de seqiienciamento de ESTs, RGAs ou de microssatélites. Os
maiores esforgos dos grupos que trabalham com biologia molecular em Arachis estao
concentrados na caracterizagdo de proteinas alergénicas e na constru¢do de mapas genéticos
para espécies silvestres e para o amendoim cultivado, visando possibilitar o direcionamento
dos programas de melhoramento genético da cultura. Até agora as técnicas mais utilizadas
para a construcao desses mapas foram AFLP, RAPD, RFLP e SSR, buscando principalmente
a identificagdo de marcadores que estejam ligados a genes de resisténcia a doengas e a
estresses abidticos (José, 2006). Os retrotransposons que venham a ser obtidos por esses
grupos normalmente serdo considerados como restos de seqiienciamento e serdao
possivelmente descartados.

Recentemente foram construidas duas bibliotecas BAC para as espécies A. duranensis
e A. ipaénsis (Proite et al., 2006). Espera-se que com essas bibliotecas o seqiienciamento dos
genomas seja facilitado, assim como a identificagdo de genes e de elementos repetitivos de
interesse, além de possibilitar a ligagdo do mapa genético com o mapa fisico. Dessa maneira,
a saturagdo do mapa genético de espécies silvestres e do amendoim poderd facilitar a
identificacdo de genomas mais compativeis, indicando ao melhorista quais as melhores
espécies a serem utilizadas para a sintese dos anfidiploides e acelerar o processo de
melhoramento da cultura através de cruzamentos interespecificos, a partir da identificagcdo de

marcadores ligados a genes que controlem caracteristicas importantes agronomicamente.
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2. Hipotese

De acordo com as caracteristicas citadas e com base em resultados previamente
obtidos (discutidos no trabalho), imaginou-se duas situagdes hipotéticas as quais serdo
testadas neste trabalho. A primeira delas infere que a espécie ancestral de 4. duranensis e A.
ipaénsis apresentava um alto nimero de copias do retrotransposon isolado neste trabalho e
que este nimero foi mantido no genoma AA e reduzido no genoma BB, muito antes da
origem do amendoim cultivado. A segunda hipdtese ¢ a de que esse ancestral possuia um
baixo numero de copias que entdo foi multiplicado no genoma AA e praticamente inalterado
no genoma BB, também em uma €época muito anterior ao aparecimento de 4. hypogaea

(Figura 5).

Espécie ancestral

A. duranensis‘ Q A. ipaénsis

\/.

D A. hypogaea

Espécie ancestral

A. duranensis. O A. ipaénsis

\/,

D A. hypogaea

Figura 5. Tlustragdo dos dois modelos hipotéticos a serem testados neste trabalho.
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3. Objetivos

3.01 Objetivos gerais

Tendo em vista a baixa informagdo a respeito da caracterizagdo de elementos
repetitivos e sua contribuicdo na formagao dos genomas de diversas espécies de Arachis, o
objetivo geral deste trabalho foi o isolamento e a caracterizagdo de um retrotransposon-LTR,
a partir de espécies de genoma AA e BB, visando o conhecimento da organiza¢do desse
elemento e entender seu processo evolutivo nos genomas das espécies que melhor se

relacionam com o amendoim cultivado.

3.02 Objetivos especificos

e [solar elementos repetitivos através de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizando-
se iniciadores especificos e ligagao em plasmidio.

e (aracterizar esses elementos quanto a sua seqiiéncia nucleotidica e de aminoacidos.

e Determinar o nimero de copias desses elementos nos genomas de A. hypogaea (AABB),
A. duranensis (AA) e A. ipaénsis (BB).

e Estudar a metilagdo dos elementos isolados dos genomas das trés espécies de Arachis
através de Southern blot.

e Analisar as distancias genéticas entre as seqii€éncias assim como o numero de substitui¢des
sindnimas e nao-sindnimas.

e Agrupar filogeneticamente essas seqiiéncias entre si, comparando com as seqiiéncias de
outros grupos vegetais, ¢ entender a evolucdo desses elementos repetitivos nos trés
genomas.

e Verificar qual modelo hipotético (item 2) explica melhor os resultados obtidos.
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4. Material e Métodos

4.01 Material Vegetal

O DNA genomico utilizado foi adquirido de plantas mantidas em casas de vegetagao
na EMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia. Foram extraidos DNA das espécies: A.
hypogaea (tetraploide AABB — variedade Tatu), A. ipaénsis, acesso KG30076 (diploéide BB) e
A. duranensis, acesso V14167 (diploide AA). Folhas jovens recém-surgidas e antes da
expansao foliar foram escolhidas, para reduzir a extragdo de compostos fenolicos,
polissacarideos e proteinas presentes nas folhas adultas. Um protocolo de extragdo de DNA
baseado em CTAB, publicado por Grattapaglia e Sederoff (1994) foi modificado para o uso
em Arachis sp, no qual um novo passo de precipitagdo com 1,2M de NaCl foi adicionado: 200
mg de tecido vegetal foram macerados em cadinho com o auxilio de Nitrogénio liquido e
adi¢do de 700puL de CTAB (2x) e 2-mercaptoetanol (2 uL/mL de CTAB) em cada tubo de
microcentrifuga de 2 mL. As amostras foram incubadas a 65°C por 60 minutos e agitadas
levemente a cada 10 minutos. Apds esse periodo, foram adicionados 700ul de
cloroférmio/alcool-isoamilico (24:1) para cada amostra e misturou-se at¢ formar uma
emulsdo. As amostras foram centrifugadas a 14000 rpm por 5 minutos. A fase aquosa foi
transferida para dois tubos novos de 1,5 mL. Foram adicionados 600uL de tampiao CTAB
(1x), agitou-se lentamente e centrifugou-se a 14000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi
descartado cuidadosamente ¢ o DNA dos dois tubos foi ressuspenso em 300uL de NaCl
(1,2M) até ser dissolvido completamente. Em seguida, 600uL de etanol absoluto gelado foram
adicionados e o DNA precipitado em freezer por uma hora. As amostras foram centrifugadas
a 14000 rpm por 5 minutos e descartou-se o sobrenadante. O precipitado de cada tubo foi
lavado duas vezes com 500pL de etanol 70%. Os precipitados foram secos e ressuspensos em
100uL de agua Milli-Q estéril com 0,0lmg/mL de RNAse-A. As amostras foram
quantificadas em gel de agarose 1% usando um marcador de massa (High Mass Ladder —

Invitrogen).
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4.02 Desenho de iniciadores

Alguns clones obtidos através de seqiienciamento de clones de bibliotecas gendmicas
de trabalhos anteriores, foram utilizados em Dot blot e hibridizados com DNA genomico de
A. duranensis e A. ipaénsis. Os clones que apresentaram um forte sinal de hibridizagdo foram
selecionados e comparados com outras seqiiéncias do GenBank. Varios desses clones
apresentaram certa similaridade com retrotransposons e as seqiiéncias foram incluidas em um
banco de dados de Arachis, no qual foi feito o alinhamento com todas elas para aumentar a
seqiiéncia conhecida desses elementos. A seqiliéncia obtida foi submetida a comparagdo a
enzima transcriptase reversa através de BLASTx (Altschul et al., 1990). Utilizando o
programa Staden Package (Staden et al., 1998), trés pares de iniciadores foram desenhados
para a amplificacdo da seqiiéncia completa da enzima transcriptase reversa (RT) dos genomas
das espécies 4. hypogaea, A. ipaénsis e A. duranensis. Quando se tornou necessario, novo

iniciador foi desenhado para completar a seqiiéncia interna do inserto (Tabela 1).

Tabela 1. Denominacdo e seqiiéncia dos iniciadores especificos desenhados para amplificagdo do gene

codificador da enzima transcriptase reversa em Arachis sp.

Nome Sequéncia
Rep-RT-F1 5-AAGGACACACAAGACAGCTC-3’
Rep-RT-F2 5-GTACGCACAAGATCCTATTG-3
Rep-RT-F3 5-CTAAATCCAGCCATGAAGG-3
Rep-RT-R1 5-GTCAGCTACAAGGAGATTGC-3
Rep-RT-R2 5-GGAGATGATAGGTGCAGAAG-3’
Rep-RT-R3 5-TCACACATCAGTTCAAATGG-3’

Athila-internal-1 5-GGATCATTTTCCTTTACCA-3’

4.03 Reacao em cadeia da polimerase

De acordo com Wright e Voytas (2001), foi realizada uma reacdo em cadeia da
polimerase para amplificacdo da seqiiéncia da enzima transcriptase reversa, onde 100ng de
DNA gendémico de A. hypogaea, A. ipaénsis € A. duranensis foram adicionados a reagdo
contendo: 3uM de cada iniciador; 8mM de dNTPs; 125mM de MgCly; 2,5U de Tag DNA
polimerase (Invitrogen); 10% de tampao de PCR em um volume final de 20pL de reacdo. O
programa utilizado continha: desnaturagdo inicial a 92°C por 5 minutos, 30 ciclos de (92°C
por 20 segundos, 50°C por 30 segundos ¢ 72°C por 90 segundos) e extensao final a 72°C por 5

minutos. Visando obter uma maior variabilidade de seqiiéncias amplificadas e garantir que
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pelo menos um par de iniciadores iria amplificar a seqiiéncia desejada, os trés pares de
iniciadores foram utilizados a0 mesmo tempo na mesma reagao.

Para amplificagdo de insertos em plasmidios foi utilizado o seguinte protocolo: 0,2ng
de DNA; 7,5uM de cada iniciador universal (T7 e SP6); 4mM de dNTPs; 37,5mM de MgCl,;
2,5U de Tag DNA polimerase, 10% de tampdao de PCR em volume final de 25 pL. O
programa utilizado continha: Desnaturacdo inicial a 94°C por 5 minutos, extensdo final a
72°C por 5 minutos, 34 ciclos de (94°C por 30 segundos, 55°C por 50 segundos e 72°C por 1

minuto e 30 segundos).

4.04 Ligacao e Transformacao

A ligacao dos produtos de PCR foi realizada em pGEM-T Easy (Promega), de acordo
com o protocolo da empresa: 50ng de vetor, 3U de enzima T4 DNA ligase, 10% tampao de
ligagdo e a quantidade de inserto variando de acordo com o seu peso molecular num volume
final de 10uL. A reacdo foi realizada a 4°C por aproximadamente 16 horas.

As amostras foram diluidas entre 10-20 vezes e 1uL foi utilizado para transformagao
de células de Escherichia coli por eletroporagdo da seguinte forma: adicionar
aproximadamente 10ng de produto de ligacdo a 40uL de células competentes (XL1-Blue),
incubar em gelo por 1 minuto, transferir para cuvetas, submeter ao eletroporador (resisténcia
de 200 Ohms, capacitancia de 25 uFD e 1,8 Kvolts), acrescentar ImL de meio LB liquido,
incubar por 1 hora a 37°C. Foram plaqueados 100uL em meio LB so6lido contendo ampicilina
(100mg/mL), IPTG (100nM) e X-GAL (50ng/mL) seguido de incubagdo a 37°C por 16 horas.
As colonias recombinantes foram selecionadas e amplificadas em meio LB liquido contendo

ampicilina (100mg/mL) e com agitagao a 37°C.

4.05 Preparaciao de DNA plasmidial

Para extracao de DNA plasmidial foi utilizado o protocolo de lise alcalina publicado
por Ahn et al., 2000. 1) Baixar as células por centrifugacao a 11.000g por 1 minuto, descartar
o sobrenadante e ressuspender o precipitado em 100uL de tampdo de ressuspensdo (50mM
Tris-HCI; pH= 8; 10mM EDTA; 20ug de RNAse A). 2) Adicionar 100pL de tampao de lise
(200mM NaOH; 1% SDS). 3) Misturar delicadamente a temperatura ambiente. 4) Adicionar
120uL de tampao de neutralizagdo (3M acetato de potassio, pH= 5,5). 5) Misturar por 3

minutos a temperatura ambiente. 6) Remover os residuos de células por centrifugacdo a

21



11.000g por 1 minuto e transferir o sobrenadante para novo tubo. 7) Adicionar 200uL de
isopropanol para precipitar o plasmidio. 8) Misturar por 1 minuto a temperatura ambiente.
Centrifugar a 11.000g por 1 minuto e descartar o sobrenadante. 9) Lavar o precipitado com
etanol 70% gelado, secar o precipitado e ressuspender em 100uL de agua Milli-Q estéril.
Ap6s a extracdo do DNA plasmidial, a presenga do inserto foi detectada a partir de digestao
com a enzima de restricdo EcoRI e separagdo dos fragmentos por eletroforese em gel de

agarose 1%, junto com marcador de peso molecular 1Kb DNA ladder (Invitrogen).

4.06 Seqiienciamento e analise de seqiiéncias

Para o seqiienciamento das amostras foi utilizado o Kit DYEnamic ET Terminator
(Amersham, Biosciences). Cerca de 500ng de DNA foram adicionados a solugdo contendo
3uM de iniciadores para ambos os sentidos, 2L de premix para um volume final de 10uL. O
seqiienciamento foi realizado utilizando um seqiienciador automatico ABI377 (Applied
Biosystems).

As seqiliéncias obtidas foram processadas utilizando-se o programa Staden Package. A
ferramenta pregap permitiu o tratamento inicial das seqiiéncias, removendo as seqiiéncias dos
vetores, além de se fazer o teste de qualidade de cada base nucleotidica através de PHRED
(Ewung et al., 1998). Utilizando o programa gap4, foi possivel alinhar as fitas que foram
seqilienciadas em ambos os sentidos, permitindo construir varios contigs -um para cada clone
obtido na ligagdo- e também corrigir a orientacao de cada um para uso em novos ensaios.

Apbs o processamento, as seqiiéncias foram submetidas ao programa BLASTn e
BLASTx (Altschul et al., 1997) contra os dados totais do GenBank, visando a analise de
similaridade com seqiliéncias de retrotransposons ja publicadas. Além disso, foi feita a
traducdo das seqiiéncias de DNA utilizando-se a ferramenta “Translate — TTEMBL” no site

www.expasy.ch/tools/dna.html. A seqiiéncia protéica foi entdo submetida a andlise pelo

programa BLASTp para a detec¢do de possiveis regides conservadas.

4.07 Alinhamento e analise filogenética

As seqiiencias de DNA e de aminodcidos dos contigs obtidos foram utilizadas para
alinhamento multiplo utilizando-se o programa ClustalX (Chenna et al., 2003). As correcdes
manuais necessarias, tais como remog¢ao de terminais de seqiiéncias nao-alinhados, foram

feitas utilizando-se o programa Jalview (Clamp et al., 2004 - www.jalview.org). Os dados
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obtidos foram utilizados para a constru¢do de arvores filogenéticas através do programa
Mega, versdao 3.1 (Kumar et al., 2004). A distancia evolutiva das seqiiéncias de DNA foi
calculada pelo método de correg¢ao de dois parametros de Kimura (Kimura, 1980). As relacdes
filogenéticas foram determinadas pelo método de neighbor joining e a reprodutibilidade de
cada ramo calculada através de bootstrap. A distancia das seqiiéncias protéicas foi calculada
pelo método p distance (Nei e Kumar, 2000), sendo que as relagdes filogenéticas assim como
a confianca de cada ramo foram determinadas da mesma forma. Também foram construidas
arvores filogenéticas junto com as seqiiéncias protéicas utilizadas por Wright e Voytas (2001),
visando um estudo evolutivo da seqiiéncia do retrotransposon em diferentes grupos vegetais.
As distancias, assim como as taxas de substituicdes sindnimas e ndo-sindnimas, foram

calculadas utilizando-se o programa Mega 3.1.

4.08 Analise do nimero de copias

O calculo do niimero de cdpias dos retrotransposons nos genomas das espécies A.
hypogaea, A. ipaénsis e A. duranensis foi feito através de Dot blot, no qual dilui¢des em série
de DNA genomico e do plasmidio contendo um inserto com a seqiiéncia completa da enzima
transcriptase reversa foram plotadas em membrana Hybond-N' (Amersham, Pharmacia
Biotech) e fixadas sob luz ultravioleta. As dilui¢des foram feitas calculando-se a quantidade
de inserto em pg para cada 500ng de DNA genomico das trés espécies estudadas (Pearce et
al., 1996; Nouzova et al., 1999). Assim, sabendo-se que 1pg de DNA equivale a 965 Mpb,
que o plasmidio pGEM-T Easy e o inserto possuem, respectivamente, 3015pb e 1100pb e a
quantidade de DNA no genoma das trés espécies: A. hypogaea (2C = 5,93pg), A. duranensis
(2C = 2,61pg) e A. ipaénsis (2C = 2,8pg) (Temsch e Greilhuber, 2000 e 2001), foi possivel
determinar o peso molecular, em pg, de uma copia do plasmidio contendo uma tnica copia do
inserto. Dessa maneira, foram escolhidas dilui¢cdes variando entre 10 a 100.000 copias para o
plasmidio e de 0,32ng a 500ng de DNA genomico. A sonda ndo-radioativa foi construida
utilizando-se o kit DIG DNA Labeling and Detection (Roche), de acordo com o protocolo do
fabricante. Cerca de 3ug de DNA foram adicionados em agua Milli-Q estéril num volume
final de 15uL e, em seguida, desnaturados a 95°C por 10 minutos e rapidamente colocados em
gelo. Adicionaram-se 2pL. da mistura de hexanucleotideos (10X), 2uL. de dNTPs marcados e
1uL de enzima, incubando-se a 37°C por aproximadamente 16 horas. A reacdo foi terminada

através de aquecimento a 65°C por 10 minutos. A eficiéncia da marcacao foi determinada
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aplicando-se dilui¢des de DNA controle ¢ da sonda desejada em membrana Hybond-N" e
comparando-se os sinais obtidos na detec¢do imunologica.

As amostras de DNA foram aplicadas na membrana manualmente, o volume maximo
para cada aplicacdo foi de 1uL. Pela dificuldade de pipetar amostras muito concentradas
decidiu-se utilizar DNAs com, no maximo, 200ng/uL e esperar que eles secassem na
membrana, repetindo-se a aplicacdo de 1pL no mesmo ponto até alcangar a concentragdo
desejada. As amostras de DNA gendmico foram aplicadas na membrana junto com dilui¢des
do clone Ah-Athila-9, que contém o inserto com o gene de RT. Todas as amostras foram
aplicadas em duplicata nas membranas, tanto o controle como o DNA gendmico. As
concentragdes necessarias para o experimento foram calculadas de acordo com a quantidade
de DNA para o genoma diploide de cada espécie como pode ser visto na Tabela 2.

A membrana do Dot blot contendo as dilui¢des para analise do nimero de copias foi
entdo colocada em saco plastico vedado contendo solug¢do de pré-hibridizagao a 42°C com
agitacdo constante por aproximadamente 5 horas. Removeu-se essa solugdo e adicionou-se a
solucdo de hibridizagdo contendo a sonda marcada e desnaturada. O saco pléstico foi
novamente vedado e incubado (submerso) em banho-maria a 42°C por aproximadamente 16
horas. Apo6s a hibridizacdo, a membrana foi tratada da seguinte maneira: duas lavagens de 15
minutos com agitacdo constante em solugdo de lavagem I a temperatura ambiente, duas
lavagens de 15 minutos com agitagdo constante em solugdo de lavagem II a 68°C. A
estringéncia utilizada em cada lavagem permitiu a remog¢ao de fragmentos com menos de 90%
de similaridade. Apo6s as lavagens estringentes, os proximos passos sao realizados a
temperatura ambiente. Lavagem em solugdo de 4cido maléico por 5 minutos. Incubagdo em
solugdo de bloqueio com agitagdo constante por 1 hora. Incubagdo em solu¢do com anticorpo
por uma hora. Trés lavagens de 15 minutos em solugcdo de acido maléico + tween 20.
Incubacao em solu¢ao de detec¢do por 5 minutos. Transferéncia da membrana para saco
plastico e adicionar substrato, com incubagdo por 5 minutos. Transferéncia da membrana para
filme de PVC e incubacdo por 15 minutos a 37°C. Sensibilizagdo de filme radiografico
(Kodak-Bio). Os protocolos das solugdes podem ser vistos no ANEXO I — solugdes utilizadas
no Dot blot.

O Filme radiografico foi digitalizado e foi feita a andlise da imagem a partir de
comparagdo direta do tamanho e intensidade do sinal gerado para a diluicio do DNA
genomico com a dilui¢ao controle através do programa MultiGauge (FUJIFILM). Os sinais de
hibridiza¢ao geraram uma tabela com dados numéricos que foram utilizados para a construgao

de graficos de regressao linear na planilha Excel, permitindo desta forma obter confiabilidade
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nos resultados e, a partir da formula obtida, calcular o valor do nimero de copias do elemento
nos trés genomas. Os valores que ndo se encaixaram ou que destoaram demais o célculo do
numero de copias foram descartados da analise. As curvas foram construidas buscando-se o
melhor coeficiente de correlacio (R”) que indica qudo significativos sdo os dados de

dispersao.
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Tabela 2. Quantidade utilizada de DNA e numero de copias esperado do plasmidio contendo o clone Ah-Athila-9 para o

genoma das trés espécies de Arachis.

Clone Ah-Athila-9 - A. hypogaea

Clone Ah-Athila-9 - A. duranensis

Clone Ah-Athila-9 - A. ipaénsis

Quantidade de DNA n°de cépias Quantidade de DNA  n°de copias Quantidade de DNA n° de copias
0,718pg 1 1,632pg 1 1,52pg 1
7,18pg 10 16,32pg 10 15,2pg 10
71,8pg 100 163,2pg 100 152pg 100
0,359ng 500 0,816ng 500 0,760ng 500
0,718ng 1000 1,632ng 1000 1,52ng 1000
3,59ng 5000 8,16ng 5000 7,6ng 5000
7,18ng 10000 16,32ng 10000 15,2ng 10000
35,9ng 50000 81,6ng 50000 76ng 50000
71,8ng 100000 163,2ng 100000 152ng 100000
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4.09 Analise de Metila¢ao

A analise de metilagao foi realizada utilizando-se a técnica de Southern blot (Southern,
1975). Cerca de Sug de DNA genomico de A. duranensis, A. ipaénsis € de A. hypogaea foram
digeridos com 50 unidades da enzima de restricdo Mbol e de seu esteroisdmero Sau3Al em
um volume final de 150uL. Essas enzimas reconhecem o sitio GATC, mas Sau3Al ¢ sensivel
a metilacdo na citosina dos sitios CG e CNG. As amostras foram precipitadas com 10% de
acetato de sodio 3M e 2 volumes de etanol absoluto gelado em freezer por aproximadamente
16 horas. Foi feita a centrifugacdo a 14.000rpm por 5 minutos. Descartou-se o sobrenadante e
foram feitas duas lavagens com etanol 70%, centrifugando-se a 14.000rpm por 5 minutos. O
precipitado foi seco e ressuspenso em 20ulL de dgua Milli-Q a 65°C por 15 minutos. As
amostras foram separadas em gel de agarose 1% a 20V por aproximadamente 16 horas. Apos
a separagdo dos fragmentos, o gel foi tratado da seguinte maneira: 1) Adicionar solucdo de
depurinacdo por 15 minutos com agitacdo leve constante. 2) Lavar com agua destilada e
adicionar solucao de desnaturagao por 30 minutos com agitacdo. 3) Lavar novamente em agua
destilada e adicionar solugdo de neutralizagdo por 30 minutos com agitacao. 4) Transferir os
fragmentos para membrana Hybond-N" por capilaridade em SSC 20X por aproximadamente
24 horas.

Para a pré-hibridizacdo, a membrana foi colocada em garrafa de vidro contendo
solucdo de pré-hibridizagdo a 65°C com agitacao lenta por aproximadamente 5 horas. A sonda
foi amplificada por PCR do clone Ah-Athila-9 (um plasmidio contendo o gene da RT) e cerca
de 50ng utilizados para marcagdo utilizando-se o Kit Ready-to-Go d-CTP (Amersham,
Pharmacia) juntamente com 5 pL de **P. A sonda foi incubada por 30 minutos a 37°C em
banho-maria e entdo adicionada a garrafa contendo a membrana com a solugdo de pré-
hibridizag¢ao. A hibridiza¢ao ocorreu a 65°C por 24 horas. Apos a hibridizacao, as membranas
foram lavadas da seguinte maneira: uma lavagem com solugdo I a 65°C por 15 minutos, duas
lavagens com solugdo II por 15 minutos cada, a temperatura ambiente. A membrana foi seca e
colocada para sensibilizar filme radiografico (Kodak-Bio). O filme foi revelado da seguinte
maneira: 2-5 minutos em revelador 1X (Dektol — Kodak), 1 minuto em dgua e 3 minutos em

fixador 1X (Kodak). Ver solu¢des no ANEXO I — solugdes utilizadas no Southern blot.
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4.10 Extensao da seqiiéncia

Para obter mais informagao sobre a seqiiéncia do retrotransposon, foram realizados
experimentos utilizando o Kit Genome Walker (Clontech Laboratories, Inc.). Foram digeridos
1,5ug de DNA gendémico de 4. hypogaea com as enzimas de restrigdo Pvull e Dral. Para a
ligacdo do adaptador aos fragmentos de DNA, foram utilizados: 4uL da digestdo total, 25uM
de adaptador, 10% de tampao e 0,5U de enzima T4 DNA ligase em um volume final de 8uL.
A reacdo aconteceu a 16°C por 16 horas. Apos ligacdo do adaptador aos terminais dos sitios
de restricdo, foi realizada uma reagdo de PCR utilizando-se iniciadores que amplificam-na
para fora da seqiiéncia da enzima transcriptase reversa e iniciadores complementares aos
adaptadores da seguinte maneira: 3uM de iniciador especifico; 2uM de iniciador adaptador;
10% de tampao; 0,6pL de reag¢do de ligacdo; 2mM de dANTP; 75mM de MgCl,, 1,5U de Tagq
polimerase em volume final de 15pL. O programa utilizado consistia de: 94°C por 15
segundos; 6 ciclos de 94°C por 2 segundos e 72°C por 3 minutos e 35 ciclos de 94°C por 2
segundos; 67°C por 3 minutos; € mais 4 minutos a 67°C ao final da reac¢do. Os iniciadores

utilizados e as reacdes feitas estao listados na Tabela 3.

Tabela 3. Combinagao de iniciadores para extensdo do retroelemento de amostras de
DNA gendémico de A. hypogaea, digeridas com as enzimas Dral e Pvull e os

iniciadores desenhados para a seqiiéncia de RT.

Enzimas
Dral Pwull
Adapter | x Rep-B1-OUT-L Adapter | x Rep-B1-OUT-L
Adapter | x Rep-B1-OUT-R Adapter | x Rep-B1-OUT-R

Iniciadores

4.11 Identificacao de clones em biblioteca BAC

De duas bibliotecas BAC, contendo cada uma cerca de 70 mil clones representativos
de todo o genoma de A. duranensis e de A. ipaénsis, foram escolhidos 192 clones (96 de cada
biblioteca) para uma varredura inicial para identificar a presenca de retrotransposons contendo
a mesma seqiiéncia que codifica a enzima RT utilizada nos experimentos anteriores. O
protocolo para o crescimento dos clones e extracdio do DNA foi de acordo com Heslop-

Harrison (www.molcyt.com): 10uL de células em estoque foram incubadas em SmL de meio

28



LB contendo cloranfenicol (12,5mg/mL) a 37°C com agitacdo rapida por até 24 horas.
Centrifugou-se a 1500g por 10 minutos, descartando-se o sobrenadante em seguida.
Adicionou-se 100uL de tampao de ressuspensdo, misturou-se gentilmente, seguindo de
incubacgdo em gelo por 5 minutos. Foram adicionados 400uL de tampao de lise, misturando-se
gentilmente e incubando-se em gelo por 5 minutos. Adicionaram-se 300uL de tampao de
neutralizagdo e incubou-se em gelo por 15 minutos. Centrifugou-se a 2800g por 15 minutos e
transferiu-se o sobrenadante para tubo de microcentrifuga. Adicionaram-se 450ulL de
1sopropanol e centrifugou-se a 12000g por 5 minutos. Descartou-se o sobrenadante e lavou-se
o precipitado em etanol 70%, centrifugando-se em seguida a 12000g por 2 minutos. O
precipitado foi seco ao ar e entdo ressuspenso em 40uL de agua Milli-Q estéril. As amostras
foram entdo tratadas com 20pg de RNAseA a 37°C por 30 minutos. As condigdes de reagdo
da PCR foram as mesmas utilizadas para a amplificacdo do gene de RT do DNA gendmico

das trés espécies (pg. 20).
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5. Resultados

5.01 Extracdo de DNA vegetal

A extracao do DNA genomico realizada de acordo com o protocolo modificado de
Grattapaglia e Sederoff (1994) permitiu isolar grandes quantidades de DNA, em média 15ug
por extragdo. Porém, mesmo com as modificacdes citadas, a qualidade dos DNAs extraidos
algumas vezes nao permitiam a sua utilizacao, pois eles apresentavam grandes quantidades de
compostos fenolicos e polissacarideos, principalmente para as extragdes realizadas nos meses
frios do ano. Existem protocolos especificos para a extracdo de DNA gendmico de amendoim
de otima qualidade (Sharma et al., 2000), mas os custos para cada extracdo seriam altos.
Portanto, a melhor estratégia adotada foi a de extrair material genético de folhas jovens ainda
nao expandidas, principalmente durante os meses mais quentes e conservar folhas colhidas
nesta época do ano em freezer -80°C para utilizacdo ao longo do trabalho. Além disso, os
cuidados durante o processo de extragdo sdo muito importantes, como misturar as solugdes
delicadamente, evitar o aquecimento das amostras de DNA desnecessariamente, pipetar o
minimo possivel e ndo secar o precipitado em speed-vac, pois podem aumentar o risco de

degradacao do material genético.

5.02 Reacao em cadeia da polimerase

A busca por seqiiéncias homologas a da enzima transcriptase reversa no banco de
dados de Arachis permitiu encontrar uma seqiiéncia completa do gene com alto indice de
similaridade a de um retrotransposon LTR primeiramente caracterizado em A. thaliana
(Pelissier et al., 1995). Junto com os melhores resultados de indice de similaridade no
GenBank, foi possivel classificar o retrotransposon obtido como sendo um elemento tipo-
Athila (Athila-like), pertencente a subordem Retrotransposineae ¢ familia Metaviridae
(Ty3/Gypsy) (Hansen e Heslop-Harrison, 2004). Assim, foi possivel desenhar os trés pares de

iniciadores para amplificacao completa do gene (Figura 6).

30



ol F2 R2 (o
I:,'> F3 R1 <',:I
T Trwapserevesa |

Figura 6. Posicdo e orientacdo dos iniciadores desenhados para amplificacdo do gene da enzima transcriptase

reversa. Obs: os tamanhos dos iniciadores ndo estdo em escala.

A amplificagdo da seqiiéncia de RT nas trés espécies com os trés pares de iniciadores
gerou fragmentos de DNA com tamanhos variando entre 600pb e 1500pb (Figura 7). O
produto da PCR foi entdo purificado em colunas S400 HR (Amersham Pharmacia Biotech) e
utilizado para ligagdo em pGEM-T Easy. Apos a transformacao de células de E. coli por
eletroporacao foram selecionadas 32 coldnias recombinantes para cada espécie, totalizando 96
colonias. A presenca e tamanho do inserto foram conferidos apos digestdo do plasmidio com a
enzima de restricdo EcoRI e eletroforese em gel de agarose 1%. Os clones que apresentaram
insertos variando entre 800pb e 1200pb foram selecionados para seqiienciamento automatico.
Em alguns casos foi necessario repetir o seqlienciamento dos clones devido a baixa qualidade
dos resultados. O iniciador Athila-internal-1 foi utilizado apenas para auxiliar o
seqiienciamento dos insertos maiores. As 273 seqiiéncias geradas foram manipuladas através
do programa Pregap4 para remocdo das partes de vetores, andlise de qualidade das bases
nucleotidicas através de PHRED e remocao de seqiiéncias com baixo indice de confianca.
Destas, 130 foram alinhadas pelo programa Gap4, possibilitando a identificacdo de 87 contigs
- um para cada clone - com as leituras direta e reversa. Além disso, as seqiiéncias dos
iniciadores foram identificadas e utilizadas para corre¢ao da orientagdo dos contigs, quando

necessaria (Figura 8).
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Figura 7. A) Amplificacdo da seqiiéncia génica da enzima transcriptase
reversa em A. hypogaea. 1 (iniciadores F1 x R1), 2 (F1 x R2), 3 (F1 x R3),
4 (F2xR1),5(F2xR2),6 (F2xR3),7 (F3 xR1), 8 (F2xR2),9 (F3 x R3).
B) Digestdo dos plasmidios mostrando os diferentes tamanhos de insertos
obtidos. Tatu (4. Hypogaea), D6 (A. duranensis), Ipa (A. ipaénsis), M (1Kb
DNA ladder, Invitrogen), LM (Low DNA Mass ladder, Invitrogen).

A) Contig Selector
File ‘Wiew Results Help
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Contig: Ad-athila-17.T1 [+#94] Length: 1063 Num readings: 3

Contig Editor:  +46 Ai-Athila-15.T1 M[=1[E3]

Cons,ﬁ Qual’ﬂ [~ Insert | Edit Modes >>| [ Cutoffs | Undo | Mext Search | Commands > | Settings >>| Guit | Help »»
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GCGGCTARATCCAGCCATGARAGAAGTGGTGCAGALAGAGGTCACC AAACTAC TAGAGGCTGGGATTATTTATCCTATT
CONSENSUS ———-|GC G_MGTGGTGC AGAAAGAGGTCACC AAACTAC TAGAGGCTGOGATTATTTATCCTATT

Tag type:COMM  Direction:-  Comment:"Binds to : Rep-RT-F3 CTAAATCCAGCCATGAAGG"

Figura 8. A) Mapa de todos os 87 contigs construidos mostrando as posi¢oes de cada par de iniciadores. Cada
linha entre duas barras verticais corresponde a um contig. B) Exemplo de alinhamento de seqiiéncias de um

contig. Marcada em azul estd a seqiiéncia do iniciador Rep-RT-F3.
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5.03 Analise Filogenética

ApoOs a corregdao da orientagdo, as seqiiéncias foram alinhadas em Clustal X e
visualmente editadas no programa Jalview. O resultado do alinhamento foi entdo utilizado
para andlises estatisticas e construcao de arvores filogenéticas utilizando-se o programa Mega,
versdo 3.1. Foram construidas arvores de similaridade utilizando-se as seqiiéncias
nucleotidicas e de aminoacidos. Dos 87 contigs obtidos, 80 foram utilizados no estudo de
filogenia junto com o melhor resultado de BLASTX, a seqiliéncia da transcriptase reversa de
um retrotransposon-LTR de Medicago truncatula (GI1:92891377), utilizada como grupo
externo (Figura 9).

Ainda utilizando o programa Mega 3.1 foi possivel calcular as distdncias genéticas
entre as seqiiéncias. A tabela 3 mostra os valores das distancias genéticas para todas as
seqiiéncias utilizadas na andlise filogenética. Foram montados trés grupos, cada um contendo
todas as seqiliéncias de uma espécie. Foram analisadas as distdncias dentro de um mesmo
grupo assim como entre os grupos para as seqiiéncias de DNA e de aminoacidos. Para as
analises de distancia genética, foram descartadas as seqiiéncias Ah-Athila-21 e Ai-Athila-7,
que ficaram muito discrepantes de todas as outras na arvore de similaridade (Figura 9). Os
dados mostram que os elementos do genoma de 4. duranensis sofreram menos modificagdes,
se comparados a A. hypogaea e A. ipaénsis, sendo que, esta ultima apresentou as maiores
distancias genéticas. As modifica¢des sofridas nas seqiiéncias de DNA refletiram-se com
maior intensidade na cadeia polipeptidica, ja que as distancias praticamente dobraram de valor
(Tabela 4), provavelmente por causa de mudangas no quadro de leitura que podem ter gerado

uma seqiiéncia de aminoacidos diferente.

Tabela 4. Distancia genética entre as seqiiéncias de DNA
e de aminoécidos. Ah (4. hypogaea), Ad (A. duranensis)
e Ai (4. ipaénsis). O valor médio corresponde a todas as

80 seqiiéncias de DNA e/ou aminoacidos.

Distancia entre as seqiéncias (%)

Grupos —
Seq. DNA Seq. Aminoacidos
Ah x Ah 8,68 18,83
Ad x Ad 8,20 17,44
Ai x Ai 8,95 19,87
Ah x Ad 8,44 18,13
Ah x Ali 9,09 19,88
Ad x Ali 9,30 20,14
Valor médio 8,86 19,16
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A analise filogenética para as seqiiéncias de nucleotideos permitiu identificar cinco
grupos principais. De acordo com o nimero de seqiiéncias e do calculo das distancias entre
elas foi possivel determinar com qual genoma cada grupo apresenta melhor relacionamento
(Tabela 5). O grupo 1 foi formado por 11 (57,9%) seqiiéncias de A. duranensis, 7 (36,8%) de
A. hypogaea e 1 (5,3%) de A. ipaénsis. O grupo 2 foi formado por 9 seqiiéncias (64,2%) de 4.
ipaénsis, 4 (28,6%) de A. hypogaea e 1 (7,2%) de A. duranensis. O grupo 3 € composto de 5
seqiiéncias (83,3%) de A. ipaénsis el (16,7%) de A. hypogaea. O grupo 4 é composto de 12
seqiiéncias (48%) de A. duranensis, 10 (40%) de A. hypogaea e 3 (12%) de A. ipaénsis. O
grupo 5 foi formado por 8 seqiiéncias (80%) de 4. ipaénsis e 2 (20%) de A. hypogaea.

Tabela 5. Distancia genética entre as seqiiéncias de nucleotideos de cada grupo
obtido na arvore filogenética e o genoma relacionado. O valor médio foi obtido
para todas as seqiiéncias dentro de cada grupo. N/A indica a auséncia de

seqiiéncias ou a presenga de apenas uma seqiiéncia.

Distancia entre as sequéncias (%)

Sequéncias
Grupo1 Grupo2 Grupo3 Grupo4 Grupob

Ah x Ah 4,88 6,05 n/a 6,45 4,76
Ad x Ad 5,82 n/a n/a 5,91 n/a
Ai x Ai n/a 5,71 8,69 5,83 6,82
Ah x Ad 5,07 6,34 n/a 6,15 n/a
Ah x Ai 5,37 5,79 8,20 6,18 6,18
Ad x Ai 5,39 6,56 n/a 5,93 n/a
Valor médio 5,45 5,87 8,52 6,12 6,55
Genoma AA BB BB AA BB
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Figura 9. Relacdes filogenéticas obtidas a partir das seqiiéncias de nucleotideos do gene de RT. Os resultados de
bootstrap s@o indicados para valores acima de 50 (1000 réplicas). M. truncatula foi utilizado como grupo
externo.
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A andlise filogenética obtida a partir das seqiiéncias deduzidas de aminoacidos
permitiu identificar 5 grupos principais (Figura 10). Assim como na andlise anterior, a
distancia entre as seqiiéncias das espécies foi calculada para cada grupo (Tabela 6). O grupo 1
foi formado por 11 (57,9%) seqiiéncias de A. duranensis, 7 (36,8%) de A. hypogaea ¢ 1
(5,3%) de A. ipaénsis. O grupo 2 foi formado por 9 seqiiéncias (64,2%) de 4. ipaénsis, 4
(28,6%) de A. hypogaea e 1 (7,2%) de A. duranensis. O grupo 3 é composto de 5 seqiiéncias
(83,3%) de A. ipaénsis el (16,7%) de A. hypogaea. O grupo 4 ¢ composto de 12 seqiiéncias
(48%) de A. duranensis, 10 (40%) de A. hypogaea e 3 (12%) de A. ipaénsis. O grupo 5 foi
formado por 8 seqiiéncias (80%) de A. ipaénsis e 2 (20%) de 4. hypogaea.

Tabela 6. Distancia genética entre as seqiiéncias de aminoacidos de cada grupo
obtido na arvore filogenética e o genoma relacionado. O valor médio foi obtido
para todas as seqiiéncias dentro de cada grupo. N/A indica a auséncia de

seqiiéncias ou a presenga de apenas uma seqiiéncia.

Distancia entre as seqiéncias (%)

Sequiéncias
Grupol Grupo2 Grupo3 Grupo4 Grupo5
Ah x Ah 11,33 11,55 n/a 13,1 9,36
Ad x Ad 11,98 n/a n/a 10,87 n/a
Ai x Ai n/a 13,58 14,96 10,94 14,33
Ah x Ad 11,06 12,06 n/a 11,91 n/a
Ah x Ai 11,84 12,45 14,65 11,95 12,87
Ad x Ai 10,67 13,69 n/a 10,96 n/a
Valor médio 11,71 12,95 14,85 11,74 13,7
Genoma AA BB BB AA BB
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Figura 10. Relagdes filogenéticas obtidas a partir das seqiiéncias de aminoécidos do gene de RT. Os resultados

de bootstrap sdo indicados para valores acima de 50 (1000 réplicas). M. truncatula foi utilizado como grupo
externo.
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Também foram calculados os numeros de substituigdes sindnimas e nao-sindonimas
entre os grupos. Sabe-se que mutacdes ocorridas, principalmente na terceira base do cédon, na
maioria das vezes, ndo muda o padrdo de leitura da fita de mRNA. Isso acontece devido ao
codigo genético ser degenerado e, dessa forma, um gene de extrema importancia para um
organismo sofre menor pressdo seletiva das taxas de mutagdes sindOnimas porque elas evitam a
mudanca na sintese protéica (Nei e Kumar, 2000). Porém, em alguns casos e principalmente
no caso dos retrotransposons, as mutagdes ndo-sindnimas ocorridas podem nao ser eliminadas
por sele¢do, gerando um espectro de diversidade. Os dados obtidos podem ser vistos na
Tabela 7, da qual pode-se inferir que os genomas AA e BB das espécies silvestres evoluiram

diferentemente.

Tabela 7. Taxas de substitui¢des sindnimas (dS) e ndo-

sinonimas (dN) dentro e entre os grupos.

Sequéncias dsS (%) dN (%)
Ah x Ah 7,34 8,51
Ad x Ad 6,60 7,81

Ai x Ai 7,73 9,17

Ah x Ad 6,99 8,17
Ah x Ali 7,80 9,08
Ad x Ali 7,75 9,16

Valor médio 7,42 8,70

Visando obter melhor conhecimento a respeito da evolugdo desses elementos, valores
de dS e dN foram utilizados na constru¢do de histogramas para determinar em quais espécies
o retrotransposon sofreu modificagdes recentes ou em quais ele vem acumulando mais
mutacoes ao longo do tempo. Para que ndo houvesse tendéncia de agrupar as seqiiéncias
apenas com o genoma AA ou o BB, optou-se pela construgdo de uma seqiiéncia consenso
para o grupo de 4. duranensis e uma para A. ipaénsis, ao invés de um consenso de todos os 80
contigs. Novamente as taxas de dS e dN entre as seqiiéncias das trés espécies e a seqiiéncia
consenso foram calculadas. Os dados foram entdo distribuidos no histograma, de acordo com
a sua freqiiéncia (Figura 11). Os valores obtidos para os elementos isolados de A. duranensis
agruparam-se entre 0,01 e 0,06; enquanto os de A. ipaénsis mostraram uma distribuicao
homogénea, mas também com valores muito altos. Os dados obtidos para 4. hypogaea

ficaram entre os valores para as espécies silvestres.
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Figura 11. Distribuicdo dos valores de dS apresentados pelas 80 seqiiéncias dos contigs em
relagdo a seqiiéncia consenso. A) Valores obtidos para 4. duranensis, B) Valores de A.
hypogaea e C) Valores de A. ipaénsis. A linha de tendéncia foi calculada utilizando-se a

funcdo polinomial.



Devido ao baixo niimero de seqiiéncias para cada grupo, optou-se por utilizar os
valores de dS em conjunto com os valores de dN para aumentar a quantidade de dados. Nao
foi possivel observar grandes mudangas na topologia dos histogramas, apenas um leve
deslocamento dos valores sobre o eixo das distribuigdes ou uma maior homogeneizagao das

curvas da linha de tendéncia (Figura 12).
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Figura 12. Distribuicdo dos valores de dS + dN apresentados pelas seqiiéncias dos contigs em
relagdo a seqiiéncia consenso. A) Valores obtidos para 4. duranensis, B) Valores de A.
hypogaea e C) Valores de A. ipaénsis. A linha de tendéncia foi calculada utilizando-se a

funcdo polinomial.
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Em um segundo momento, uma nova andlise filogenética foi realizada, desta vez

utilizando-se vérias seqiiéncias de elementos Athila (Athila-like elements), disponiveis no site

http://www.public.iastate.edu/~voytas/. As seqiiéncias pertencem a retrotransposons isolados
de varios grupos vegetais, gramineas, leguminosas, solandceas e brassicaceas. Foi adicionada
ao estudo, a seqiiéncia concenso do elemento, chamada de Arachis, um representante de cada
grupo obtido na arvore de similaridade para as seqiiéncias de aminoacidos (Ad-Athila-16, Ah-
Athila-10, Ai-Athila-25, Ah-Athila-1, Ai-Athla-12) e também a seqiiéncia de M. truncatula
utilizada nas analises anteriores. Essas seqiiéncias foram traduzidas pela ferramenta EXPASy
para a escolha do quadro de leitura (frameshift) correto e depois alinhadas. Como grupo
externo, foram utilizadas as seqiiéncias da linhagem TAT, como foi feito por Wright e Voytas
(2001). As seqiiéncias de Arachis agruparam-se com o grupo das leguminosas, mas formaram
um subgrupo junto com seqiiéncias de M. truncatula, ervilha e algumas de fava. As demais

espécies agruparam-se de acordo com o grupo a que pertencem (Figura 13).
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Figura 13. Relacdes filogenéticas entre diversos grupos de elementos do tipo

Athila. Resultados de bootstrap estdo indicados para valores acima de 50 (1000

replicagdes).
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5.04 Numero de copias

Os sinais de hibridiza¢dao obtidos, podem ser vistos nas Figuras (14 A, 15 A e 16 A)
Em alguns casos, ndo foi possivel a comparacdo direta entre os sinais gerados para o
plasmidio controle e as amostras, tendo em vista que pode ter havido uma saturacdo da
emissdo do sinal no filme radiografico. Dessa forma, os dados numéricos obtidos pelo
programa MultiGauge foram utilizados para a constru¢ao de graficos de dispersao (Figura 14
B e C, figura 15 B e C, figura 16 B e C) e os dados que ficaram muito discrepantes foram
eliminados da andlise. Foram construidos graficos para cada série de diluicdes e entdo
desenhada uma linha de tendéncia onde a formula obtida foi utilizada para calcular o valor do
numero de copias do elemento em cada genoma. Para o genoma de 4. hypogaea foi calculado
um numero de copias de 4893 + 1281,6 por genoma diploide. Para o genoma de A. duranensis
calculou-se um niimero de 3122,8 + 2382,5 por genoma diploéide. Em A. ipaénsis calculou-se

um numero de 829 + 143 por genoma dipldide.
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A trigem inicial realizada nas bibliotecas BAC através de PCR mostrou uma evidente
diferenca no numero de copias desse elemento nos genomas AA e BB. De uma placa
escolhida aleatoriamente contendo 96 clones BAC de A. duranensis, 36 seqiiéncias
amplificaram o gene da enzima transcriptase reversa. Para a placa contendo 96 clones BAC de
A. ipaénsis, apenas 10 amplificaram a mesma seqiiéncia. Além desses experimentos, para o
calculo do numero de copias foram feitas buscas contra todas as seqiiéncias de Arachis
publicadas no GenBank (Genome Survey Sequence database) utilizando a seqiiéncia do clone
Ah-Athila-9. Foram encontradas similaridades com 13 seqiiéncias (0,45%) de A. duranensis
de um total de 2905; 7 (0,15%) de A. hypogaea de um total de 4590 e 1 (0,03%) de A4.
batizocoi (genoma BB) de um total de 3276, todas elas com indices de similaridades (E-value)
<1e. N3o foram realizadas buscas contra A. ipaénsis por ndo haver seqiiéncias depositadas

no GenBank.

5.05 Analise de Metila¢ao

Foi realizada uma anélise da freqiiéncia de digestdo das enzimas de restricdo Mbol e
Sau3Al sobre o clone Ah-Athila-9 e observou-se que esse inserto era cortado
aproximadamente 3 vezes. Em seguida cerca de Spug de DNA gendmico das trés espécies em
questao foram digeridos com as mesmas enzimas, sendo necessaria a utilizagdo de 10U por g
de amostra. A Figura 17 representa um gel de agarose 1% contendo amostras de A. hypogaea
(cultivar Tatu), A. duranensis e A. ipaénsis. Nao foi possivel identificar nenhuma banda
especifica sob luz ultravioleta. Os fragmentos foram transferidos para membrana e entdo
hibridizados com a sonda contendo o clone Ah-Athila-9. As bandas que surgiram
apresentaram tamanhos entre aproximadamente 40pb e 800pb (Figura 18). O Southern blot
mostrou que, para esse par de enzimas, o retroelemento ndo estd metilado em nenhuma das
trés espécies. No caso de A. ipaénsis um dos fragmentos apareceu com menor intensidade,
mas apresentou o mesmo tamanho visto em outras digestdes.

Comparando-se o resultado desse Southern-blot com outro obtido por nés em 2005
(dados nao publicados), em trabalho utilizando um diferente elemento repetitivo, foi possivel
observar que ndo hé metilagdo nos genomas de 4. ipaénsis e do anfidipldide sintético obtido
pelo cruzamento de A. ipaénsis e A. duranensis (Apéndice) (Figura 26). Esse elemento possui
um padrdo de distribuicdo semelhante ao do retrotransposon discutido neste trabalho

(Apéndice). Além de possuir uma seqiiéncia muito parecida com a de uma regidao LTR,
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acredita-se que este elemento seja um retrotransposon muito similar ao Athila, se ndo for o
mesmo (Stephan Nielen, comunicado pessoal), o que refor¢a o resultado do Southern blot.

Em uma nova andlise, foi realizada uma busca por homologia do clone Ah-Athila-9
contra todas as seqiiéncias de ESTs de Arachis do nosso banco de dados contendo cerca de 8
mil clones e também no GenBank, contendo cerca de 12 mil seqiiéncias, mas ndo foram
encontradas quaisquer similaridades significativas. Esse resultado sugere a auséncia ou uma

quantidade muito baixa de copias de mRNA desse elemento.

R =

Figura 17. Gel de agarose 1% mostrando o padrdo de digestdo dos DNAs
genomicos. M: 1Kb Plus ladder, 1: 4. hypogaea (Mbol), 1: A. hypogaea
(Sau3Al), 3: A. duranensis (Mbol), 4. A. duranensis (Sau3Al), 5: A.
ipaénsis (Mbol), 6: A. ipaénsis (Sau3Al).
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Figura 18. Analise de metilagdo através de
Southern blot. Tatu (4. hypogaea), D6 (A.
duranensis) e Ipa (A. ipaénsis). Foi utilizado como

sonda o clone Ah-Athila-9.

5.06 Extensao da seqiiéncia

Para a extensao da seqiiéncia do retroelemento, o resultado da amplificacao utilizando
o Kit Genome Walker (Figura 19 A) foi entdo utilizado para ligagdo em pGEM-TEasy. Apods
transformagdo de células competentes por eletroporacdo, a presenca e tamanho dos insertos
foram conferidos em gel de agarose 1% apos digestdo dos plasmidios com EcoRI (Figura 19
B). Os clones que apresentaram insertos com tamanhos maiores do que 1Kb foram utilizados
para seqilienciamento automatico utilizando-se os iniciadores universais T7 ¢ SP6. De um total
de 24 clones obtidos, 12 apresentavam insertos acima de 1Kb e foram utilizados para
seqiienciamento em ambos os sentidos. Das 24 seqiiéncias geradas, 15 mostraram
similaridade com o gene de RT ou com a regido GAG (group specific antigen) no GenBank.
Dessas amostras, 8 alinharam-se para compor a seqliéncia do retrotransposon, ampliando-a
para aproximadamente 3,6Kb, cerca de 30% do tamanho médio do elemento Athila de 4.
thaliana.

Aplicando a seqiiéncia total obtida para o retrotransposon no GenBank foi possivel
determinar a regido completa do gene de RT com aproximadamente 200 aminoacidos e

também uma seqiiéncia de aproximadamente 250 aminoacidos muito similar a de M.
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truncatula, mas que ndo codifica nenhuma proteina. Além disso, foi possivel identificar o
gene da enzima RnaseH e o gene da enzima Integrase. O restante da seqiiéncia do

retrotransposon ndo apresentou nenhuma similaridade significante (Figura 20).

Figura 19. A) Resultado da amplificagdo para o genome walker, 1: Pvull + Rep-B1-OUT-L,
2: Pvull + Rep-B1-OUT-R, 3: Dral +Rep-B1-OUT-L, 4: Dral + Rep-B1-OUT-R. B)Exemplo
de analise da presenca e tamanho do inserto de clones obtidos de 4. hypogaea para a extensdo

da seqiiéncia do retroelemento. M (1kb ladder), P (Low mass ladder).
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Figura 20. A) Seqiiéncia traduzida do retroelemento, apds extensdo utilizando o Kit Genome Walker, em
negrito estdo os motivos conservados de cada gene. B) Tamanho e composi¢cdo de um retrotransposon do tipo

Athila de A. thaliana, adaptado: Hansen e Heslop-Harrison, 2004.
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6. Discussao

Os retrotransposons compdem grande parte dos genomas vegetais, em alguns casos
podem constituir cerca de 70% ou mais (Kumar e Bennetzen, 1999), dependendo da espécie.
Sua contribui¢do principal esta relacionada com o aumento do tamanho do genoma, rearranjos
cromossomicos, silenciamento e duplicagdo génica, podendo em alguns casos gerar
especiacdo (Heslop-Harrison, 2000; Bennetzen, 2000; Kazazian Jr., 2004; Melayah et al.,
2004; Raina et al., 2005). Os estudos realizados com esses elementos visam principalmente
determinar sua evolucdo dentro dos genomas de diferentes espécies e sua contribui¢cdo para a
evolugdo das mesmas. Pouco se sabe a respeito das suas taxas de amplificagdo ou preferéncia
por sitios de inser¢do, mas acredita-se que em breve esse conhecimento fornecera uma
oportunidade de utilizagdo mais intensa desses elementos como ferramentas de estudos
genéticos. A utilizagdo da enzima transcriptase reversa para os estudos deve-se ao fato de que
sua funcdo ¢ altamente conservada e de grande importincia para esses elementos, embora a
seqiiéncia nucleotidica nem sempre permaneca a mesma (Dixit et al., 2006). Além disso,
varios trabalhos publicados utilizaram essa mesma metodologia, o que permite uma melhor
comparagao entre diferentes grupos de espécies.

O amendoim cultivado ¢ uma planta que apresenta grandes oportunidades para o
estudo de retrotransposons principalmente pela sua origem alotetraploide complexa, com dois
genomas diferentes, o que pode estimular a ativa¢do desses elementos, como observado em
outras espécies (Liu e Wendel, 2000; Zhao et al., 1998). Este ¢ o primeiro estudo da
organizacdo de um retrotransposon e sua contribuicao na formagao dos genomas de espécies
silvestres e cultivadas de Arachis. Acredita-se que a utilizagdo das provaveis espécies
parentais A. duranensis e A. ipaénsis, junto com A. hypogaea, forneca um bom modelo para
investigacao da evolucdo dos genomas antes e apds a diferenciagdo das espécies silvestres a
partir do ancestral comum, além de permitir identificar em que momento esses genomas se
encontravam antes do surgimento do amendoim cultivado.

Neste trabalho foram isoladas e caracterizadas seqiiéncias de um retrotransposon
contendo o gene da enzima trancriptase reversa, obtido em trabalhos anteriores de
seqlienciamento de bibliotecas genomicas. Com esses dados foram feitas analises
filogenéticas e estatisticas que permitiram contar a historia desse elemento no genoma das

espécies parentais € do amendoim cultivado.
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6.01 Distribuicido do elemento nos genomas

Apo6s a obtencdo do elemento repetitivo nos resultados do seqilienciamento de
bibliotecas gendmicas, foi feita uma busca por similaridades no GenBank e descobriu-se que
a seqiiéncia consistia no gene da enzima transcriptase reversa de um retrotransposon LTR do
tipo Athila, primeiramente caracterizado em A. thaliana. Ensaios de hibridizagdo in situ com
fluorescéncia, realizados por Seijo e colaboradores (2005 — dados nao publicados), permitiram
distinguir um padrao diferenciado de distribuicao desse elemento nos genomas AA ¢ BB de A4.
hypogaea (Figura 21). Observou-se que essa seqiiéncia apresentava uma maior hibridizacao
no genoma AA e uma baixa hibridizagdo no genoma BB. Além disso, observa-se que esse
elemento localiza-se preferencialmente em regides de eucromatina. De posse desses dados,
foram desenhados iniciadores para amplificagdo do gene de RT. Das 273 seqiiéncias geradas,
130 (48%) apresentaram qualidade suficiente e alinharam-se nos sentidos direto e reverso
para comporem 87 contigs. Desses 87, 80 (91%) foram alinhados entre si e sua seqiiéncia

consenso foi utilizada para construgdo das arvores de similaridade.

Figura 21. A esquerda, hibridizagdo com DAPI de uma célula contendo 40 cromossomos de 4. hypogaea. Notar
a presenga de 20 cromossomos com banda centromérica (genoma AA) e 20 com auséncia de qualquer banda
(genoma BB). A direita, hibridizagio da mesma célula com o elemento repetitivo em verde. Cortesia: Seijo et

al., 2005 (dados ndo publicados).
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Aplicando a seqiiéncia deduzida de aminoacidos do clone Ah-Athila-9 contra o banco

de dados de M. truncatula (www.medicago.org/genome/cvit_blast.php) foi possivel observar

o padrao de dispersao do retrotransposon no genoma dessa espécie (Figura 22). Comparando
esses resultados com um grafico comparativo que mostra a colinearidade entre os
cromossomos de M. truncatula e L. japonicus (Figura 23), foi possivel observar um possivel
evento de rearranjo cromossomico, onde os locais de maior presenca do elemento nos
cromossomos de M. truncatula correspondem as regides em que nao ha homologia com os
cromossomos de L. japonicus. Esses resultados permitem inferir que esses elementos tiveram
participagdo importante na formacao do genoma de Medicago e possivelmente o0 mesmo pode

ter ocorrido para os genomas das espécies de Arachis.
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Figura 22. Padrao de distribuicdo do elemento Athila, em vermelho, nos cromossomos de M. truncatula.
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Figura 23. Colinearidade, em vermelho, entre os cromossomos de M. truncatula e L. japonicus. Adaptado:

Cannon et al., 2006.

6.02 Analise Filogenética

A topologia obtida na d4rvore contendo as seqiiéncias nucleotidicas permitiu
demonstrar que, os retrotransposons isolados de A. duranensis relacionam-se melhor com
alguns que foram isolados de A. hypogaea, enquanto os de A. ipaénsis relacionam-se melhor
com outros isolados do genoma do amendoim. Em alguns poucos casos observou-se a
presenca de seqiiéncias das espécies silvestres em um mesmo grupo. Acredita-se que esse

padrdo de distribui¢do tenha ocorrido porque os elementos foram isolados de ambos os
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genomas do amendoim cultivado, dessa forma os que se agruparam com A. duranensis
provavelmente foram isolados do genoma AA de 4. hypogaea, enquanto que os que se
agruparam com A. ipaénsis provavelmente sao oriundos do genoma BB.

A formagao dos grupos permitiu inferir que, muito provavelmente, esse elemento ja se
encontrava no genoma do ancestral de A. duranensis e A. ipaénsis. Junto com os dados das
distdncias genéticas obtidas para as seqiiéncias € possivel sugerir que esse elemento
encontrava-se em um baixo numero de copias no genoma desse ancestral e que apods a
diferenciagdo nas duas espécies silvestres ele multiplicou-se no genoma de A. duranensis. Por
outro lado, pode ter sofrido uma amplificacdo muito baixa, permaneceu com o mesmo nimero
de copias ou até mesmo comegou a ser eliminado do genoma de A. ipaénsis. Caso esse
elemento ja tivesse um alto numero de cdpias no ancestral comum, esperar-se-ia uma
distribuicao mais homogénea das seqii€ncias das trés espécies na arvore de similaridade sem a
formagao de grupos isolados e que as distancias genéticas entre elas fossem praticamente
constantes entre 0os grupos.

O calculo do niimero de substituigdes sinonimas ¢ de substituicdes nao-sindnimas
mostrou claramente que, o genoma BB sofreu maior nimero de mutagdes, tanto silenciosas
como ndo silenciosas, enquanto que o genoma AA de A. duranensis mostrou os menores
indices de mutacdo. Esses dados sugerem que a seqiiéncia génica da enzima transcriptase
reversa pode estar sofrendo maior modificacdo da funcdo ou perda da funcdo da proteina no
genoma de A. ipaénsis. De um modo geral, os valores de dS e dN mostram que esses
elementos ndo estdo sofrendo nenhum tipo de pressdo seletiva, sugerindo uma baixa ou
nenhuma atividade sobre o genoma do hospedeiro.

A arvore obtida a partir das seqiiéncias traduzidas também formou grupos isolados,
apresentando as mesmas seqiiéncias, porém, algumas em posigdes diferentes. Isso indica que
nesses grupos as variagdes sofridas na sua composicdo nucleotidica refletiram-se
diferentemente na tradugdo da seqiiéncia protéica. Esses resultados vém ao encontro com os
obtidos para a distribuicao de dS e dN para as trés espécies. De acordo com Lynch e Conery
(2000), ¢ possivel determinar a idade de eventos de duplicagdao génica a partir da avaliagao da
freqiiéncia da distribuicdo do nimero de substituicdes sindnimas para cada par de genes
duplicados. Segundo Cui et al (2006), ap6s a duplicagdo, alguns genes serdo eliminados do
genoma, enquanto outros irdo acumular mutagdes, de preferéncia na terceira base do cddon.
Essas mutagdes normalmente escapam as pressdes seletivas e podem mostrar o tempo

aproximado desde a duplicacdo. Esses eventos serdo observados como picos na distribui¢ao
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dos valores de dS e acredita-se que, da mesma maneira, esses picos possam mostrar o tempo
decorrido desde a poliploidizagdo do genoma.

No caso dos retrotransposons, imaginou-se que essa metodologia também pudesse
prever eventos de multiplicacdo (aumento do numero de coOpias), ja que esses elementos na
maioria das vezes ndo estdo sofrendo pressdo seletiva e dessa forma acumulam mutagdes em
sua seqiliéncia ao longo do tempo. Devido aos mecanismos de controle da atividade desses
elementos, a sua multiplicagdo no genoma, na maioria das vezes, acaba acontecendo em
momentos distintos e Unicos na histoéria do genoma como, por exemplo, num possivel evento
de poliploidizacdo e logo cessam sua atividade. Esses eventos acabariam sendo observados
como os mesmos picos de distribuicdo dos valores de dS para a duplicacdo génica e foi
exatamente o que aconteceu apds calcular o numero de substitui¢des sindnimas para a
seqiliéncia de cada espécie em relagdo a seqiiéncia consenso, obtida a partir do alinhamento
das seqiiéncias de A. duranensis e A. ipaénsis.

A distribuicdo dos valores de dS para as seqiiéncias de A. duranensis variou entre os
primeiros intervalos 0,01-0,06; com um pico de freqiiéncia no intervalo 0,04-0,05. Isso sugere
que esses elementos sofreram transposi¢des mais recentes. Para as seqiiéncias de 4. ipaénsis,
a distribui¢do de dS foi mais homogénea, com um leve pico entre 0,15-0,16; mostrando que,
nesse genoma, os retrotransposons acumularam maior quantidade de mutagdes ao longo do
tempo e sugerindo que, além de serem mais antigas, poucas copias desses elementos surgiram
recentemente.

Para o genoma do amendoim esperava-se uma distribui¢do que apresentasse dois
picos, um para cada genoma. Porém, o que foi observado ¢ que a distribuicdo dos valores de
dS para 4. hypogaea ficou em um intervalo entre as das espécies silvestres, parecendo mais
antigas do que A. duranensis e mais recentes que A. ipaénsis. O fato de a analise ter sido
realizada com poucos dados e também devido a maior presenca de seqiiéncias isoladas do
genoma AA, provavelmente estd restringindo o grafico de distribui¢do para A. hypogaea,
impedindo a sobreposicao das curvas e o aparecimento do pico indicativo da duplicacdo do
genoma BB do amendoim. Numa tentativa de aumentar os dados estatisticos também foram
construidos graficos de distribui¢ao contendo os valores de dS + dN, mas nenhuma mudanca
significativa foi observada.

De acordo com o valor médio de dS calculado para a distribuicdo em A. duranensis,
foi possivel determinar a data aproximada em que o retrotransposon se multiplicou no genoma
(Cui et al., 2006). Assim como feito por Bennetzen et al (2005), foi utilizada a taxa de

mutacdo para a seqiiéncia de genes dos elementos adhl e adh2 da familia Poaceae de
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6,5 x10” modificacdes por ano (Gaut et al., 1996). O valor médio de dS (0,04) forneceu uma
data de aproximadamente 6 milhdes de anos. Utilizando a taxa de mutagdo especifica para a
seqiiéneia génica da enzima transcriptase reversa de gramineas, de 2,08x10®, calculada por
Langdon et al. (2000), uma data de aproximadamente 2 milhdes de anos foi estimada.

Sabendo que a data de diversificacdo entre M. ftruncatula e L. japonicus € de
aproximadamente 50 milhdes de anos (Cannon et al., 2006) e que a da soja, que possui uma
data mais aproximada as de Arachis sp, de aproximadamente 60 milhdes de anos, utilizou-se
o dS indicativo da duplicagao do genoma desta, de 0,5 (Cui et al., 2006) para deduzir a data
da multiplicagdo do retrotransposon no genoma de A. duranensis. Chegou-se ao resultado de
aproximadamente 4,8 milhdes de anos. A partir desses resultados definiu-se a data da
explosdo desses elementos entre 2-6 milhdes de anos. Esses dados mostram que o genoma de
A. duranensis sofreu essa modificagdo muito antes do surgimento do amendoim cultivado,
que aconteceu provavelmente a apenas alguns milhares de anos.

Em um segundo momento, foi feita uma andlise para determinar se esse elemento ja
poderia estar presente no genoma da espécie ancestral ao grupo das leguminosas. Acredita-se
que esse ancestral possuia uma gama de retroelementos de diferentes tipos e que muito
provavelmente eles foram transmitidos para as espécies surgidas. De acordo com os
resultados da arvore filogenética pudemos observar que o elemento Athila j& estava presente
na espécie ancestral ao grupo. Porém ele foi transmitido para apenas algumas das espécies que
surgiram, pois as seqiiéncias claramente formaram subgrupos isolados dentro do grupo das
leguminosas. De acordo com o cladograma obtido por Choi et al (2004), a subfamilia
Papilionoideae, a qual pertencem as espécies de Arachis, esta entre as mais basais dentro da
familia das leguminosas. O agrupamento das seqiiéncias utilizadas neste trabalho com as de
M. truncatula da subfamilia Trifolieae, ervilha (Pisum sativum) e fava (Vicia faba) da
subfamilia Viceae pode sugerir que os elementos repetitivos do ancestral foram transferidos
diferentemente para algumas espécies. Mesmo formando um subgrupo, as seqiiéncias dessas

espécies sdo mais basais do que as de Arachis.
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6.03 Numero de copias

O calculo do nimero de copias do retrotransposon nos trés genomas foi realizado
através de Dot blot. Essa técnica ¢ aquela que permite obter uma melhor compreensdo de uma
seqiiéncia com elevado niimero de cépias no genoma, quando comparada ao Southern blot,
Colony blot e PCR (Navarro-Quezada e Schoen, 2002). Entretanto, caracteristicas muito
importantes dessa técnica sdo: a qualidade da amostra de DNA e também a sua quantificagao.
Nesse experimento, optamos por quantificar varias diluigdes das amostras em gel de agarose
1%, além de utilizar sempre as mesmas micropipetas e marca de ponteiras. As amostras
contendo o plasmidio com o inserto de RT, além de serem quantificadas em gel de agarose,
também foram analisadas em epectrofotdmetro. Nao foi possivel quantificar as amostras de
DNA genomico em espectrofotometro, pois esta era sempre superestimada, muito
provavelmente devido a presenca de compostos fendlicos, polissacarideos e de proteinas,
isolados durante a extragdo do material genético.

O sinal de hibridizagao obtido no filme radiografico nem sempre forneceu uma escala
linear. Normalmente as amostras mais concentradas ficaram muito parecidas umas com as
outras. Acredita-se que, nesses casos, a emissao do sinal tenha ficado saturada no filme e,
dessa forma, tiveram que ser eliminadas da analise. A utilizagdo dos dados numéricos obtidos
pelo programa MultiGauge, no programa Excel, visou obter as melhores curvas de diluigao de
DNA e também eliminar possiveis erros de manipulagdo das amostras. Em alguns casos
tornou-se necessaria a constru¢ao de graficos em escala logaritmica, como no caso das curvas
de calibragdo e no caso da curva de dilui¢ado do DNA genomico de 4. hypogaea.

O namero de copias obtido para o genoma dipldide (2C) de cada espécie foi de 4893 +
1281,6 para A. hypogaea, 3122,8 + 2382,5 para A. duranensis e 829 + 143,02 copias para A.
ipaénsis. Vale salientar que, em alguns casos, as seqiiéncias dos clones diferiram entre si na
sua composicdo nucleotidica em média de 8,5% entre A. hypogaea e A. duranensis e de 9%
entre A. hypogaea e A. ipaénsis. Dessa forma, ¢ muito provavel que algumas das seqiliéncias
tenahm sido removidas da membrana apos as lavagens estringentes e, assim, o calculo do
numero de copias consistiu no nimero de moléculas do clone Ah-Athila-9 e daqueles com
similaridade acima de 90% a ela. Portanto, os resultados obtidos servem apenas como uma
estimativa da incidéncia desses elementos nos genomas.

Para auxiliar essa estimativa foram feitas sondagens iniciais na biblioteca BAC

construida recentemente para as provaveis espécies parentais. De um total de 96 reagdes para
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o genoma AA houve amplificacdo em 36 (37,5%) amostras. Para o genoma BB apenas 10
(10%) foram amplificadas, cerca de 3,5 vezes menos que no genoma AA, assim como obtido
no Dot blot. Esses 96 clones correspondem a menos de 1% do genoma total para as duas
espécies, mas espera-se que nos proximos resultados obtenhamos a mesma propor¢ao de
outrora, pois todas as vezes em que alguma sondagem era feita na biblioteca um numero de
clones muito maior era isolado do genoma AA do que no BB. Nao foram realizadas novas
reacoes devido a grande dificuldade de se trabalhar com os clones BAC, a extracdo do DNA
nem sempre funciona e deve ser realizada com muito cuidado. A realizagdo de extracdo em
placas de 96 pocos além de ndo permitir a extragdo de DNA em quantidade suficiente também
termina na extracao de amostras muito viscosas, péssimas para uma reacdo de PCR. A melhor
maneira parece ser o crescimento bacteriano em tubos de S0mL com agitagdo muito forte
(250rpm) e extracao em tubos de 1,5mL, o que torna o trabalho muito dispendioso.

Em contribuicdo a essa andlise, também foram feitas buscas eletronicas por
similaridades ao clone Ah-Athila-9 através de BLASTn e utilizando o banco de dados
Genome Survey Sequence. Foram encontradas similaridades com seqiiéncias de 4. duranensis,
A. hypogaea e A. batizocoi (genoma BB), mas apenas as que apresentaram indices de
similaridades (E-value) <le® foram consideradas significantes. Nao foram realizadas buscas
contra A. ipaénsis por ndo haver seqiiéncias depositadas no GenBank. O que se pode discutir
desses resultados ¢ a presenga desse elemento em um nimero muito maior no genoma AA do
que no BB, cerca de 13 vezes mais o que indica que no genoma de A. batizocoi esse elemento

possa conter um numero de copias ainda mais baixo do que em A. ipaénsis.

6.04 Analise de metilacao

Sabe-se que os retrotransposons passam por diversas formas de controle da sua
atividade, uma delas ¢ a metilagdo do DNA genomico, que impede fisicamente que proteinas
ou fatores de transcricdo encontrem o seu sitio de reconhecimento (Hirochika et al., 2000).
Esse controle pode ser utilizado pela célula simplesmente para o controle de sua expressao
génica e também como prote¢do em situagdes que podem causar demasiados danos ao DNA
(Kumar e Bennetzen, 1999). Entretanto, qualquer evento extremamente estressante para o
genoma pode mudar o estado de metilagdo do material genético e causar a reativacdo de
retrotransposons, dois desses eventos sdo a poliploidiza¢do e o cruzamento interespecifico,

como ¢ o caso do amendoim. Para avaliar o estado de metilagdo dos genomas das trés
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espécies, foi analisada a freqliéncia de corte das enzimas Mbol e Sau3Al sobre eles. O
Southern blot mostrou que em nenhuma espécie o elemento repetitivo pareceu estar metilado.
Além disso, em trabalhos anteriores utilizando uma seqii€ncia repetitiva diferente também nao
foi observada a metilagdo desse elemento em A. ipaénsis e no anfidiploide sintético.

Apesar de ndo estar metilado, esse elemento também parece ndo estar ativo, ja que seu
nimero de copias ndo pode ser considerado muito alto, por ndo apresentar quaisquer
similaridades significantes entre a seqiiéncia de RT do retrotransposon e cerca de 20 mil
seqliéncias de ESTs de Arachis sp, depositadas no GenBank e no banco de dados de Arachis e
também devido as alteragdes sofridas no gene de RT, identificadas a partir do calculo das
distancias genéticas entre as seqiiéncias de aminodcidos. Alguns casos de transposons e
retrotransposons nao-metilados sdo conhecidos (Simmen et al., 1999), inclusive em espécies
conhecidas por possuirem o seu genoma altamente metilado como milho (Zea mays)
(Martienssen, 1998). Isso mostra que nem sempre a metilacdo ¢ o principal mecanismo de
inativagdo desses elementos e que no caso de Arachis, as modificagdes na seqiiéncia devem
ser a causa principal para a inativacao do retrotransposon.

De acordo com resultados anteriores obtidos com uma seqii€éncia repetitiva diferente e
com observagdes de Nielen et al. (2005 — dados ndo publicados), esse elemento parece ser o
mais abundante no genoma do amendoim j& que foi isolado diversas vezes através de
diferentes técnicas tais como digestdo e subclonagem de DNA gendmico, seqiienciamento de
fragmentos obtidos através de AFLP e também através de procura por seqliéncias depositadas

no GenBank oriundas de seqiienciamento gendmico (Apéndice).

6.05 Extensio da seqiiéncia

Visando determinar a seqiiéncia completa do retrotransposon, foram realizadas reagdes
de genome walker utilizando iniciadores especificos para a seqiiéncia desse elemento. O kit
permitiu a ampliacdo da seqiiéncia do elemento para aproximadamente 3,6Kb, cerca de 30%
da média esperada para os elementos tipo Athila (Wright e Voytas, 2001). A seqiiéncia obtida
possui o gene completo da enzima transcriptase reversa de aproximadamente 200
aminoacidos além de uma regido contendo cerca de 250 aminoacidos proéxima ao gene, muito
semelhante & do elemento de M. truncatula. O restante ndo apresentou nenhuma homologia
significante, o que mostra a grande diversidade desses elementos.

Uma grande dificuldade encontrada ao utilizar esse kit foi que os clones obtidos apos a

ligagdo continham varios tamanhos de insertos e somente aqueles maiores que 1Kb foram
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uteis para a ampliacdo da seqiiéncia conhecida do retrotransposon. Além disso, ¢ necessario o
desenho de novos iniciadores para cada nova reacdo de PCR e também a utilizacdo de
enzimas de restri¢ao, o que acaba tornando o processo caro e demorado. Nessas circunstancias
e também com o desenvolvimento da biblioteca BAC, a melhor metodologia sera identificar
quais clones dessa biblioteca contém o elemento e fazer o seqiienciamento a partir de
produtos de PCR. Sequenciar o clone por completo sem a necessidade de ligagdo e
transformagao de plasmidios seria outra alternativa mas, extremamente cara. O
seqlienciamento de produtos de PCR ja vem sendo realizado com sucesso no laboratorio e

espera-se que em pouco tempo a seqiiéncia do elemento esteja completa.
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7. Conclusoes

D

1))

111}

V)

V)

VI)

VII)

O retrotransposon isolado pertence ao grupo LTR, Ty3-Gypsy, tipo Athila e parece

ser o mais abundante no genoma do amendoim.

Esse elemento ¢ localizado em regides de eucromatina no genoma do amendoim e
apresenta distribuicdo diferenciada no genoma AA e BB de A. hypogaea, sendo
mais abundante no primeiro. O numero de cdpias estimado para cada uma das
espécies foi de: 4893 + 1281,6 para A. hypogaea; 3122,8 + 2382,5 para A.

duranensis e de 823 + 143,02 copias em A. ipaénsis.

Estudos filogenéticos e estatisticos permitiram demonstrar que esse elemento ¢
muito antigo, estando presente no genoma de espécies de diferentes grupos

vegetais.

Esse elemento provavelmente encontrava-se inativo no genoma do ancestral
comum das espécies parentais do amendoim. Apds a diferenciacdo em A.
duranensis ¢ A. ipaénsis o retroelemento aumentou seu nimero de cdpias no
genoma AA a aproximadamente 2-6 milhdes de anos e permaneceu praticamente

inativo no genoma BB.

Ao mesmo tempo em que apresenta um moderado nimero de copias, o elemento
ndo sofreu metilagdo em nenhuma das espécies de Arachis. Além disso, a
sondagem de 20 mil seqiiéncias de ESTs ndo revelou nenhuma homologia com a
do gene da transcriptase reversa, mostrando nao haver a presenca de copias de

mRNA transcritas.

A distribuig¢do das seqii€ncias nos cladogramas mostrou que este retrotransposon

provavelmente cessou sua atividade antes do surgimento de 4. hypogaea.

O acumulo de mutagdes sindnimas e ndo-sindnimas nas seqiiéncias desse
elemento, isoladas das trés espécies, permitiu observar que, apesar de ser

abundante no genoma, a seqiiéncia do gene da enzima transcriptase reversa vem
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sofrendo modificagdes que indicam perda da funcdo dessa proteina e que esta pode

ser a causa principal da inativa¢do do elemento.

VIII) A sondagem da biblioteca BAC vem mostrando que esse elemento pode vir a

constituir um marcador cromossdmico preferencial para o genoma AA.
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8. Perspectivas

Dentre os possiveis trabalhos com retrotransposons a serem realizados, espera-se
primeiramente terminar o seqiienciamento do elemento estudado nesta dissertacdo e nomea-
lo. Em seguida esperamos induzir uma possivel ativacdo desse elemento no genoma de
diversas espécies, a partir do uso de luz ultravioleta ou radiacdo e estudar os efeitos genéticos
gerados, tais como mudangas morfolégicas e surgimento de polimorfismos, visando o
mapeamento dos genes envolvidos com essas caracteristicas.

Como esse foi um trabalho pioneiro de caracterizagdo de retrotransposons no genoma
de Arachis sp, o isolamento e caracterizacdo de novos elementos de diferentes tipos e classes

pode ajudar a melhorar a compreensao da organiza¢ao dos genomas dessas espécies.
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Apéndice

Figura 24. Dot blot dos clones obtidos apds subclonagem de fragmentos oriundos de digestdo de DNA
gendmico de A. hypogaea com Hindlll (vermelho). Como sonda foi utilizado DNA genémico do proprio
amendoim. Os clones com maior sinal de hibridizagdo foram escolhidos para seqiienciamento automatico. Em

azul estdo os clones E12 e FO5 obtidos em trabalhos anteriores.
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Figura 25. Fragmentos polimoérficos de DNA obtidos por AFLP utilizando-se iniciadores desenhados
exclusivamente para amplifica¢do da seqiiéncia do clone E12. As amostras foram amplificadas no genoma de 4.
duranensis, A. stenosperma (genoma AA) e da planta hibrida entre elas. As bandas marcadas com as setas foram
escolhidas para seqiienciamento automatico. Apos o seqlienciamento dos clones e das bandas polimorficas, as

seqiiéncias alinharam-se para comporem um contig (consenso) apenas.
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Figura 26. Southern blot para andlise de metilacdo em A.
ipaénsis (esquerda) e no Anfidiploéide sintético (direita),
utilizando as enzimas Mbol e Sau3Al e como sonda a
seqiiencia de E12 que agora acredita-se fazer parte do
retrotransposon utilizado nesta dissertagdo. Nenhum sinal de

metilagdo foi encontrado.

Figura 27. Distribui¢do da seqiiéncia do clone E12 no genoma de 4. hypogaea. Em azul coloragdo com DAPI.
Em verde a hibridizagdo da mesma lamina utilizando o clone repetitivo com sonda. O padrio obtido ¢ muito

semelhante ao do retrotranspon caracterizado neste trabalho. Foto: Stephan Nielen, 2005 (dados ndo publicados).
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ANEXO 1
Extracao de DNA

Tampao CTAB 2x

2% de CTAB

100mM Tris-HCI (ph=8)
20mM EDTA (ph=8)
1,4M NaCl

1% PVP 40

Tampao CTAB Ix

1% de CTAB

50mM Tris-HCI (ph=8)
20mM EDTA (ph=8)

Solucdes utilizadas no Dot blot

Soluc¢io de pré-hibridizacao e hibridizacao:
SSC 5x

0,1% N-laurilsarcosine

0,02% SDS

50% formamida

5% blocking reagent

Solucio de lavagem I
SSC 2x
0,1% SDS

Solucio de lavagem I1
SSC 0,25x
0,1% SDS

Soluciao Ac. Maleico
Ac maleico ph= 7,5
Tween (20) 0,3%

Solucio de detecgdo (ph=9,5)
Tris-Hel 0,1M
NaCl 0,1M



Solucoes utilizadas no Southern blot

Solucio de Depurinacao
HCI1 250 mM

Soluciao de Desnaturacao
NaCl 1,5M
NaOH 0,5M

Solucio de Neutralizaciao
NaCl 1,5M
Tris-HCI 0,5M

Solu¢iao Denhardts 50x (100mL)

lg de BSA
1g Ficoll 400
1g PVP 40

Dissolver em H,O Mili-Q autoclavada

Soluc¢io de Esperma de salmiao 4mg/mL (10mL)

40mg de espermidina

Completar com H,O Mili-Q autoclavada

Soluc¢io de pré-hibridizacao (25mL)

SSC 20x
Denhardts 50x

SDS 20%

Esperma de salmio 4mg/ml-------
H,O

Soluc¢iao de lavagem I (500mL)
SSC 1x

SDS 0,1%

Utilizar a solugao a 65°C

Soluc¢io de lavagem II (500mL)
SSC 0,1x
SDS 0,1%

6,25mL
2,5mL
0,625mL
120uL
15,626mL
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ANEXO II

Seqiiéncias FASTA dos clones do retrotransposon contendo o gene da enzima
transcriptase reversa utilizadas no trabalho.

A. duranensis

>Ad-Athila-1
tctaaatccagccatgaaggaggtggtgcagaaagaagtcactaaattactagaggctgggattatttatcctatttctgatagecectgggtgagecctgtccaagte
gttcccaaaaagggaggaatgacagtggticataatgaaaaaatgaactggttcctataaggacagtcacagggtggegeatgtgtattgactacagaaggcetcaat
acagccactagaaaggatcattttcctttaccattcatagaccaaatgctagaaagactagctggccatgattattactgcetttttggatggctattcaggetacaaccaa
attgcagtagatcctcaggaccaagagaaaacagcattcacttgeccttetggegtgtttgectataggaggatgcecttttggtetgtgeaatgecacctgeaacctttca
gaggtgcatgctctctatcttctcagatatggtagagaaatttctggaagtcttcatggatgacttttcagtatatggagactcattcagcetectgtcttaatcacctagecac
ttgtcttgaaaaggtgccaagagactaacctggtittaaactgggagaaatgtcactttatggtgactgaaggaattgtecttgggcacaaaatttcaaacaagggaata
gaggtggataaggcaaaggtagaggtaattgaaaaattaccaccacctgecaatgttaaggcaatcagaagctttctggggceatgcagggttctacagaaggtttat
aaaggatttttcaaaaattgcaaaacctctgagtaacctgttagctgctgacacaccatttgtgtttgacacacagtgtctgecaggegtttgagaccctgaaagctaage
tggtcacagtaccagtcatctctgeatcagattggacattgecatttgaactgatgtgtga

>Ad-Athila-4
ctaaatccagccatgaaggaggtggtgcagaaagaggtcactaagttactagaggctgggattatttatcctatttctgatageccctgggtgagecectgtecaagttg
tccccaagaagggaggcatgacagtggttcataatgaaaagaatgaactggttcccacaagaacagttacaaggtggeatatgtgtattgactacagaaggetcaat
acagccaccagaaaagatcattttcctttaccattcatagaccaaatgctagaaagactagetggtcatgattattactgetttttggatggcetatttaggttacaaccaaat
tgcaaaagatcctcaggaccaagagaagacagcattcacttgeccttetggegtgtttgectacagaagaatgecttttggtetgtgtaatgeacctgtaactttttagag
atgcatgctatccatcttctctgatatggtagagaagttcctggaagtcttcatagatgacttctcagtatatggagactcattcagetectgtcttaattatctageacttgt
cctgaaggtgccaagagactaacctggtettaaactgggagaaatgtcacttcatggtgactgaaggaattgtecttgggeacaaaatttcaggcaagagaataaag
gtggatcaagcaaaggtagaagtaattgaaaaattaccaccacctaccaatgttaaggcaatcagaagcetttctagggcatgeaggattttacaaaaggttcataaag
aacttttcaaaaattgcaaaacctctaagcaacctgctagetgetgacacgcecatttgtgtttgacacagagtgtctgcaggegtttgagaccctgaaagecaagetgg
tcacagcaccagtcatctctgcaccagactggacattaccatttgaactgatgtgtgaa

>Ad-Athila-5
ctaaatccagccatgaaggaggtogtgcagaaagaggtcactaaattactagaggetgggattatttatcctatctctgatageceetgggtgageectgtccaagttg
tccccaaaaaggaaggceatgacagtggticataatgaaagaaatgaactggttcctacaagaacagtcacagggtggcgtatgtgtattgactacagaaggcetcaat
acagccaccagaaaggatcattttcctttaccattcatagaccaaatgctagaaagactagctggtcatgcttattactgetttttggatggttattcaggttacaaccaaa
ttgcagtagatcctcaggaccaagagaaaacagceatttacttgeecttctggegtgtttgectataggaggatgecttttggtetgtgtaatgetectgeaacctttcaga
gatgcatgttatccatcttctctgatatggtggagaaattcctggaagtcticatggatgacttctcagtatatggagactcattcagetectgtettgaccacctageactt
gtcctaaaaaggtgccaagagactaacctgattttaaactgggagaaatgtcactttatggtgactgagggaattgtecttgggeacaaaatttcaagcaggggaata
gaggtggataaggcaaaggtagaggtaattgaaaaattaccaccacctgccaatgttaaggcaatcagaagcetttctggggcatgcaggattctatagaaggtttata
aaggattttttgaaaatcgcaaaacctttgagcaacctgctagetgeggacacaccatttgtgtttgacacacagtgtctgcaggcatttgagaccctgaaagecaage
tggtcacagcaccagtcatttctgcaccagactggacattgccatttgaactgatgtgtgaa

>Ad-Athila-6
ctaaatccagccatgaaggaggtggtgcagaaagaggtcactaaattactagaggctgggattatttatcctatttctggtageccctgggtgagecectgtecaagttg
tccccaaaaagggaggcatgacagtggttcataatgaaaaaaatgaactggttcctacaagaacagtcacagggtggegtatgtgtattgactacagaaggctcaat
acagccaccagaaaggatcattttcctttaccattcatagaccaaatgctagaaagactagctggtcatgattattactgetttttggatggetactcaggttacaaccaa
attgcagtagatcctcaagaccaagagaaaacagcatttacttgeccttctggegtgtttgcctacaggaggatgecttttggtetgtgtaatgetectgeaacctttcag
agatgcatgttatccatcttctctgatatggtggagaaattcctggaagtcttcatggatgacttctcagtatatggagactcattcagetectgtcttaatcacctageactt
gtcctgaaaaggtgccaagagactaacttggtittaaactaggagaaatgtcactttatggtgactgaaggaattgtecttgggeacaaaatttcaagcaggggaatag
aggtggataaggcaaaggtgaaggtaattgagaaattaccaccacctgccaatgttaaggcaatcagaagctttctggggcatgcaggattctacagaaggtttata
aaggatttttcgaaaattgcaaaacctttgagtaacctgatagetgctgacacaccatttgtgtttgacacacagtgtctgecaggeatttgagaccctgaaagetaaget
ggtcacagcaccagtcatctctgcaccagattggacattgecatttgaactgatgtgtgaa
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>Ad-Athila-8
ggagatgataggtgcagaaggaggtcactaaattactagaggcetgggattatttatcctatttctgatageccctgggtatgeectgtccaagtegtecctaagaaggg
tggcatgacagtggttcataatgaaaaaatgtactggticcaacaagaacagttacagggtggcgtatgtgtattgattacagaaggctcaatacagetaccagaaag
gatcattttcttttaccattcatagactagatgctagaaagattaacaggtcatgaatactactgcttcttggatggatattcaggttataatcaaattgtagtagatccccag
gatcaagagaaaatagctttcacatgtccatctggagtatttgcatacagaaggatgecatttggtctgtgeaatgeacctgtaacctttcaaagatgcettgetctetatttt
ctctgetatggtggaaaaatttctagaagtctttatggatgacttttcaatatttggagactcattcagetectgtettgaccatctageacttgttctaaagaggtgecaag
agactaacctggttttaaactgggagaaatgtcagtttatggtgactgaaggaattgtccttgggcacaaaatttcgaacaagggaatagaggtggatcaagetaagg
tagaggtaattgaaaaaataccaccacctgccaatgttaaggcaatcagaagcetttctggggcatgcaggattctataggaggtttataaaagatttttcaaaaatcgece
aaacctctgagtaatctgctagetgctgacacactatttatctttgataaggagtgtctgecaggegtttaacactctgaaagetaagetggtcacaacaccagtcatetct
gcaccagattgaacattaccatttgaactgatgtgtgaa

>Ad-Athila-12
gtacgcacaagatcctattggagggtgacgctaagecaatggttcattcacagaggeggetgaatctagecatgaaggaggtggtgcagaaggaggtcactaaatt
actagaggctgagattatttatcccatctctgatagaccctgggtaagecctgtccaagtegtccctaagaagggtageatgacagtggttcataatgaaaaaaatgaa
ctggttcctacaagaacagttacaggatggcegtatgtgtattgattactgaaggctcaatacagetaccagaaaggatcgttttcctttaccattcaaagaccagatgct
agaaagactagcaggtcatgaatactactgcttcctggatagatattcaggttataatcaaattgcagtagatccccaggatcaagagaaaacagcattcacatgeac
atctagagtattcacatacagaaggatgccatttggectgtgcaatgcacctgcaacctttcaaaggtgcatgctttctattttttgtgatatggtggaaaaatttctggaa
gtcttcatggatgacttttcagtatttggagactcattcagetcctgtcttgacacctageacttggtctaaagaggtgecaatagactaacctggttttaaactgggaaaa
atgtcactttatggtgactgaaggaattgtccttgggceacaaaatttcgatcaagggaatagaggtaagtagaggtaattgaaaaattaccaccacctgccaatgttaa
ggcaatcagaagctttctggggcatgcaggattctataggaggtttataaagatttttcaaaaattgccaaacctctgagtaatctgetagetactgacacgecatttatct
ttgataaggagtgtctgcaggegtitgagactctgaaagetaagetggtcacageaccagtcatctctgeaccagactggacactaccatttgaactgatgtgtgaa

>Ad-Athila-13
ctaaatccagccatgaaggaggtggtgcagaaagaggtcactaaattactagaggetgggattatctatcctatttctgatageecctgggtaagecctatccaagte
gtcectaagaaaggegecatgacagtggtecataatgaaaaaaatgaactggttcctacaagaatagttacagggtggegtatgtgtattgattatagaaggetcagt
acagccaccagaaaggataatttttctttaccattcatagacctgatgctagaaagactggcaggtcatgaatactactgcttcctagatggatattcaggttataatcaa
attgcagtagatccccaggatcaagagaaaacagcattcacatgtccatccggagtatttgcatacagaaggatgcecatttggtetgtgcaatgeacctgeaaccttte
aaaggtgcatgctctctattttctctaatatggtggaaaaatttctggaagtcttcatggatgactttttagtatttggagactcattcagetcctgtettgaccatctageact
tgttctaaagaggtgccaagagactaaccggttttaaactggaaaaaatgtcactttatggtgactgaaggaattgtecttgggcacaaaatttcgaacaagggaatag
aggtggatcaagctaaggaaaaattaccaccacctgccaatgttaaggcaatcagaagcetttctggggocatgtaggattttataggaggtttataaaggatttctcaaa
aattgccaaacctctaagtaatctgttagetgctgacatgctatttatctitgataaggagtgtctacaggceatttgagactctgaaagcetaaattggtcacagcaccaate
atctctgcaccaaactggacattaccatttgaactgatgtgtgaa

>Ad-Athila-16
ctaaatccagccatgaaggaggtggtgcaaaaagaggtcactaaattactagaggcetgggattattcatcctatttctgatageccctgggtgagecctgeccaagtt
gtccccaaaaagggaggcatgacagtggticataatgaaaaaaatgaactggttcctacatgaacagtcacagggtggegtatgtgtattgactacagaaggetcaa
tatagccaccagaaaggatcattttcctttaccattcatagaccaaatgctagaaagactagetggtcatgattattactgcetttttggatggctattcaggttacaaccaa
attgcagtagatcctcaggaccaagagaaaacagcatttacttgeccttetggegtgtttgectacagaaggatgecttttggtetgtgtaatgetectgeaacctttcag
agatgcatgctatccatcttctctgatatggcggagaaatttcttgaagtctttatggatgacttctcagtatatggagactcattcagcetectgtcttaaccacctatcactt
gtcctgaaaaggtgccaagagactaacctggttttaaactgggaaaaatgtcactttatggtgactgaaggaattgtecttgggcacaaaatttcaagcatgggaatag
aggtggataaggcaaaggtagaggtaattgaaaaattaccaccacctgccaatgttaaggcaatcagaagcetttctggggcatgcaggattctacagaaggtttataa
aggatttttcgaaaattgcaaaacctttgagtaacctgctagetgetgacacaccatttgtgtttgacacacagtgtctgcaggceatttgagaccctgaaagetaagetg
gtcacagcaccagtcatctctgcaccagattggacattaccatttgaactgatgtgtgaa

>Ad-Athila-2
aaggacacacaagacagctcttgggtggtcaatcagtgatcttaagggcattageccagecagatgeatgcacaagatcttactggaggatgacgecaagecagtg
gttcaaccacaaaggcggctgaatccagecatgaaaaaagtggtgcagaaagaggtcactaaattactagaggetgggattatttatectatttctgacageccctgg
gtgagcectgtccaagttgtccctaagaaaggtggcatgatagtggtttataatgaaaaaaatgaactggttcctacaagaacagttacagggtggegtatgtgtattg
attatagaaggctcaatacagccaccagaaaggatcattttcctttaccattcatagaccagatgctagaaagactagcaggtcatgaatactactgettcctggatgga
tattcaggttataatcaaattgcagtagatccccaggatcaggagaaaacaacattcacatgeccatctggagtatttgcatacaggaggataccatttggectgtgea
atgcacctgcaacttttcagaggtgcatgctctcaattttctctgatatggtggaaaaattcctggaagtettcatggatgacttttcagtatttagagactcattcagetect
gccttaaccatttageacttgttctgaaaagataccaagagactaacctggttttaaactgggaaaaatgtcactttatggtgactgaagggattgtccttgggcacaaa
atttcgaacaagggaatagaggtggatcaagctaaggtagaagtaattgaaaaattaccaccacctgccaatgttaaggaaatcagaagcetttctggggcatgcagg
attctataggaggtttataaaggatttttcaaaaatcgccaaacctctgagcaacctgetagetgetgacacgecatttatatttgataaagagtgtctgcaggeatttgag
actctgaaagctaaattggttacagcaccaatcatctctgecaccagactggacattaccatttgaactgatgtgtgaa
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>Ad-Athila-3
tgtacgcacaagatcctattggaagataatgccaagecagtggttcaaccacagaggeggctaaatccaaccatgaaggaggtggtgcagaaagaggtcactaag
ttactagaggctgggattatttatcctatttctgatageecctgggtgagecctgttcacgttgtccccaaaaagggaggcatgacagtggticataatgaaaagaatga
actggttcctacaagaacagttatagggtgocgtatgtgttgactacagaaggctcaatacagccaccagaaaggatcattttcccttaccattcatagaccagatget
agagagactagcaggtcatgaatactactgctttttgaatggctattcaggttacaaccaaattgtagtagatcctcaggaccaagagaaaacagcattcacatgtectt
ctggagtatttgcctacagaaggatgccctttggtctgtgtattgcacctgcaaccttttagaggtgceatgetttctatctictctgatatggtagagaagttcttggaagte
ttcatggatgacttctcagtattttgagactcattcagetcctgtettgatcatttagcacttgtcctgaaaaggtgccaagagaccaacctagttttaaactggaaaaaatg
tcactttatggtgactgaagggattgtcattgggcataaaatticaaacaagggaatagaggtagatcaagctaaagttgaagtaattgaaaaattaccaccacctgec
aatgttaaggcaatcagaagctttctggggcatgcaggattctacagaaagtttataaaggatttttcaaaaattgcaaaacctctgagtaatctgetagetgetgacatg
ccatttatctttgataaggagtgtttgcaggegtttgaaactttgaaagcetaagetggtcacageaccagtcatctctgecaccagactggacattaccatttgaactgatg

tgtga

>Ad-Athila-7
aaggacacacaagacagctcttgggtgotccatcagtgatcttaaaggcattagcccagecagatacatgaagaagatectattggagggtgatgetaagecagtg
gttcaaccacagtgacggctaaatccagccatgaaggaggtggtgcaaaagaaggtcactaaattactagaggctgggattatttatcctatttttgatagecectggg
ttagccctgtccaagtcatccctaagaagggtgocatgacagtggttcataatgaaaaaatgaactggttcctacaagaacagttacaaggtgacgtatgtgtattgatt
atagaaggctcaatatagctaccagaaatgatcattttcctttaccattcatagaccagatgctagaaagactagcaggtcatgaatactactgettcttggatgaatattc
aggttataatcaaattgcagtagatccccaggatcaagagaaaacagcattcacatgtccatctggagtatttgcatacagaagaatgcecatttggtatgtgcaatgea
cctgcaacctttcaaaggtgcatgcetctctattttctctgatatggtggaaaaatttctggaagtcttcatggatgacttttcagtgtttgaagactceattcagetectgtettg
accatctagcacttgttctaaagagatgccaagagactaacctggttttaaactgggagaaatgtcactttatggtgactgaaggaattgtecttgggeacaaaatttcg
aacaagggaatagaggtggatcaagctaaggtagaggtaattgaaaaattaccaccacctgecaatgttaaggcaatcagaagcetttctggggcatacaggattcta
taggaggtttataaaagatttttcaaaaatcgccaaacctctgagcaatctgctagetgetgacacgcecatttatctttgataaggactgtctccaagagtttgagactcta
aaagctaagctggtcacagcaccagtcatctctgcaccagactagacattaccatttgaactgatgtgtgaa

>Ad-Athila-9
aaggacacacaagacagctcttgggtgotccataagtgatcttaagggceattaggecagceaagatgcatgcacaagatcctattggaagataatgccaagecagtg
gttcaaccacagaggaggctaaatccagcecatgaaggaggtggtgcagaaagaggttactaagttactagaggetgggattatttatcctatttctgatageacctag
gtgagecctgtccaagttgtccccaagaagggaggcatgacagtggticataatgaaaagaatgaactggttcgecacaagaacagttacagggtgecgtatgtgtat
tgactacagaaggctcaatacagccactagaaaggatcattttcctttaccattcatagaccaaatgctagaaagactagetggtcatgattattactgetttttggatgg
ctattcaggttacaaccaaatttcaatagatcctcaggaccaagagaagacagcattcacatgtccttctggagtatttgectacagaaggatgtactttggtctgtgtaa
tgcacctgtaacttttcagagatgcatgctatccatcttctttgatatggtagagaagttcctggaagtcttcatggatgacttctcagtatatggacacttattcagetectg
tcttaatcatctagcacttgtcctgataaggtgccaagagactaacctggtcttaaactgggagaaatgtcacttcatggtgactgaaggaattgtecttgggcacaaaa
ttttaggcaagggaatagaggtggatcaagcaaaggtagaagtaattgaaaagtttccaccacctaccaatgttaaggcaatcagaagctttctagggeatgcagaat
tttacataaggttcataaaggactttcaaaaattgcaaaacctttaagaaaccttctagctgetgacacgecatttgtgtttgacacaaagtgtctgcaggegtttgagac
cctgaaagccaagetggtcacaacaccagtcatctctgecaccagattggacattaccatttgaactgatgtgtgaa

>Ad-Athila-10
aaggacacacaagacagctcttgggtgotccataagtgatcttaagggcattagcccagetagatgeatgcacaagatectgttggaggataatgecaaaccagtg
gtccaaccacagaggaggctaaatccagecatgaaggaagtggtgcagaaagaggtcactaaattactagaggctgggattatttatcctatttctgatagecectgg
gtgagcecctgtacaagttgtccccaagaagggaggcatgacagtagticataatgaaaaaaatgaactggttcctacaagaacagtcacagggtggegtatgtgtat
tgactacagaaggctcaatacagccaccagaaaggatcattttcctttaccattcatagaccaaatgctagaaagactagetggtcatgattattactgetttttggatgg
ctattcaggttacaaccaaatcgcagtagatcctcaggaccaagagaaaacagcattcacttgeccttetggegtgtttgectacaggaggatgcecttttggtetgtgta
atgctcctacaacctttcagagatgcatgttatctgtcttctctgatatggtggagaaattcctggaagtcttcatggatgacttctcagtatatggagactcattcagetce
tgtcttaatcacctagcacttgttictgaaaaggtgccaagagattaacctggttttaaactgggagaaatgtcactttatggtgactgaaggaattgtecttggacacaaa
atttcaagcaggggaatagaggtggataaggcaaaggtagaggtaattgaaaaattaccaccacctgecaatgttaaggeaatcagaagcetttctggggcatgeag
gattctacagaaggtttataaaggatttttcgaaaattgcaaaacctttgagtaacctgetagetgetgacacaccatttatgtttgacacatagtgtctgtaggeatttgag
accctgaaagctaagcetggtcacageaccagtcatctctacaccagattggacattgecatttgaactgatgtgtgaa

>Ad-Athila-11
aaggacacacaagacagctcttgggtggtccataagtgatcttaagggtattagcccagetagatgeatgecacaagatectattggaggataatgccaaaccagtgg
tccaaccacagaggaggctaaatcctgecatgaaggaggtggtgcagaaagaggtcactaaattactagcggetgggattatttatcctatttctgatagecectggg
tgagccctgtccaagttattcccaaaaagggaggcatgacagtggttcataatgaaaaaaatgaactggttcctacaaggacagtcacagggtggcgcatgtgtatt
gactacagaaggctcaatacagccaccagaaaggatcattttcctttaccattcatagaccaaatgctagaaagactagetggccatgattattactgetttttggatgg
ctattcaggctacaaccaaattgcagtagatcctcaggaccaagagaaaacagcattcacttgeccttetggegtgtttgcctacaggaggatgecttttggtetgtgc
aatgcacctgcaacctttcagaggtgcatgctctctatcttctcagatatggtagagaaatttctggaagtcttcatggatgacttttcagtatatggagactcatttaacte
ctgtcttaatcacctagcacttgtcttgaaaagatgccaagagactaacctggttttaaactgggaaaaatgtcactttatggtgactgaaggaattgtecttgggtacaa
aatttcaagcaagggaatagaggtggataaggcaaaggtagaggtaattgaaaaattaccaccacctgccaatgttaaggcaatcagaagctttctggggcatgea
gggttctacagaaggtttataaaggatttctcaaaaattgcaaaacctctgagtaacctgttagetgetgacacaccatttgtgtttgacacacagtgtctgecaggeattt
gagaccctgaaagctaagetggtcacageaccagtcatecttgecaccagattggacattgecatttgaactgatgtgtgaa
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>Ad-Athila-14
aaggacacacaagacagctcttgggtggtccatcagtgatctcaaaggeattagcccagecagatgcatgeacaagatectattggagggtgacgecaagecagt
ggttcaaccacaaaggcggcetgaatccatccatgaaggaagtggtgcagaaggaggtcactaaattactagaggctgggattatttatcctatttctgacageccctg
ggtgagccectatccaagttgtccctaagaaaggtggcatgacagtggttcacaatgaaaaaaatgaactggttcctacaagaacagttacagggtggegtatgtgtat
tgattatagaaggctcaatacagccaccagaaaggaccattttcctttaccattcatagatcaaatgctagaaagactggeaggtcatgaatactactgettcctggatg
gatatttaggttataatcaaattgcagtagatccaaaagatcaagagaaaacggcattcacatgtccatctggagtatttgcatacagaaggatgccatttggtctgtec
aatgcacctgcaacctttcagaggtgtatgctctcaattttctttgatatggtggaaaagtttctggaagtcttcatgaatgacttttcagtatttggagactcattcaactect
gtcttgaccatctageacttgtictaaagagatgccaagagactaacctggttttaaactgggaaaaatgtcactttatggtgactgaaggaattgtecttgggeacaaa
atctcgaacaagggaatagaggtggatcaagctaaggtagaggtaattgaaaaattaccaccacctgecaatgttaaggcaatcagaagcetttctggggcatgeag
gattctataggaggtttataaaggatttttcaaaaatcgccaaacctctgagceaacctgetagetgetgatacgecatttgtctttgataaggagtgtetgeaggceatttga
gactctgaaagctaaattggtcacagcaccaatcatctctgcaccagactggacattaccatttgaactgatgtgtgaa

>Ad-Athila-15
aaggacacacaagacagctcttgggtggtccatcagtgatcttaagggcattagecccagecagatgtatgcacaagatectattggagggtgacgecaaaccagtg
gtccaaccacaaaggtggctgaatccagecatgaaagaagtggtgcagaaagaggtcactaaattactagaggctgggattatttatcctatttctgacageccctgg
gtgagecctgtccaagttgtccctaagaaagatggcatgacagtggttcataatgaaaaaaatgaactggttcctacaagaacagttacagggtggcgtatgtgtattg
attatagaaggctcaatacagccaccagaaaggatcattttcctttaccattcatagaccagatgcetagaaagactggcaggtcatgaatactactgcttcetggatgg
atattcaggttataatcaaattgcaatagatccaaaagatcaagagaaaatggcattcacatgtccatttggagtatttgcatacagaaggatgccatttggcctgtgeaa
tgcacctgeaacctttcagaggtgcatgctctcaattttctctgatatggtggaaaaatttctggaagtcttcatggatgacttttcagtatttggagactcattcagetectg
tcttgaccatttagcacttgttctaaagagatgccaagagactaacctggttttaaactgggaaaaatgtcacttcatggtgactgaaggaattgtecttgggcacaaaat
ctcgaacaagggaatagaggtggatcaagctaaggtagaggtaattgaaaaattaccacgacctgecaatgttaagacaatcagaagctttttggggcatgcaggat
tctataggaggtttataaaggatttttcaaaatttgccaaacctctgagcaacctgetagetgetgacacgecatttatetttgataaagagtgtctgtaggeatttgagact
ctgaaagctaaattggtcacagcaccaatcatctctgcaccagactagacattaccatttgaactgatgtgtgaa

>Ad-Athila-19
ggagatgataggtgcagaaggaggtcactaaattactagaggcetgggattatttatcctatttctgacageccctgggtgagecctgteccaagttgtccctaagaaag
gtggcatgacagtggticataatgaaaaaaatgaactagttcctacaaggacagttacagggtggcegtatgtgcattgattacagaaggctcaatacagecaccaga
aaggatcatttttctttaccattcatagaccagatgctagaaagactagcaggtcatgaatactattgcttcctggatggatattcaggttataatcaaattgcagtagatcc
ccaagatcaggagaaaacggcattcacatgcccatctggagtatttgcatacagaaggatgecatttggectgtgcaatgeacctgeaacctttcagaggtgeatget
ctcaattttctctgatatggtggaaaaattcctggaagtcttcatggatgacttttcagtatttggagactcattcagetcctgecttaaccatttageacttgttctgaaaag
atgccaagagactaatctggttttaaactgggaaaaatgtcactttatggtgactgaaggaattgtccttgggcataaaatttcgaacaaggggatagaggtggaccaa
gctaaggtagaagtaattgaaaaattaccaccacctactaatgttaaggcaatcagaagctttctggggceatgcaggattctataggaggtttataaaggatttttcaaa
aatcaccaaacctctgagcaacctgetagetgcagacacgccatttatctttgataaagagtgtctgcaggceatttgagactctgaaagctaaattggttacageacca
atcatctctgcaccagactggacattaccatttgaactgatgtgtgaa

>Ad-Athila-21
ctaaatccagccatgaaggaggtggtacagaaagaggtcactaaattactagaggetgggattatttatcctatttctgatageccctgggtgagecatgtccaagttg
tccccaagaagggaggceatgacagtggticatattgaaaagaatgaactggticctacaagaacaattatagggtggegtatgtgtattgattacagaaggctcaata
caaccaccagaaaggatcattttcctttactattcatagaccaaatgctagaaagactaactggtcatgattattactactttttggatggctattcaggttacaaccaaatt
gcagtagatcctaaggactaagagaaaacagcattcacttgeccttctggegtgtttgectacagaagaatgcecttttggtetgtgtaatgcacctgeaacttttcagag
atgcatgctatccatcttctctgatatagtagagaagttcctagaagtcttcatggatgacttctcagtatatggagactcattcagetectgtcttaatcatctageacttgt
cctgaaaaggtgccaagagactaacctggtettgaactgggaaaaatgtcactttatggtoactgaaggaattgtecttgggcacaaaatttcaggcaagggaatag
aggtggatcaagcaaagatagaagtaattgaaaaattacaaccacctgecaatgttaaagcaatcagaagctttctagggeatgcaggattttacagaaggttcataa
aggatttttcaaaaattgcaaaacctctaagcaacctgetagetgctgacacaccatttgtgtttgacacagagtgtetgtaggegtitgagaccctgaaagecaagetg
gtcacagcaccagtcatctctgcaccagattagacattaccatttgaactgatgtgtgaa

>Ad-Athila-22
aaggacacacaagacagctcttgggtggtccataagtgatcttaagggcattaggecagcaagatgeatgcacaagatcctattggaagataatgecaagecagtg
gttcaaccacagaggaggctaaatccagcecatgaaggaggtggtgcagaaagaggttactaagttactagaggetgggattatttatcctatttctgatageacctag
gtgagecctgtccaagttgtccccaagaagggaggcatgacagtggticataatgaaaagaatgaactggttcgecacaagaacagttacagggtgecgtatgtgtat
tgactacagaaggctcaatacagccactagaaaggatcattttcctttaccattcatagaccaaatgctagaaagactagetggtcatgattattactgetttttggatgg
ctattcaggttacaaccaaatttcaatagatcctcaggaccaagagaagacagcattcacatgtccttctggagtatttgectacagaaggatgtactttggtctgtgtaa
tgcacctgtaacttttcagagatgcatgctatccatcttctttgatatggtagagaagttcctggaagtcttcatggatgacttctcagtatatggacacttattcagetectg
tcttaatcatctagcacttgtcctgataaggtgccaagagactaacctggtcttaaactgggagaaatgtcacttcatggtgactgaaggaattgtecttgggcacaaaa
ttttaggcaagggaatagaggtggatcaagcaaaggtagaagtaattgaaaagtttccaccacctaccaatgttaaggcaatcagaagctttctagggceatgcagaat
tttacataaggttcataaaggactttcaaaaattgcaaaacctttaagaaaccttctagctgctgacacgecatttgtgtttgacacaaagtgtetgcaggegtttgagac
cctgaaagccaagetggtcacaacaccagtcatctctgecaccagattggacattaccatttgaactgatgtgtgaa
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>Ad-Athila-26
aaggacacacagacagctcttgggtggttcatcagtgatcttaagggcattagetcagecagatgeatgcacaagatccaattggagggtgacgecaagecaatgg
tccaaccataaaggcggctgaatccagecatgaaggaagtggtgcagaaggaggtcactaaattactagaggettggattatttatcctatttctgacageccctggg
taagccctgtccaagtegtecctaagaagggaggeatgacagtggticataatgaaaaaaatgaactggttcctacaagaacagttacagggtggcgtatgtgtattg
attatagaaggctcaatacagccaccagaaaggatcattttcctttaccattcatagaccagatgctagaaagactagcaggtcatgaatactactgettcctggatgga
tatttaggttataatcaaattgcagtagatccccaagatcaagagaaaacggcattcacatgtccatctggagtatttgecatacagaaggatgecatttggectgtgeaa
agcacctgtaacctttcagaggtgcatgctctcaattttctctgatatggtggaaaaatttctggaagtcttcatggatgacttttcagtatttggagacttattcagetectg
tcttaaccatctageacttgtictaaagagatgccaagagattaacctggttttaaactgggagaagtgtcactttatggtgactgaaggaattgtecttgggeacaaaat
ttcaaacaagggaatagaggtggatcaagctaaggtagaggtaattgaaaaattaccaccacctgecaatgttaaggeaatcagaagcetttctggggcatgeagaat
tctataggaggtttataaaggatttttcaaaaatcgccaaacctctgagcaacctgetagetactgacacgecatttgtctttgataacgagtgtetgcaggeatttgaga
ctctgaaagctaaattggtcacaacaccaatcatctctgecaccaaactggacattgecatttgaactgatgtgtgaa

>Ad-Athila-23
aaggacacacaagacagctcttgggtgotcaatcagtgatcttaagggcattagcgcagecagatgeatgcacaagatectattggaggatgacgcetaagecagtg
gttcaaccacagaggcggctgaatccagecatgaaggaggtggotocagaaggaggtcactaaattactggaggctgggattatttatcctatttctgatageteetgg
atgagccctatccaagtcgtccctaagaagggtgocatgacagtggticataatgaaaaaaatgaactgattcctacaagaacagttacagggtgecgtatgtgtatt
gattacagaaggctcaacacagctaccagaaaggatcatttccctttaccattcatagaccagatgctagaaagactagcaagttgtgaatactactgettcttggatg
gatattcaggttataatcaaattgcagtagatccccaggatcaagagaaaacaacattcacatgtccatccggagtatttgecatacataaggatgtcatttggtctgtgea
atgcacctgcaacctttcaaaggtgcatgctctctattttctctgatatagtggaaaaatttctggaagtcttcatggatgacttttcagtatttggagactcattcagetect
gtcttgaccatctageacttgttctaaagaggtgccaagagactaacctgtttttaaactgggagaaatgtcactttatggtgactgaaggaattgtecttgggeacaaa
atttcgaacaagggaatagaggtggataaggcaaaggtagaggtaattgaaaaattaccaccacctgeccaatgttaaggcaatcagaagctttctggggceatgecag
gattctacagaaggttcataaaggatttttcaaaaattgcaaaacctttgagtaacctgctagetgetgacacaccatttgtgtttgacacacagtgtctgecaggceatttga
gaccctgaaagctaagetggtcacageaccagtcatctctgeaccagattggacattgecatttgaactgatgtgtgaa

>Ad-Athila-24
ctaaatccagccatgaaggaggtggtecagaaagaggtcactaagttactagaggctgggattatttatcctatttctgatageccctgggtgagecectgtecaagttg
tccccaagaagggaggcatgacagtggticataatgaaaaaatgaactggticgtgcaagaacagttacagggtggcgtatgtgtattgactacagaaggetcaata
cagccaccagaaaggatcattttcctttaccattcatagaccagatgcetagagagacagceaggtcatgaatattattgetttttggatggctattcaggttacaaccaaat
tgcagtagatcctcaggaccaagagaaaacagcatttacatgtccttctggagtatttgectacagaaggatgtcttttggtctgtgcaatgegectgeaaccttttaga
ggtgcatgctctctatcttcttagatatggtagagaaatttctggaagtcttcatggatgacttttcagtatttggagactcattcaactcctgecttaaccatctageacttgt
tctgaaaagatgccaagagaccaacctagttttaaactgcgaaaaatgtcacttcatggtgactaaggggattgtecttgggeataaaatttcaagcaagggaataga
ggtggatcaagcaaaggtagaggtaattgaaaaattaccaccacctaccaatgttaaggcaatcagaagctttctgggacatgcaggattctatagaaggtttataaa
ggatttttcaaaaattgcaaaacctctgagtaacctgctagetgetgacacaccatttgtgtttgacacacagtgtctgecaggeatttgagaccctgaaagetaagetgg
tcacagcaccagtcatctctgcaccagactggacattaccatttgaactgatgtgtgaa

>Ad-Athila-18
aaggacacacaagacagctcttgggtgatccatcagtgatcttaagggcattagcccagecagatgcatgeacaaaattttattggagggtgacgetaagecagtgg
ttcaaccacaaaggceggctgaacccagecatgaaggaggtggtgcagaaggaggtcactaaattactaggggctgagattatttatcctatttctgatageeccagg
gtaagccctgtccaagtcgttcctaagaagggtggcatgacagtggticataatgaaaataataaactggticctacagaacagttacagggtggcgtatgtgtattaa
ttacagaaggctcaatacagccaccagaaaggatcattttcctttaccattcatagactagatgctagaaagactggcaggtcatgaatactaccgettectggatgga
tattcaggttataatcaaattgcagtagatccccaggatcaagagaaaatagcattcacatgtccatccggagtatttgcatacagaaggacgccatttagtctgtgeaa
tgcacctgcaacctttcaaaggtgcatgetctcaattttctctgatatggtggaaaaatttctggaagtetticatggatgacttttcagtatttggagactcattcagetectg
tcttgaccatctageacttgttctaaagaggtgccaagagactaacctggttttaaactgggagaaatgtcactttatggtgactgaaggaattgtecttggacacaaaat
ttcgaacaagggaatagaagtggatcaagctaaggtagaggtaattgaaaaattaccaccacctgecaatgttaaggcaatcagaagcetttctggggcatgecaggat
tctataggaggtttataaaggatttttcaaaaatcgccaaacctctgageaacctgetagetgetgacacgecatttatctttgataaggagtgtctgecaggeatttgaga
ctaggaaagccaagctggtcacaacaccagtcatctctgecaccagactggacattaccatttgaactgatgtgtgaa

>Ad-Athila-17
aaggacacacaagacagctcttgggtggtctatcagtgatcttaagggcattacccagecagatgeatgeataagatcctattggagggtgacgcetaagecagtggt
tcaaccacagaggcgactgaatccagccatgaaggagetggtgcagaaggaggtcgctaaattactagaggctgagattatttatcccatttctgatagecectggg
taagccctgtccaagtegtecctaagaagggtggtatgacagtggticataatgaaaaaaaatgaactgattcctacaagaacagttatagggtggcgtatgtgtattg
attatagaagactcaatacagccaccagaaagaatcattttcctttaccattcatagaccagatactagaaagactggcaggtcataaatactactgettcctggatgga
tattcaggttataatcaaattgcagtagatccccaagatcaagagaaaacagcattcacatgtccatccggagtatttgecatacagaaggatgecatttggectgtgea
atgcacctgcaacctttcaaaggtgcattctctctattttctctggtatggtggaaaaatttctggaagtettcatggatgacttttcagtatttggagactcattcagetect
gtcttgaccatctageacttgttctaaagaggtgccaagagactaacttggttttaaactcggaaaaatgtcacttcatggtgactgaaggaattgtecttgggcacaaa
atcttgaacaagggaatagaggtggatcaagctaaggtagaggtaattgaaaaattaccaccacctgecaatgttaaggcaatcagaagcetttctgaggeatgeagg
attctataagaggtttataaaagatttttcaaaaatcgccaaacctctgagtaatctgctagetgetgacacactatttatctttgataaggagtgtctgcaggceatttgaga
ctttgaaagctaagctggtcacagcaccagtcatctctgecaccagactggacattaccatttgaactgatgtgtgaa
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>Ad-Athila-27
catgctceeggecgecatggeggecgegggaattcgattgtacgcacaagatectattggaggatgatgetaagecagtagttcaaccacagaggeggctaaatc
cagccatgaaagaggtggtgcagaaagaggtcactaagttactagaggeggggattatttatcctatttctgatageccctgggtaagecctgtecacgttgtceeca
aaaagggaggcatgacagtggttcataatgaaaagaatgaactggttcctacaagaacagttacagggtggegtatgtgtattgactacagaaggcetcaatacagee
accagaaaggatcattttttctttaccattcatagaccagatgctagagagactagcaggtcatgaatactactgctttttggatggctattcaggttacaaccaaattgea
atagatcctcaggaccaagagaaaacagcattcacatgtccttctggagtatttgectacagaaggatgecctttgtctgtgtaatgcacctgcaacctttcacaagtge
attctctctatcttctctgatatggtggaaaagttcctagaagtcttcatggatgactctcagtatttggagactcattcagetectgtettgatcatttagecacttgtectgaa
aaggtgccaagagactaacctggtcttaaactgggaaaaatgtcactttatggtgactgaaggaattgtccttgggcacaaaatttagaacaaaggaatagaggtgg
atcaagctaaggtggaggtaattgaaaaattaccaccacctgecaatgttaaggcaatcagaagcetttctggggcatgecaggattctacagaaggtttataaaggttttt
caaaaattgccaaacctctgagtaatctactagetgctgacacaccatttatctttgataaggagtgtctgcaggcegtttgagactctgaaggctaagetggtcacagea
ccagtcatctctgcaccagactggacattaccatttgaactgatgtgtgaa

>Ad-Athila-28
ctaaatccagccatgaaggaggtggtecagaaagaggtcactaaattactagaggctgggattatttatcctatttctaatageccctgggtgagecctgtecaagttg
tccccaaaaagggaggcatgacagtggttcataatgaaaaaaatgaactggttcctacaagaacagtcacagggtggegtatgtgtattaactacagaaggcetcaat
acagccaccagaaaggatcattttcctttaccattcatagaccaaatgctagaaagactagetggtcatgattattactgetttttggatggctattcaggetacaaccaa
attgcagtagaccctcaggaccaagagaaaatagcatttacttgcccettetggegtgtttgectacagaaggatgecttttggtetgtgeaatgeacctgeaacctttca
aaggtgcatgctctctatcttctcagatatggtagagaaatttctggaagtcttcatggatgacttctcagtatacggagactcattcagetectgtettaatcacctagea
cttgtcctgaaaagatgccaagagactaacctagttttaaactgggagaaatgtcactttatggtgactgaaggaattgtcecttgggcacaaaatttcaagcaggggaa
tagaggtggataaggcaaaggtagaggtaattgaaaaattaccaccacctgeccaatgttaaggcaatcagaagctttctggggeatgcaggattctacagaaggttc
ataaaggatttttcgaaaattgcaaaacctttgagtaacctgctagetgetgacacaccatttgtgtttgacacacagtgtctgcaggceatttgagaccctgaaagetaa
getggtcacagcaccagtcatctctgcaccagattggacattgecatttgaactgatgtgtgaaatcact

>Ad-Athila-29
ctaaatccagccatgaaggaggtggtgcagaaagaggtcactaaattactggaggctgggattatttatcctatttctgatageccetgggtgagecctgtecaagttg
tccccaaaaagggaggcatgacagtggttcataataaaaaaaatgaactggticctacaagaacagtcacagggtggcgtatgtgtattgactacagaaggcetcaat
acagccaccagaaaggatcattttcctttgccattcatagaccaaatgetggaaagactagetggtcatgattattactgetttttggatggctattcaggttacaaccaa
attgtagtagatccccaggaccaagagaaaacagcatttacttgeccttetggegtgtttgectacagaaggatgecttttggtetgtgtaatgetectgeaacctttcag
agatgcatgctatccatcttctctgacatggtggagaaattcctggaagtcttcatggatgacttctcagtgtatggagactcattcagcetectgtcttaaccacctageac
ttgtcctgaaaaggtgccaagagactaacctggttttaaactgggagaaatgtcactttatggtgactgaaggaattgtccttggacacaaaatttcaagcaggggaat
agaggtggataaggcaaaggtagaggtaattgaaaaataaccaccacctgecaatgttaaggceaatcagaagetttctggggcatgeaggattctacagaaggttc
ataaaggatttttcgaaaattgcaaaacctttgagcaacctgcetagetgetgacacaccattcgtgtttgacacacagtgtctgcaggceatttgagaccctggaagttaa
actggtcacagcaccagtcatctctgcaccagattggacattaccatttgaactgatgtgtgaaatca

A. hypogaea

>Ah-Athila-3
aaggacacacaagacagctctcgggtggtacataagtgatcttaagggcattagectagecaagatgeatgcacaagatcctattggaggatgatgctaagecagtg
gttcaaccacagaggtggctaaatccagecatgacggaggtggtgcagaaagaggtcactaagttactagaggctgggattatttatcctatttcagataaccectgg
gtgagccctgtccacgttgtccccaagaagggaggcatgacagtggttcataatgaaaagaatgaactagttcctacaagaacagttacagggtggcgtatgtgtatt
gactatagaaggctcaatacagccaccagaaaggatcattttcctttaccattcatagaccagatgctagagagactagcaggtcatgaatactactgctttttagatgg
ctattcaggttataaccaaattgcagtagatcctcaggaccaagagaaaacagcattcacatgtccttctggagtatttgectacagaaggatgecttttggtetgtgca
atgcacctgcaacctttcagaggtgcatgctctctatcttctctgatatggtagagaaatttttggaagtcttcatggatgacttctcagtatttggagactcattcagetctt
gccttaaccatcttgeacttgttctgaaaagatgccaagagaccaacctagtictaaactgggaaaaatgtcactttatggtgactgaagggattgtecttgggceataaa
atctcaaacaagggaatagaggtggatcaagctaaagttgaagtaattgaaaaattaccaccacctgccaatgttaaggceaatcagaagctttctcgggcatgecagg
attctaccgaaggtttataaaggatttttcaaaaattacaaaacctttgagtaatctgctagetcctgacacaccatttatctttgataaggagtgtctgcaggegtttgaga
ctctgaaagctaagctggtcacaacaccagtcatctctgaaccggactggacattaccatttgaactgatgtgtgaa

>Ah-Athila-5
aaggacacacaagacagctcttgggtggtccataggtgaccttaagggceataageccagcetagatacatgcacaaaatcttattggaggataatgctaaactagtgg
ttcaaccacagagacggctaaatccagccatgaaggaagtggtacagaaagaggtcaccaaattattggaggetgggattatttatcctatttctgatageccctggg
tgagccctgttcaagttgtccccaaaaagggaggcatgacagtggticataatgaaaagaatgaactggttcctacaagaatagttacagggtggegeatgtatattg
attacagaaggctcaatatagccaccagaaaggatcattttcctttaccattcatagaccagatgctagaaagattggcaggtcatgattattactgetttttagatggcta
ctcaggctataaccagattgcagtagatccccaggatcaagagaaaacagcattcacatgtccatctggagtgtttgcttatagaaagatgecatttgggetgtgtaat
gcgectgeaaccttccagagatgeatgetctctattttctctgatatggtggaaagatttctggaagtcttcatggatgacttcttagtatatggagactcattcagcetettg
tcttgatcatctgaaactagttctgaaaagatgccaagagaccaacctggttttaaactgggaaaaatgtcagtttatgccaagagaccaacctgatatggtgactgaa
gggattgtccttgggcataaaatttcacacaagggaatagaggtggatcaagtaaaaatagaggtaattgaaaaattaccaccacctgccaatgttaaggcaatcaga
agctttctggggcatgcaggattctataggaggtttataaaggatttttcaaaaattgcaaaacctctgagceaatctgcetagetgetgacacgecatttgtgtttgacaca
gagtgtctgcaggcegtttgaaatgctgaaagccaagetggtcacaacaccagttatttctgcaccagactggacattaccatttgaactgatgtgtgaa
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>Ah-Athila-6
aaggacacacaagacagctcttggatggtccatcagtgatcttaagggeattagectagecagatgcatgecacaagatectattggagggtgatgctaagecagtgg
ttcaaccacagaggcggctgaatccagecatgaaggaggtggtecagaaggaggtcactaaattactagaggcetgggattatttatcecatttctgatagecectgg
gtaagcctgttcaagtcgtccctaagaagggtggcatgacagtggttcataatgaaaaaaatgaactggttcctacaagaacagttacagggtggegtatgtgtattg
attacagaaggctcaatacaactaccagaaaggatcattttcctttaccattcatagaccagatgctagaaagattagcaggtcatgaatactactacttccgggatgga
tattcagggtataatcaaattgtagtagatccccaggatcaagagaaaacagtgttcacatgtccatctggagtatttgcatacagaaggatgacatttggtctgtgcaat
gcacctgcaacctttcagaggtgcatgetctccattttctctgatatggtgaaaaatttctggaagtcttcatagatgacttttcagtatttggagactcattcaactcetgte
ttgaccatctagaacttgttctaaagaggtgccaagagaccaacctggttttaaactgggagaaatgtcactttatggtgactgaaagaattgtccttgggcataaaattt
cgaagggaatagaggtggatcaagctaaggtagaggtaattgaaaaattaccaccactagetaatgttaaggcaatcagaagcttictggggcatgcaggattctat
aggaggtttataaaagatttttcaaaaatcaccaaacctctgagtaatctgctagetgetgacacgcecatttatetttgataaggtgtgtctgcaggegtttgagactctaa
aaactaagctggtcacagcaccagtcatctctgcaccagactggacattaccatttgaactgatgtgtgaa

>Ah-Athila-7
aaggacacacaagacagctcttgggtggtccatcagtgatcttaagggtattagcccagecagatgtacgcacaagatectattggagggtgatgetaagecagtg
gttcaaccacagaggcggctgaatccagecatgaaggaggtegtgcagaaggaggtcactaaattactagaggetgggattatttatcccatttctgatatceectgg
gtaagtcctgttcaagtcgtccctaagaagggtggcatgacagtggttcataataaaaaaatgaactgattcctacaagaacagttacagggtggegtatgtgtattaat
tacagaaggctcaatacagctaccagaaaggatcattttcctttaccattcatagaccagatgctagaaagactagcaggtcatgaatactactacttcctggatggata
tttaggttataatcaaattgcagtagatccccaagatcaagagaaaacagcegttcatatgtccatctggagtatttgcatacagaaggatgecatttggtctgtgeaatge
acctgcaacctttcagaggtgcatgctctccattttctctgatatggtggaaaaatttctggaagttttcatggatgtctcttcaatgtttggagactcattcagetettgtett
gaccatctagcacttgttctaaagaggtgccaagagaccaacctagttttaaactcagagaaatgtcattttatggtgactgaaggaattgtecttgggeataaaatttcg
aacaagggaatagaggtggatcaagctaagatagaggtaattgaaaaattacgaccaccagctaatgttaaggcaatcagaagctttctggggcatgeaggattcta
taggaggtttataaaagatttttcaaaaatcgccaaacctctgagtaatctgctagetgetgacacgcecatttatctttgataaggagtgtctacaggeatttgaggcetetg
aaagctaagctggtcacagcactagtcatctctgcaccagactggacattaccatttgaactgatgtgtgaa

>Ah-Athila-8
aaggacacacaagacagctcttgggtgotctataagtgatctcaagggcattagcccagetagatacatgcacaagatectgttggaggataatgccaaaccagtg
gtccaaccacaaaggaggctaaatccagecatgaaggaggtggtocagaaagaggtcactaaattactagaggctgggattatttatcctatttctgatagecectgg
gtgagecctgtccaagttgtccccaaaaagggaggeatgacagtggtitataatgaaaaaaatgaactggttcctacaagaacagtcacagggtggegtatgtgtatt
gattacagaaggctcaatacagccaccagaaaggatcattttcctttaccattcatagaccaaatgctagaaagactagetggtcatgattattacttctttttggatggct
attcaggctacaaccaaattgcagtagatcctcaagaccaagagaaaatagceatttacttgeccttetggegtgtttgectacaggaggatgecttttggtctgtgeaat
gcacctgcaacctttcagaggtgcatgctctctatettctcagatatggtagagaaattictggaagtcttcatggacgacttctcagtatatggagactcattcagetect
gtcttaatcacctageacttgtcctgaaaaggtgccaagagactaacctggttttaaactgggagaaatgteactttatggtgactgagggaattgtecttgggcacaaa
atttcaagcaagggaatagaggtggataaggcaaaggtagaggtaattgaaaaattaccaccacctgccaatgttaaggcaatcagaagttttctagggcgtgcagg
attctacagaaggttcataaaggatttttcaaaaattgcaaaacctttgagtaacctgctagttgetgacacaccatttgtgtttgacacacagtgtctgecaggectttgag
accctgaaagctaagcetggtcacageaccagtcatctctgecaccagattggacattgecatttgaactgatgtgtgaa

>Ah-Athila-9
aaggacacacaagacagctcttgggtggtccataagtgatcttaagggcattagecccagetagatgeatgcacaagatcetgttggaggataatgccaaaccaatg
gttcaaccacaaaggaggctaaatccagccatgaaggaggtgotocagaaagaggtcactaaattactagaggcetgggattatttatcctatttctgatageececegg
gtgagcectgtccaagttgtccccaaaaagggaggcatgacagtggttcataatgaaaaaaatgaactggttcctacaagaacagtcacaggatggegtatgtgtatt
gactacagaaggctcaatacagccaccagaaaggatcattttcctttaccattcatagaccaaatgctagaaagactagcetggtcatgattattactgctttttggatggc
tattcaggctacaaccaaattgcagtagaccctcaggaccaagagaaaatagcatttacttgeccttetggegtgtttgcctacagaaggatgcecttttggtctgtgeaa
tgcacctgcaacctttcaaaggtgcatgetctctatcttctcagatatcgtagagaaatttctggaagtcttcatggatgacttctcagtatatggagactcattcagetect
gtcttaatcacctageacttgtcctgaaaaggtgccaagagactaacctggttttaaactgggagaaatgtcactttatggtgactgaaggaattgtecttgggeacaaa
atttcaagcaagggaatagaggtggataaggcaaaggtagaggtaattgaaaaattaccaccacctgeccaatgttaaggcaatcagaagctttctggggceatgecag
gattctacagaaggttcataaaggatttttcgaaaattgcaaaacctttgagtaacctgctagetgetgacacaccatttgtgtttgacacacagtgtctgcaggceatttga
gaccctgaaagctaagcetggtcacageaccagtcatctctgeaccagattggacattgecatttgaactgatgtgtgaa

>Ah-Athila-11
aaggacacacaaaacagctcttgggtggtccatcagtgatcttaagggcattageccagecaaatgcatgcacaagatcttactggaggatgacgecaagecagtg
gttcaaccacaaaggcggctgaatccagecatgaaagaagtggtgcagaaagaggtcactaaattactagaggcetgggattatttatcctatttctgacageccctgg
gtgagecctgtccaagttgtccctaagaaaggtggcatgacagtggttcataatgaaaaaaataaactggttcctacaagaacagttacagggtggcgtatgtgtattg
attatagaaggctcaatacagccaccagaaaggatcattttcctttaccattcatagaacaaatgctagaaagactagcaggtcatgaatactactgettcctggatgga
tattcagcttataatcaaattgcagtagatccccaggatcaagagaaaacgacattcacatgtccatctggagtatttgcatacagaaggatgccatttggectgtgeaa
tgcacctgcaacctttcagaggtgcatgetctcaattttctctgatatggtggaaaaattcctggaagtcttcatggatgacttttcagtatttggagactcattcagetect
gccttaaccatttageacttgttctgaaaagatgcaaagagactaacctggttttaaactgggaaaaatgtcacttcatggtgactgaaggaattgtecttgggcacaaa
atctcgaacaaggggatagaggtggatcaagctaaggtagaggtaattgaaaaattaccaccacctgecaatgttaaggcaatcagaagctttctggggeatgecag
gattctataggaggtttataaaggatttttcaaaaattgccaaacctctgagcaacctgetggetgetgacacgcecatttatctttgataaagagtgtctgcaggeatttga
gactctgaaagctaaattggtcacagcaccaatcatctctgcaccagactggacattaccatttgaactgatgtgtgaa
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>Ah-Athila-13

gtacgcacaaaatcctatgggagggtgacgcecaagectgtggtccaaccacaaaggeggctgaacccagecatgaagaaagtggtgcaaaaggaggtcactaa
attactagaggctgggattatttatcctatttctgacageccctgggtaagecctgtccaagtcgtecctaaaaagggaggcatgacagtggticacaatgaaaaaaat
gaactggttcctacaagaacagttacagggtggcgtatgtgtattgattatagaaggctcaatacagccaccagaaaggatcattttcctttaccattcatagaccaaat
gctagaaagactagcaggtcatgaatactactgectectggatggatatticaggttataatcaaattgecagtagatccccaggatcaggagaaaacggceattcacctg
ccectetggagtatttgcatacagaaggatgecatttggectgtgeaatgecacctacaacttttcagaggtgeatgetctcaattttctetgatatggtgaaaaaattectg
gaagtcttcatggatgacttttcagtatttggagactcattcagctcctgecttaaccatttageacttgttctaaagagatgecaagagactaacctggttttaaactggg
agaagtgtcactttatggtgactgaaggaattgtccttgggcacaaaatctcgaacaaggggatataggtggatcaagctaaggtagaggtaattgaaaaattaccac
cacctgccaatgttaacgcaatcagaagctttctggggcatgcaagattctataggaggtttataaaggatttttcaaaaattgeccaaacctctgagcaacctgetaget
actgacacgccatttatctttgataaagagtgtctgcaggegtttgagactctgaaagctaaattggttacaacaccaatcatctctgecaccagactggacattaccattt

gaactgatgtgtgaa

>Ah-Athila-1
ctaaatccagccatgaaggaagtggtgcagaaagaggtcaccaaattactagaggetgggattatttatcctatttctgacagecectgggtgagecctgtccaagtt
gtccccaaaaagggaggcatgacagtggttcagaatgaaaagaatgaactggttcctacaagaacagttacagggtggcacatgtgtattgactacagaaggctca
atacagccaccagaaaggatcattttcctttaccattcatagaccagatgctagaaagactggcaggtcatgactattactactttttggatggctactcaggctataace
agattgcagtagatccccaggatcaagagaaaacaacattcacatgtccatctggagtgtttgcttatagaaggataccatttgggetgtgtaatacgettgcaacctte
cagagatgcatgctctctattttctctgatatggtggaaaaatttctggaagtcticatggatgacttctcagtatatggagactcattcageacctgtcttgatcacctgaa
acttgttctgaagagatgccaagagaccaacctagttttaaactgggaaaaatgtcacttcatggtgactgaagggattgtccttgggcataaaatctcaaacaaggga
atagaggtggatcaagaaaaaatagaggtaattgagaaattatcaccacctgecaatgtcaaggceaatcagaagcetttctggggcatgcaggattctataggaggttt
ataaaggatttttcaaaaatcgcaaaacctctaagcaatctgctagetgetgacatgecatttgtgtttaacaaagagtgtctgecagegtttgaaacgetgaaagecaag
ctggtcatagcaccagttatttccgcaccagactggacattaccatttgaactgatgtgtgaa

>Ah-Athila-2
ctatccagccatgaaggaagtggtgcagaaagaggtcactaagttactagaggctgggattatttatcctatttctgatagtcectgggtgagecctgtccaagttgtee
ccaagaagggaggcatgacagtggttcataataaaaagaatgaactggttcccacaagaacagttacagggtggcatatgtgtattgattacagaaggctcaatata
gccaccagaaaggatcattttcctttaccattcatagaccaaatgctagaaagactagaaggtcatgaatactactgctttttggatggctattcaggctacaaccaaatt
gcagtggatcctcaagaccaagagaaaacagcattcacatgtccactggagtatttgettacagaagaatgcecttttggtetctacaatgcacctgcaacctttcagag
gtgcatgctctctattttttctgatatggtagagaagttcttggaagtcttcatggatgacttctcagtatttggagactcattcagetcctgtettgatcatctageacttgte
ctgaaaaggtgccaagaaactaacctggtcttaaactgggaaaaatgtcactttatggtgactgaaggaattgtecttgggcacaaaatttcaagcaagggaatagag
gtagatcaagccaaggtagaggtaattgaaaaattaccgecacctgecaatgtaaaggcaatcagaagcetttctggggeatgeaggattctataggaggttcataaa
ggatttttcaaaaattgcaaaacctctgagcaacttgctagetgetgacacaccatttgtgtttgacacagagtgtctgecaggtgtttgaaaccctgaaagctaagetggt
cacagcaccagtcatctctgcacctgactggacattaccatttgaactgatgtgtgaa

>Ah-Athila-4
gtacgcacaagatcctattggaggatgatgecaacgcagtggticaaccacagtggeggctaaatccagecatgaaggaggtggtatagaaagaggtcactaagtt
actagaggctgtaattatttatcctatttctgatageccctaggtgagecctgtccaagttatccccaagaagggaggceatgacagtggttcataatgaaaagaatgaa
ctggttcctacaagaacagttacagggtggcgtatatgtattgactacagaagactcaatacagecaccagaaaggactactttcctttccattcatagaccatgetaga
gagactagcaggccatgaatactactactttttggatggctattcaggttacaaccaaattgtagtagatcctcaggaccaagagaaaacagcattcacatgtccatttg
gtgtatttacctacagaatgatgccatttggtctgtgeaatgeacctgeaacctttcagaggtgcatgctctctatcttctctgatatggtagagaaatttctgaaagtctte
atggatgacttctcagtatttggagactcatttagctcatgtcttgaccatttagcacttttctgaaaaggtgccaagagatcaacctagttttaaactgggagaaatgtca
ctttatggtgactgaaggaatttttcttgggcacaaaatttcgaacaaaagaatagaggtggatcaagcetaaggtagaggtaattgaaaaattaccaccacctaccaat
gttaaggcaattagaagctttctggggcatgecaggattctataggaggtttataaaggatttttcaaaaattgcaaaacctctgagceaatttgetagetgetgatacacctt
ttgtctttgacacaaagtgectgcaggceatttgagaccctgaaagctaagetggtcacageaccagtcatttctgecaccagactagacatttccatttgaactgatgtgt
gaa

>Ah-Athila-10
gtacgcacaagatcctattggagggtgacgecaagecagtggtacaaccacaaaggeggctgaatccagecatgaaagaagtggtgcagaaggaggtcactaa
attactagaggctgggattatttatcctatttctgacageccetgggtaagecctgtccaagtcgtcectaagaagggaggcatgacagtggtttataatgaaaaaaatg
aactggttcctacaagaacagttacagggtgccgtatgtgtattgattatagaaggctcaatacagccatcaaaaaggatcattttcctttaccattcatagaccagatge
tagaaagactagcagatcatgaatactactgcttcctggatggatattcaggttataatcaaattgcagtagatccccaggatcaggagaaaacggcattcacatgtcee
atctggagtatttgcatacagaaggatgccatttggectgtgcaatgeacctgcaacctttcagaggtgeatgetctcaattttctctgatatggtggaaaattttctggaa
gttttcatggatgagttttcagtatttggagactcattcagetcctgtettgaccatctageacttgttctaaagagatgtcaagagaccaacctagttttaaactgggagaa
atgtcactttatggtgactgaaggaattgtccttgggeacaaaatctcgaacaaaggaatagaggtggatcaagetaaggtagaggtaattaaaaaattaccaccacc
agccaatgttaaggcaatcagaagctttctggggcatgecagggttctataggaggtttataaaggacttctcaaaaattgecaaacctctaagceaatctgetagetget
gacacgccatttatctttgataaggagtgtctgcaggegtttgagaccctgaaagctaagetggtcacageaccagtcatetttgecaccagactggacattaccatttg
aactgatgtgtgaa
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>Ah-Athila-12
ctaaatccagccatgaaggaggtgotgcagaaagaggtcaccaagttactggaggcetgggattatttatcccatttctgatageccctgggtgagecctgtccaagtt
gtccccaagaagggaggcatgacagtggticataatgaaaaaaataaattggtccctacaagaacagttacagagtggcgtatgtgtattgattacagaaggctcaat
atagccaccaggaaggatcactttcctttaccattcatagaccaaatgttagaaagactagcaggtcatgaatactactgettttggatggcetatttaggttataaccaaat
tgcagtagatcctcaggaccaagagaaaacagceattcacatgtcettctggagtgtttgectacagaaggatgecttttggactgtgcaatgeacctgtaacctttcag
agatgcatgctctctatctictctgatatggtagaaaaatttctggaagtctttatggatgacttttcagtatttggagattcattcagetectgecttgaccatttageacttgt
tctgaaaagatgccaagagactaacctagttttaaactgggaaaaatgtcactttatggtgactgaaggaattgtcecttgggcataaaatttcaaacaagggaatagag
gtggatcaagctaaagtggaagtaattgaaaaattaccactacctgccaatgttaaggcaatcagaagcettictggggocatgcaggattctataggaggtttataaagg
atttttcaaaaattgcaaaacctctgagcaatctgctagetgctgacacgecatttgtgtitgacacagagtatctacaggegtttgaaactctgaaagctaagetggtea
cagaaccagttatttttgcaccagactggacattaccatttgaactgatgtgtgaa

>Ah-Athila-15
gtacgcacaagatcctattggaaggagacgecaagectgtggtccaaccacaaaggeggetgaacccagecatgaaggaagtggtgcaaaaggaggtcactaa
attactaaaggctgggattatttatcttatttctgacageccctgggtaagecctgtccaagtegtccctaaaaagggaggcatgacagtggttcacaatgaaaaaaat
gaactggttcctacaagaacagttacagggtggcgtatgtgtattgattatagaaggctcaatacagccaccagaaaggatcactttcctttaccattcatagaccaaat
gctagaaagactagcaggtcatgaatactattgetticctggatggatattcaggttataatcaaattgtagtagatcccgaggatcaggagaaaacggceattcacetge
ccatccggagtatttgcatacagaaggatgccatttggectgtgcaatgecacctgeaacttttcagaggtgcatgetcteaattttctctgatatggtggaaaaattectg
gaagtcttcatggatgacttttcagtatttggagactcattcagctcctgecttaaccacttagecacttgttctgaaaagatgccaagagactaacctggttttaaactggg
aaaagtgtcactttatggtgactgaaggaatcgtccttgggcacaaaatctcgaacaaggggatagaggtogatcaagctaaggtagaggtaattgaaaaattacca
ccacctgccaatgttaaggcaatcagaagcetttctggggcatgcaggattctataggaggtttataaaggatttttcaaaaattgccaaacctctgagcaacctgetage
cactgacacgccatttatctttgataaagagtgtctgcaggcatttgagactctaaaagctaaattggttacagceaccaatcatctctgcaccagactggacattaccatt
tgaactgatgtgtgaa

>Ah-Athila-16
ctaaatccagccatgaaggaggtggotgcagaaagagetcactaagttactagaggetgggattatttatcetatttctgatageecctgggtaagecctgttcaagteg
tccctaagaaaggtggcatgacageggttcataatgaaaaaaatgaactggttcctacaagaacagttactgggtggcgtatgtgtattgattatagaaggcetcaatac
agctaccataaaggatcattttcctttaccattcatagaccagatgctagaacgactggcaggtcatgaatactactgcttcctggatggatattcaggttataatcaaatt
gcagtagatccacaagatcaagagaaaacgacattcacatgtctatatggagtatttgcatacagaaggatgecatttggectgtgcaatgeacctgeaacctttcaga
ggtgcatgctctcaattttctctgatatggtggaaaaatttctggaagtcttcatggatgacttttcegtatttggagacteattcagetcctgtcttgaccatctageacttgt
tctaaagagatgccaagagactaacctggttttaaattgggagaaatgtcactttatggtgactgaaggaattgtecttgggcacaaaatctcgaacaagggaataga
ggtggatcaagctaaggtagaggtaattgaaaaattaccaccacctgecaatgttaaggcaatcagaagcetttctggggcatgcaggattttataggaggtttataaag
gatttttcaaaaatcgccaaacctctgagcaacctgetagetgetgacacgecatttatctttgataaagaatgtctgcaggceatttgagactctgaaagctaagttggte
acaacaccaatcatctctgcaccagactggacattaccatttgaactgatgtgtgaa

>Ah-Athila-18
ggagatgataggtgcagaaggaggtcactaaattactagatgctagaattatttatcccatttctgatageccctgggtaagecctatccaagtcatccctaagaaggg
tggtatgacagtggttcataatgaaaaaaatgaactggttcctacaaaaacagttacagggtagegtatgtgtattgattacagaaggctcaatacagttaccaaaatg
gatcattttcctttaccattcatagaccaaatgctagaaagactagcaggtcatgaatactactgettcctagatggatattcaggetataatcaaattgecagtagatcece
aagatcaagagaaaatagcattcacatgtccatccgacgtatttgcatacagaatgatgecatttggectgtgeaatgeacctgeaacctttcaaaggtgeatgetetcet
attttctctgatatggtggaaaaatttctggaagtcttcatggatgacttttcagtatttggagactcattcagetectgtettgaccatctageacttgttctaaagaggtgte
aaaagactaacctggttttaaactggaaaaaatgtcactttatggtgactgaaggaattgtccttaggcacaaaattttgaacaagggaatagaggtggatcaagcetaa
ggtagaggtaattgaaaaattaccaccacctgtcaatgttaaggcaatcagaagctttctggggcatgcaggattctataggaggtttataaaagatttttcaaaaatcg
ccaaacctctgagtaatctgctagetgetgatatgecatttatctttgataaggagtgtctgecaggegtttgagactctgaaagcetaagetggtcacagcaccagtcatcet
ctgcaccagactgaacattaccatttgaactgatgtgtgaa

>Ah-Athila-19
ctaaatccagccatgaaggaggtggtgcagaaagaggtcactaaattactagaggetgggattatttatcctatttctgatageccatgggtgagecectgtecaagttg
tccccaaaaagggaggcatgacagtggttcataatgaaaaaatgaactggttcctacaagaacagtcacagggtggcgtatgtgtattgactacagaaggcetcaata
cagccaccagaaaggatcattttcctttaccattcatagaccaaatgctagaaagactagetggtcatgattattactgetttttggatggcetattcaggttacaaccaaat
tgcagtagatcctcaggaccaagagaaaacagcatttacttgeccttetggegtgtttgcctacaggaggacgecttttggtctgtgtaatgctcctgcaagetttcaga
gatgcatgttatccatcttctctgatatggtggagaaattcctggaagtcttcatggatgacttctcagtatatggagactcattcagetcatgtcttaatcaccaaacactt
gtcctgaaaaggtgccaagagactaacctggttttaaactgggagaaatgtcactttatggtgactgagggaattttccttgggcacaaaatttcaagtaggggaatag
aggtggataaggcaaaggtagaggtaattgaaaaattaccaccacctgccaatgttaaggcaatcagaagcetttctggggcatgtaggattctacagaaggtttataa
aggatttttcaaaaattgcaaaacctttgagtaacctgctagetgetgacacaccatttgtgtttgacacacagtgtctgcaggeatttgagaccctgaaagetaagcetg
gtcacagcaccagtcatctctgcaccagattggacattgecatttgaactgatgtgtgaa
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>Ah-Athila-21
aaggacacacaagacagctcttaggtggacaataagtgaccttaaggacattaccccaacccgatgcatgcacaagatcctgetgaaggatgatgccaaccatgaa
ggaagtggtocaaaagtaagtcacaaaattatgggaggccgagattatttatcccatctetgacateccttgggtgagecctgtccaagttgticccaaaaagggagg
catgacagtggttcataatgataagaatgaactgattcctacaaagacaatcatagggtggtgtatgtgcattgaatatagaaggetcaataacgccaccaaaaagga
tcatttttctttaccattcattgatcaaatgctagagagactagcagggcatgctttttattgtttcctggatggctattccggttacaatcaaattacagtggatccacagga
tcaagaaaatacagtatttacatgcccatatggegtgtttgettataggtggatgccatttggectgtgeaatgcacctgecacctttcagaggtgtatgetctetatgttet
ctgatatggtggagaagttccttgaagtattcatggatgactcctetatetttggagattcacttgaatcatgecttgaccatctagecctagttcttaaacgatgecaaga
cccaaacttggttttaaacttagaaaaatgtcacttcatggtgactgaagggattgttctcgggcatcgaatttcaaacaagggaatagaagtggatcaagctaaggtg
gaggtaattgagcgattaccaccacctactaatgtcaaaggaatcagaagtttcctgagacatgcaggattctacaggaggtttataaaggattcttctaaagttgcaaa
actcctgtgcaacttactaaccactgacactctatttgtctttcaccaagagtttctgcaggectttgagactctgaaagctaagcettatcattgegectgtaatctctgeac
ccaactgggacttaccatttgaactgatgtgtgaa

>Ah-Athila-22
ctaaatccagccatgaaggaggtagtgcagaaagaggtcactaagttactagaggctaggattatttatcctatttctgatageccctgggtgagecctgtecaagttg
tccccaataagggaggcatgacagtggttcataatgaaaaaaatgaactggttcccacaagaatagttacagggtggegtatgtgtattgactacagaaggctcaata
cagccaccagaaaggatcattttcctttaccattcatagaccagatgetagagagactagcaggtcatgaatattattgctttttggatggctattcaggttacaaccaaa
ttgcagtagatcctcaggaccaagagaaaacagcatttacttgeccttetggegtttttgectacaggaggatgecttttggtctgtgtaatgetectgeaacctttcaga
gatgcatgttatccatcttctctgatatggtggagaaattcctggaagtcttcatggatgacttctcagtatatggagactcattcagetectgtettaatcacctageactt
gtcctgaaaaggtgccaagagactaacctggttttaaactgggagaaatgtcactttatggtgactgaaggaattgtecttgggcacaaaatttcaagcaggggaata
gaggtggataaggcaaaggtagaggtaattgaaaaattaccaccacctgccaatgttaaggcaatcagaagcettictggggcatgcaggattctacagaaggtttat
aaaggatttttcaaaaattgcaaaacctttgagtaacctgctagetgcetgacacaccatttgtgtttgacacacagtgtctgcaggceatttgagaccctgaaagataaget
ggtcacagcaccagtcatctctgcaccagattggacattgecatttgaactgatgtgtgaa

>Ah-Athila-23
aaggacacacaagacagctcttggattatccataagtgaccttaagggcataagcccggcetagatgeatgcacaaaatcctattggaggatgatgctaagecagtgg
ttcaaccacggaggcggctaaatccagecatgaaggaagtggtgtagaaagaggtcaccaaattactggaggetgggattatttatcctatttctgatageeectggg
tgagtcctgttcaagttgttcccaagaaagaaggcatgaaagtggttcataatgaaaaaaatgaactggttcctacaagaacagttacagggtagegeatgtgtattga
ctacagaaggctcaatacagccaccagaaaggatcattttcctttaccattcatagaccaaatgctagagagactagcaggtcatgaatattactgcetttttggatggct
attcaggttacaaccaaattacagtagatcctcaggaccaagagaaaacagcattcacatgtccttctggagtatttgcttacagaagaataccttttggtctgtgtaatg
cacctgcaacttttcagaggtgcatgctttctatcttctctgatatggttaaaaagtttgtagaagtcttcatggatgacttttcagtatttggagactcattcagetcctgect
tgatcatttagcacttgttctgaaaagatgctaagagaccaacctagttttaaactggaaaaaatgtcactttatggtgactgaaggaattgtcctttgggcataaaatttc
aaacaagggaatagaggtggatcaagctaaagtggaagtaattgaaaaattaccaccacctgctaatattaaggcaatcagaaactttctggggeatgcaggattcta
caggaggtttataaaggatttttcaaaaattgaaaaacccctgagcaatctgetagetgctgacacgecatttgtgtitgacacagagtgtctgecaggegtttgagacte
tgaaagctaagctggtcacageaccagttatttctacaccagactggactttaccatttgaactgatgtgtgaa

>Ah-Athila-25

gtacgcacaagatcctattggaggataatgccaaaccagtggtccaaccacagaggaggctaaatcctgecatgaaggaggtggtocagaaagaggtcactaaat
tactagaggctgggattatttatcctatttctgatagecectgggtgagecctgtccaagttgttcccaaaaagggaggeatgacaatggttcataatgaaaaaaatgaa
ctggtccctataaggacagtcacagggtggcgeatgtgtattgactacagaaggcetcaatacagecaccagaaaggatcattttectttaccattcatagaccaaatge
tagaaagactagctggtcatgactattactgctttttggatggctattcaggctacaaccaaattgcagtagatcctcaggaccaagagaaaacatcattcacttgecctt
ctggcegtgtttgectataggagaatgcecttttggtetgtgcaatgcacctgeaaccgticagaggtgcatgctetetatcttctcagatatggtagagaaatttctggaag
tcttcatggatgacttctcagtatatggagactcattcagetectgtcttaatcacctageccttgtcctgaaaaggtgecaagagactaacctggttttgaactgggaga
aatgtcactttatggtgactgaaggaattgttcttgggcacaaaatttcaaacaagggaatagaggtggataaggcaaaggtagaggtaattgaaaaattaccaccac
ctgccaatgttaaggcaatcagaagctttctggggcatgecagggttctacagaaggtttataaaggacttttcaaaaattgcaaaacctctgagtaacctgttagetgct
gacacaccatttgtgtttgacacacagtgtctgcaggegtttgagaccctgaaagctaagetggtcacageaccagtcatctctgecaccagattggacattgecatttg
aactgatgtgtgaa

>Ah-Athila-24
gtacgcacaagatcctattggaggacgatgctaacccagttgttcaaccacagaggcggctaaatccagecatgaaggaggtggtecagaaagaggtcaccaagt
tactggaggctgggattatttatcctatttctgatageccctgggtgagecctgtccaagttgtccccaagaaaggaggeatgacagtggttcataatgaaagaaatga
actggttcctacaagaacagttatagggtggegtatgtgtattgattacagaaggctcaatacagccaccaggaaggatcactttcctttaccattcatagaccggatg
ctagaaagactaacaggtcatgaatactactgctttttggatggctattcaggttacgaccaaattacagtagatcctcaggaccaagagaaaacagcattcacatgec
ttctagagtgtttgcctacagaaggatgcegttttggtctgtgecaatgeacctgeaacctttcagaggtgeatgcetctetatcttctetgatatggtagagaaatttctgaaa
gtcttcatggatgacttttcagtctttggagactcattcagetectgecttaaccatttagecacttgtictgaaaagatgccaagagaccaacctagttttaaactgggaaa
aatgtcactttatggtgactgaagggattgtccttgggcataaaatttcaaacaagggaatagaggtggatcaagcetaaagttgaagtaattgaaaaattaccaccacc
tgccaatgttaaggcaatcagaagctttctggggeatgecaggattctataggaggtttataaaggatttttcaaaaattgcaaaacctctgagcaacctgetagetgetg
acatgccatttgtgtttgacacagagtgtctgcaggegtttgaaactctgaaagetaagttggtcacageaccagttatttctgcaccagactggacattaccatttgaac

tgatgtgtgaa
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>Ah-Athila-29
ctaaatccagccatgaaggaggtggtgcagaaagaggtcactaaattactagaggetgggattatttatcctatttttgatagecectgggtgagecctgteccaagttgt
tcccaaaaagggaggcatgacagtggttcataatgaaaaaaatgaactggttcctacaaggacagtcacagggtggcgeatgtgtattgactacagaaggcetcaat
acagccaccagaaaggatcattttcctttaccattcatagaccaaatgctagaaagactagetggtcatgattattactgetttttggatggctatttaggctacaaccaaa
ttgcagtagatcctcaggaccaagagaaaacagcattcacttgeecttetggegtgtttgectacaggaggatgecttttggtctgtgcaatgeacctgeaacctttcag
aggtgcatgctctctatcttctcagatgtggtagagaaatttctggaagtcttcatggatgacttttcagtatatgaggattcatttagetcctgtcttaatcacctageactt
gtcctgaaaagatgccaagagactaacctggttttaaactgggagaaatgtcactttatggtgactgaaggaattgtecttgggeacaaaatttcaagcaggggaata
gaggtggataaggcagaggtggaggtaatagaaacattaccaccacctgecaatgttaaggcaatcagaagetttctggggceatgcaggattctacagaaggtttat
aaaggatttttcgaaaattgcaaaacctctgagtaacctgttagetgctgacacaccatttgtgtttgacacacagtgtctgcaggeatttgagaccctgaaagetaage
tggtcacagcaccagtcatctctgcaccagattggacattgecatttgaactgatgtgtgaaatcact

>Ah-Athila-17
ggagctctceccatatggtcgacctgecaggeggecgegaattcactagtgattctaaatccagecatgaaggaggtggtgcagaaagaggtcactaagttactagag
gctgggattatttatcctatttctgatageccctgggtgagecctatccaagttgtccccaagaagggaggcatgatagtggttcataataaaaagaatgaactggttce
cacaagaacagttacagggtggcgtatgtgtattgactacagaaggcccaatacagccaccagaaaggatcattttcctttaccattcatagaccaaatgctagaaag
actagctggtcatgattattactgctttttggatggctattcaggttacaaccaaattgtagtagatcctcaggaccaagagaagacagcattcacttgeecttetggegt
gtttgcctacagaagaataccttttggtctgtgtaatgecacctgeaactttttaaagatgcatgctatccatettctctgatatggtagagaagttcctggaagtcttcatgg
atgacttcttagtatatggagactcgttcagetcctgtcttaatcatctageacttgtcttgaaaaggtgecaagagactaacctggtcttaaactgggagaaatgteactt
catggtgactgaaggaattgttcttgggcataaaatttcaggcaagggaatagaggtggatcaagcaaaggtagaagtaattgaaaaattaccaccacctaccaatgt
taaggcaatcagaagctttctagggcatgcaggattttacagaaggttcataaaggacttttcaaaaattgcaaaacctctaagcaacctgcetagetgttgacacgeca
tttgtgtttgacacagagtgtctgcaggegtttgagaccctgaaatccaagetagtcacagcaccagtaatctctgcaccagattgaacattaccatttgaactgatggt

gaaatcgaattcccgeggecegecatggeggecgggageatgegacgtegggc

>Ah-Athila-20
geecgacgtegeatgeteceggecgecatggeggecgegggaattcgattaaggacacacaagacagcetettgggtggtecatcagtgatcttaagggeattage
ccagccagatgcatgcacaagatcttactggaggatgacgccaagcecagtggttcaaccacaaaggeggcetgaatccagetatgaaagaagtggtgcagaaaga
ggtcactaaattactagagggtggeattatttatcctatttctgacageccctgggtgagecectgtecatgtigtccctaagaaaggtggcatgacagtgattcataatg
aaaaaaatgaactggttcccacaagaacagttacagggtggegtatgtgcattgtttatagaaggctcaatacagccaccagaaaggatcattttcctttaccattcata
gaccagatgctagaaagactagcaggtcatgaatactactgettcctggatggatattcaggttataatcaaattgeggtagatccccatgatcaggagaaaacggea
tttacgtgcccatctggagtatttgecatacagaaggatgccatttggectgtgcaatgeacctgcaacctttcagaggtgeatgetetcaattttetctgatatggtggaa
aaattcctggaagtcttcatggatgacttttcagtatttggagactcattcagetcctgecttaaccatttageacttgttctgaaaagatgccaagagactaacctggtttt
aaactggaaaaaatgtcactttatggtgactgaaggaattgtccttgggcacaaaatttcgaacaagggaatagaggtggatcaagctaaggtagaagtaattgaaaa
attgccaccacctgctaatgttaaggcaatcagaagcettcctggggceatgcaggattctataggaggtttataaaggatttttcaaaaatcgecaaacctctgageaac
ctgctagetgetgacacgecatttatctttgataaagagtgtctgecaggeatttgagactctgaaagctaaattggtaacageaccaatcatctttgcaccaaacttgaca
ttaccatttgaactgatgtgtgaaatcactagtgaattcgeggecgectgeaggtcgaccatatgggagagetccccacgegtt

>Ah-Athila-26
cgacgtcgcatgctcceggecgecatggeggecgegggaattcgattgtacgcacaagatectattggagggtgacactaagecagtggttcaaccacagaggtg
gctgaatccagecatgaaggaggtggtgtagaaggaggtcactaaattactagaggcetaggattatttatcctatttctgatageccctgggtaaccccttttcaagteg
tccctaagaagggtgatatgacagtggttcataatgaaaaaaatgaactggttctacaagaacagttatagggtggcgtatgtgtattgattacagaaggetcaataca
gctaccagaaaggatcatttttctttatcattcatagaccaaatgctagaaagactagcaggtcatgaatactactgettcctggatggatattcaggttataatcaaattg
cagtagatccccaggatcaagagaaaacagcattcacatgtccatccggagtatttgcatacagaaggatgecatttgatctgtgcaatgeacctgeaactttcaaag
gtgcatgctctctattttctctgatatggtggaaagatttctggaagtcttcatggatgacttttcagtatttggagactcattcagetectgtettgaccatctageacttgte
ctaaagaggtgccaagagactaacctagttttaaactaggagaaatgtcactttatggtgaatgaaggaattgtccttgggeacaaaatttcgaacaagggaatagaa
gtggatcaagataaggtagaggtaattgaaaaattaccaccacctgecaatgttaaggcaatcagaagcetttctggggcatgeaggattctataggaggtgtataaaa
gatttttcaaaaatcgccaaacctctgagtaatctgetagetgetgacacgcecatttatctttgataagaagtgactacaggegtttgaggetctaaaagetaagetggte
acagcaccagtcatctctttactagactagacattaccatttgaactgatgtgtgaaatcactagtgaattcgeggecegectgecaggtcgaccatatgggagagetcce
aacgcgtt
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A. ipaénsis

>Ai-Athila-1
ctaaatccagccatgaaggaagtggtgcagaaggaggtcaccaagttactagagactgggattatttatcctatttctgatagecectgggtgagecctgttcaagttg
tccccaaaaaaggaggtatgacagtggticataatgaaaagaatgaactggttcctacaagaacagttacagggtggcgcatgtgtattgactacagaaggcetcaat
acagccaccagaaaggatcatttttctttaccattcatagaccagatgctagagagactagcaggtcatgaatactactactttttggatggctattcaggttataaccaa
attgcagtagatcctcaggaccaagagaaaatagcattcacatgtccttctggagtgtttgettacaggaggatgecctttggtetgtgtaatgcacctgeaacctttca
gaggtgcatgctctctatcttetctgatatggtagagaaatttctggaaggcttcatggatgacttttcagtatttggagactcattcagetcttgecttaaccatttageact
tgttctgaaaagattccaagagatcaacctagttttaaactgggaaaaatgccactttatggtgactgaaggaattgtccttgggcataaaatttcaaacaagggaatat
aggtgoatcaagctaaagtggaagtaattgaaaaattaccaccatctgctaatgttaaggcaatcagaagcttictggggcatgcaagattctacaggaggtttataaa
ggatttttcaaaaattgcaaaatccctgagtaatctgctagetgetgacacgcecatttgtgtttgacgcagagtgtctgcaagggtitgagactctgaaagctaagetgg
tcacagcaccagttatttctgcaccagactggacattaccatttgaactgatgtgtgaa

>Ai-Athila-5
ctaaatccagccatgaaggaggtggtacagaaagaggtcactaagttactagaggetgggattatttatcctatttctgatagecectgggtgagecectgtecaagttg
tttcccagaagggaggcatgacagtggttcataatgaaaagaatgaactggticctacaagaacagttacagggtggegtatgtgtattgactacagaagactcaata
cagccaccaaaaaggatcattttcctttaccattcatagaccaaatgctagagagactagcaggtcatgaatactactactttttggatggctattcaggttacaaccaaa
ttgcagtagatcctcaggaccaagagaaaacagcattcacatgtectictggagtatttggttacagaaggatgecatttggtctgtgcaatacacctgeaacctttcag
aggtgcatgctctctatcttctctgatatggtagagaaatttctggaagtcttcatggatgacttctcagtatttggagactcattcagetectgtcttaaccatctageactt
gttctgaaaaggtgccaagagacaaacctggttttaaactgggaaaaatgtcactttatggtgactaaatgaattttctttgggcacaaaatttcaaacaagggaataga
ggtggatcaagctaaggtagaggtaattgaaaaattaccaccacctgecaatgttaaggcaatcagaagcetttctgggecatacaggattctctaggaggtttataaa
ggatttttcaaaattgaaaaactctgagcaatctgctagetgetaacacgcecatttgtatttgacacagagtgtctgeatgegtttgaaactctgaaagetaagetggtca
cagcactagtcatctctgcaccagactggacgttaccatttgaactgatgtgtgaa

>Ai-Athila-6
aaggacacacaagacagctctaaatccagccatgaaggaagtggtgcagaaagaggtcaccaaattactggaggetgggatcatttatcctatttctgatageecect
gggtgagecctgttcaagttgtcctcaaaaagggaggcatgacagtggttcataataaaaagaatgaactggttgctacaagaacagttacagggtggegeatatgt
attgactacagaaggctcaatacagccaccagaaaggatctttttcctttaccattcatagaccagatgctagaaagactggcaggtcatgattattactgctttttggat
ggctactcaggcetataaccagattgcagtagatccccaggatcaagagaaaacagceattcacgtgtctatctggagtgtttgettatagaaggatgecgtttgggetgt
gtaatgtgcctacaaccttccagagatgcatgetctctattttctctgatatggtggaaaaatttctggaagtctttatggatgacttctcagtatatggagactcattcaget
cctgtcttgatcacctgaaactagttctgaaaagatgccaagagaccaacctggttttaaactgggaaaaatgtcactttatggtgactgaagggattgtecttgggcat
aaaatttcaaacaaaggaatagaggtggatcaagaaaaaatagaggtaattgaaaaattaccaccacttgccaatgttaaggcaatcagaagctttctggggeatge
aggattctacagaaggtttataaaggatttttcgaaaattgcaaaacctctgagtaacctgttagetgetgacacaccatttgtgtttgacacacagtgtctgcaggceattt
gagaccctgaaagctaagttggtcacagceaccagttatctctgcaccagattggacattgecatttgaactgatgtgtgaa

>Ai-Athila-12
gtacgcacaagatcctattggaggatgatgccaagccagtggttaaaccacagaggtggcetgaatccagecatgaaggaggtggtecagaaagaggtcactaagt
tactagaggctgggattatttatcctatttctgatagecectgggtgagecctgtccaagttttccccaagaagggaggcatgacagtggticataatgaaaagaatga
actagttcctacaagaatagttacagggtggcgtatgtgtattgactacagaagactcaatacagccaccagaaaggatcattttcctttaccattcatagaccagagg
ctagagagactagcaggtcatgaatactactgctttttggatggctattcagattacaaccaaattgcagtagatcctcaggaccaagaaaaaatagcatttacatgtec
ttctggagtatttgcctacagaaagatgecatttggtctgtgcaatgecacctgcaacctttcagaggtgeatgetctetatettctttgatatggtagagaaatttttggaag
tcttcatggatgacttcttagtatttggagactcattcagetectgtettgaccatctagtacttgttctgaaaaggtgccaagaggctaacctgattttaaactggaaaaaa
tgtcactttatggtgattgaaggaattgtecttgggeacaaaatttcaaataagggaatagaggtggatcaagctaaggtagaggtaattgaaaaattaccaccaccta
ccaatgttaaagcaatcagaagctttctgggacatgcaagattctataggaggattataaaggatttttcaaaattgcaaaacctctgageaatctccttgtagetgacac
gccatttatgtttgacacaaagtgtctgtaggcgtttgagaccctgaaagcetaagttggtcacageaccagttatttctgcaccagactggacattaccatttgaactgat

gtgtgaa

>Ai-Athila-13
ggagatgataggtgcagaaggaggtcactaaattactagaggctgggattatttatcctatttctgacageccctgggtaagecctgtccaagtcgtccctaagaagg
gaggcatgacagtggttcataatgaaaaaaatgaactggctcctacaagaacagttacagggtggeatatgtgtattgattatagaaggcetcaatacagecaccaga
aaggatcattttcctttaccattcatagaccagatgctagaaagactagcaggtcatgaatactactacttcctagatggatattcaagttataatcaaattgcagtaaatce
cccaggatcaggagaaaacggcattcacatgtccatctggagtatttgcatacagaaggatgecatttggectgtgtaatgeacctgeaaccttttagaggtgeatgct
cttaattttctctgatatggtggaaaaatttctggaagttttcatggatgacttttcagtatttggagactcattcagetcctgtettgaccatctageacttgttctaaagagat
gccaagagaccaacctagttttaaactgggagaaatgtcactttatggtgactgaaggaattgtecttgggeacaaaatatcgaacaaaggaatagaggtggatcaa
gctaaggtagaggtaattgaaaaattaccaccaccagccaatgttaaggcaatcagaagcetttctggggcatgcaggattctataggaggtttataaaggacttctcaa
aaatcgccaaacctctaagcaatctgctagetgetgacacgecatttatctttgataaggagtgtctgcagacatttgagaccctgaaagcetaagttggtcacageacc
agtcatctctgcaccagactggacattaccatttgaactgatgtgtgaa
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>Ai-Athila-14
aaggacacacaagacagctcttaggtggtccataagtgatcttaagggcattagcccagetaaatgeatgcacaagatectattggaggatgatgctaagecagtgg
ttcaaccacagaggcggctgaatccagecatgaaggaggtggtacagaaagaggtcactaagttactagaggctgggattatttatcctatttctgatagtcectggg
tgagccctgtccaagttgtccctaagaaggggggcatgacagtagticataatgaaaagaatgaactagticctacaagaacagttacagggtggcatatgtgtattg
actacagaaggctcaatacagccaccagaaaggatcattttcctttaccattcataaaccagatgctagagagactagcaagcecatgaatactactgcetttttggatgg
ctattcaggttacaactaaattgcagtagatcctcaggaccaagagaaaacagcattcacatgtccatctggagtatttgcctacagaaggatgecatttggtetgtgea
atgcacctgcaacctttcagaggtgcatgctctctattttctctgatatggtagaaaaatttctggaagecttcatggatgacttctcagtatttggagactcattcagetect
gtcttgatcatctageacttgttctgaaaaggtgecaagagactaacctggttttaaattgggagaaatgtcactttatggtgactgaaggaattgtecttgggcacaaaa
tttcgaacaaaggaatagaggtggataaagctaaagtagaggtaattgaaaaattaccaccatctgecaatgttaaggcaatcagaagcetttctggggcatgcaggat
tctatagaaggtttataaaggatttttcaaaaattgcaaaacctctgagcaatctccttgtagetgaca

>Ai-Athila-15
aaggacacacaagacagctcttgggtggtccataggtgaccttaagggceataageccagetagatgcatgeacaaaatcttattggaggataacgctaaaccagtg
gtttaaccacagaggcggctaaatccagecatgaaagaagtggtgcagaaagaggtcaccaaactactagaggetgggattatttatcctatttctgatagecectgg
gtgagecctgtccaagtegtcccaaaaaagggaggeatgacagtgattcataatgaaaaaaatgaactggttcctacaagaacagttacagggtggegeatgtgtat
tgactacagaaggctcaatacagccaccagaaaggatcattttcctttaccattcatagaccagatgcetagaaagactagcaggtcctgattattactgetttttggacg
gctactcaggctataaccagattgcagtagatcctcaggatcaagagaaaacagcattcacatgtccatctggagtgtetgettatagaaggatgecatttggactatg
taatgcgcctacaaccttccagagatgeatgetctctattttctctgatatggtggaaaaatttctggaagtcttcatggatgacttctcagtatatggagactcattcaget
cctgtettgatcacctgaaacttgtictgaaaagatgtcaagaaaccaacttagttttaactgggaaaaatgtcacttcatggtgattgcagggattgttcttgggceataaa
atctcaaacaagggaatagaggtggatcaagcaaaaatagaggtaattaaaaaattaccaccacctgecaatgttaaggcaatcagaagcetttctggggcacgeag
gattctataggaggtttataaaggatttttcaaaaatcgcaaaacctctaagcaatctccttgtagetgaca

>Ai-Athila-16
ctaaatccagccatgaaggaggtagtgcaaaaagaggtcaccaagttactggaggetgggattatttatcecatctctgatagecectaggtgagecctgtccaagtt
gtccccaagaagggaggcatgacagtggticataatgaaaaaaataaactggticctacaagaacagttatagggtggcgtatgtctattgattatagaaggetcaat
acagccaccaagaaggatcactttcctttaccattcatagaccagatgctagaaagactagcaggtcatgaatactactgetttttggatggttattcaggttataaccaa
attgcagaagatcctcaagaccaagagaaaacagcattcacatgtccttctggagtgtttgcctacagaaggatgecttttggtetgtgeaatgeacctgeaacctttca
gagatgcatgctctctatcttctctgatatggtagagaaatttttggaagtcttcatggatgacttttcaatatttggagattcatttagetcctgecttgaccatttageacttg
ttctgaaaagatgccaagagactaacctagttttaaactgggaaaaatgtcactttatggtgactgaaggaattgtecttgggcataaaatttcaaacaagggaataga
ggtggatcaagctaaagtggaagtaattgaaaaattaccaccacctaccaatgttaaggcaatcagaagcetttctggggcatgcaggattctataggaggtttataaa
ggatttttcaaatattacaaaacctctgagcaatctgctagetgetgacacgcecatttgtgtttgacacagagtgtctgcagtegtttgaaactctaaaagctaagetggte
acaacaccagttatttctgcaccagactggacattaccatttgaactgatgtgtgaa

>Ai-Athila-2
taaggacacacaagacagctcttgggtggticataagtgatcttaagggcattagcccagcaagatgeatgecacaagatectattggaggatgatgctaagecagtg
gttcaaccacagaggcggctaaatccagecatgaaggaggtegtgcagaaagaggtcactaagttactagaggctgggattatttatcctatttctgatageecectgg
gtgagcectgtctatgtigtctctaagaagggaggaatgacagtggttcataatgaaaagaatgaactggticctacaagaacagttacagggtggcgtatatgtattg
actacagaaggctcaatacagtcaccagaaaggatcattttcctttaccattcatagaccagatgctagagagactagcaggtcataaatactattgctttttggatggct
attcaggttacaaccaaattgcagtagatcctcaggaccaagagaaaatagcattcacatgtectictggagtatttgcctacagaaggatgcccetttggtctatgeaat
gcacctgcaacctttcagaggtgcatgctctctatctictctgatatggtagagaaatttctggaagtcttcatggataacttttcagtatctggagacacattcagetectg
tcttgaccatttagcacttgttctgaaaagatgccaagagaccaacctagttttaaactgggaaaaatgtcactttatggtgactgaaggaattgtccttgggcataaaatt
tcaaacaagggaatagaggtggattaagctaaagtggaagtaattgaaaaattaccaccacctgeccaatgttaaggcaatcaaaagcettictggggocatgcaggatt
ctatagaaggtttataaaggagttttcaaagattgcaaaacctctgagcaatctgetagctactaacacaccatttgtgtttgacacagagtgtctgecaggcettttgaaact
ctgaaagctaagctggtcaaagcaccagtgatttctgcaccagactagacattaccatttgaactgatgtgtga

>Ai-Athila-3
aaggacacacaagacagctcttgggtggttcataagtgaccttaagggcataageccagetagatgeatgcacaagatectattggaggatgatgetaagecagtg
gttcaaccacaaaggcgattaaatccagccatgaaggaagtagtgcagaaagaggtcaccaagttactggaggctgggattatttatcctatttctgatagetcetgg
gtgagccctgttcaagttgtcccccaaaagggaggceatgacaatggttcataatgaaaaaaatgaactagttcctacaagaacatttacagggtggcgeatgtgtatt
gactacagaaggctcaatacagccaccaaaaaggatcattttcctttaccattcatataccagatgctaaagagactagecaggtcatgatttttactgetttttggataget
atttaggttacaaccaaattgcagtagatccccaggatcaagagaaaactgcatttacatgtccatctggagtattttcctacaaaaggatgecattcgggctgtgtaat
gcacctgcaacctttcagaaatgcatgctctctattttctctaatatgatggaaaaatttctggaagtcttcatggatgacttctcagtatatggagactcattcagetectgt
cttgatcacctgacactaatcctgaaatgatgccaagagactaacctggttttgaactgggaaaaatgtcactttatggtgactgaagggattctccttgggceataaaatt
tcaaataaggggatagaggtggatcaagctaaagtggaagtaattgaaaaattaccaccacctgecaatcttaaggcaatcagaagcetttctggggeatgecaggatt
ctataggaggtttataaaggatttttcaaaaatcgcaaaacctctgagcaatctgctagatgetgacacgcecatttgtgtttgacacagagtgtctacaggegtttgaaac
tctgaaagctaagcetggtcacaacactagttatttctgcaccagactggacactaccatttgaactgatgtgtgaa
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>Ai-Athila-4
aaggacacacaagacagctcttgggtggtccataagtgaccttaagggcataageccagctagatgeatgcacaagatcctattggaggatgatgctaagecagtg
gttcaaccacagaggcggttaaatctagccatgaaggaagtggtgaagaaagaggtcaccaagetactggaggetgggattatttatcctacttctgatagteectgg
gtgagccctgttcaagttgtccccaaaaagggaggceatgacagtggttcataatgaaaaaaatgaactggttcctacaagaacagttacagggtggegeatgtgtatt
gactacagaaggctcaatacagccaccagaaaggatcattttcctttaccattcatagaccaaatgctagagagactagecagatcatgagttttactgetttttggacgg
ctattcaggttacaaccaaattgcagtagatccccaggattaagagaaaactgcatttacatgttcatctggagtatttgcctacagaagaatgecatttgggetgtgtaa
tgcacctgeaacctttccgagatgeatgetctctattttctctgatatggtggaaaattttctggaagtcttcatggatgacttctcagtatatggagactcattcagetectg
tettgatcacctgacactagttctgaaaagatgccaagagactaacctggttttaaactgggaaaaatgtaattttatggtgoctgaagggattgtecttgggegtaaaat
ttcaaacaagggaatagaggtggatcaagctaaagtggaagtaattaaaaattaccaccacctgccaatgttaaggcaatcagaagcetttctgaggcatgeatgatttt
ataggaggtttataaaggatttttcaaaaattgcaaaacctctaagcaatctgctagetgetgacacaccatttgtgtitgacacagagtgtctgtaggcgttttaaacttta
aaacctaagctggtcacagcaccagttatttctacaccagactggacactaccatttgaactgatgtgtgaa

>Ai-Athila-7
aaggacacacaagacagctcttgggtggtccattagtgatctcaagggcattagectggecagatgcatgcacaagatcctactagaggataatgctaaactagtgg
ttcaaccacaatggcggctgaatccagecatgaaggaggtegtacagaaagaggtcactaaattactagaggctgggattatttatcccatttctgatagecectaagt
gagccctatccaagttgcactcaaaaagggaggcatgacagtggttcataatgaaaaaaatgaattggttcctacaagaatagttacagggtggegtatgtgtactga
ctatagaagactcaatacagccaccagaaaggatcattttcctttaccattcatagaccaaatgctagaaaggcetageaggtcatgactattactactttctggatggeta
ctcaggctacaaccaaattgcagtagatccccaggatcaagaaaaaatagcattcaaatgtccatctggagtatttgectacagaaggatgtectttggtctatgtaatg
caccagcaacctttcagagatgcatgctctttatcttctctgataaggtggaaaattttctggaagtcttcatggatgactttttagtatttggagagtctttcagetectgtet
tgatcatttagcacttgtictgaaaagatggcaagagactaacctggttttaaactaggaaaaatgtcactttatagtgactgaaggaattgtccttgggcataaaattttg
aacaaaggcatagaggtggatcaagctaaggtggaggtaatcgaaaaattaccaccacccaccaatgttaaggcaatcagaagttttctggtacatgecaggattctat
aggaggtttataaaagaatttttcaaaaatcgcaaaacctctgagtaacctgctagetgetgatacaccatttgtetttgacacagagtgtttgecaggectttgagactcta
aaggctaagctgttcacagcgtctgacatttctgcatcggactagacattaccatttgaactgatgtgtgaa

>Ai-Athila-8
aaggacacacaagacagctcttcggtggtccattagtgatcttaagggcattagcccagecagatgeatgeacaaaatcctattggaaggtgacgctaggecagtg
gttcaaccacaaaagctgetgaacccagecatgaaggaggtggtgcagaaggaggtcactaaattactagaggetgggattatttatcctatttetgttageceetgg
gtaagccatgtccaagttgtccctaagaaaagtggeatgacagtggttcctaatgaaaaaaatgaactggttcctacaagaacaattacagggtggtgtatgtgtattg
attatagaaggctcaatacagccaccagaaaggatcattttcctttaccattcatagaccagatgetggaaagactagcaggacatgaatactactacttcetggatgg
atattcaggttataataaaatttcagtagatccccaggatcaagagaaaacagcattcacatgtccatctggagtatttgecatacagaaggatgecatttggettgtgecaa
tgcacctgeaacctttcaaaggtgceatgetctcaattttctctgatatggtggaaaaatttctggaagtcttcatggatgacttttcagtatttggagactcattcagetettg
tcttgaccatctageacttgttctaaaaaggtgccaagagactaacctggttttaaactgggaaaaatgtcactttatggtgactgaaggaattgtecttgggcacaaaat
tttgaacaagggaatagaggtggatcaagctaaggtagaggtaattgaaaaattaccaccacctgecaacgttaaggceaatcagaagcetttctggggcatgeaggat
tttataggaggtttataaaggatttctcaaacctctaagtaatctgetagetgctgacacaccatttatctttgataaggagtttctgeaggtatttgagactctgaaagetaa
attggtcacagcaccaatcatctctgcaccaaactggatattaccatttgaactgatgtgtgaa

>Ai-Athila-9
aaggacacacaagacagctcttgggtggotccataagtgatctcaagggcattagecccagecagatgcatgcacaagatcectattagaggatgatgctaagecagtg
gttcaaccacagaggcggctgaatccggccatgaaggaggtggtgcagaaagaggtcactaagttactagaggctgggattatttatcctatttctgatageccctg
ggtgagcecectgtccaagttgtccccaagaagggaageatgacagtggticataataaaaagaatgaactggttcctacaagaacagttatagggtggcgtatgtgtat
tgactacagaaggctcaatacagccaccagaaaggatcatttccctttaccattcatagaccagatgetagagagactagecaggtcatgaatactactgetttttggat
ggctattcaagttataaccaaattacagtaaatcctcaggaccaagagaaaacagcatttacatgtccatctggagtatttgectacagaaggatgecttttggtetgtgc
aatgcacctgcaacctttcaaaggtgaatgctctctattttctctgatatggtagaaaaatttctggaagtcttcatggataactttttagtatttggagactcattcagetect
gtcttgaccatctageacttgttctgaaaaggtgccaagagactaacctggttttaaactgggagaaatgtcactttatggtgactgaagaaattgtecttgggeacaaa
atttcgaacaagggaatagaggtggatcaagccaaggtagaggtaattgaaaaattaccaccacctcccaatgttaaggcaatcagaagcetttctggggcatgecaag
attctataggaggtttataaaggatttttcaaaaatcgcaaaagctctgagcaatctgetagetgetgacacgecatttgtetttgacacagagtgtetgeaggegtttga
aactctaaaagctaagctggtcatagcaccagtcatttctgcaccagactggacattaccatttgaactgata

>Ai-Athila-11
aaggacacacaagacagctcttgggtggtccataagtaaccttaagggceataageccagetagatgtatgcacaagatectattggaggatgatgctaagetagtgg
ttcaaccacagaggcggctaaatccageccatgaaggaagtggtgcagaaagaggtcaccaagttactggaggcetgggattatttatcctatttctgatageeectgg
gtaagccatgtccaagttgtccgcaaaaagggaggtatgactgtggticataatgaaaaaaatgaactggttcctacaagaacagttatagggtagegeatgtgtattg
actataggaggctcaatacagccaccaaaaaggatctttttcctttaccattcatagaccagatgctagaaagactagcaggtcatgattattactgctttttggatggct
attcaggctacaaccaaattgcagtagatccccaggatcaagagaaaacagtattcacatgtccatctggagtatttgecctacagaaggatgcecatttgggetgtgtatt
gcacctgcaacctttcagagatgcatgctctctattttctctgatatggtggaaaaatttctggaagtcttcatggatgacttctcaatatatggagactcattcagetcetgt
cttgatcacctaacactggttctgaaaagatgccaagagactaacctggttttaaactgggaaaaatgtcactttatggtgactgaagggattgtecttgggcacaagat
tttgaacaagggaatagagatggatcaagctaaggtagaggtaattgaaaaattaccaccacctgecaatgttaaggcaatcagaagcetttctggggcatgeaggatt
ctatagaaggtttataaaggatttttcaaaaattgcaaaacctctgagcaatctgetagetgetgacacgecatttgtgtttgacacagagtgtctgcaggegtttgaaac
tccgaaagctaagetggtcacageaccagttatttctgecaccagactggacattaccatttgaactgatgtgtgaa
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>Ai-Athila-19
gacacacaagacagctcttgggtggotccataagtaaccttaagggcacaageccaactagatgcatgecacaaaatcctattggaggatgatgctaagetagtggttc
aaccacagaggcggctaaatccagecatgaaggaagtggtecaaaaagaggtcaccaaattactggaggctgggattatttatcccatttctgatagecectgggtg
agccctgttcaagttcttcccaagaagggaggcatgacagtggticataatgaaaaaaatgaactagttcctacaagaacagttacagggtggegeatgtgtattgac
tacagaaggctcaatatagccaccagaaaggatcattttcctttaccattcatagaccatatgctagagagactagecaggtcatgaatattactgatttttggatggcetatt
caggttacaaccaaattgcagtagatccccaagaccaagagaaaacaacattcacatgeccttctggagtatttactaacagaagaatgcecttttggtctatgtaatge
acctgcaacctttcagaggtgcatgctctctatcttctctgatatggtagagaagtttctggaagtcttcatggatgacttttcagtatttggagactcatttaactcetgect
tgaccatttagcacttgttctgaaaagatgccaagagaccaacctagttttaaactgggaaaaatgtcactttatggtgactgaaggaattgtccttgggcataaaatttc
aaacaagggaatagaggtggatcaagctaaagtggaagtaattgaaaaattaccaccacctgctaatgttaaggcaatcagaaactttctggggcatgeaggattct
acaggaggtttataaaggatttttcaaaaattgcaaaacccctgagcaatctecttgtagetgaca

>Ai-Athila-20
ctaaatccagccatgaaggaagtggtgcagaaagaggtcaccaagttactggaggctgggattatttatcctatttctgatagecectgggtgatecctgtccaagttg
tccccaaaaagggaggeatgacagtggttcataatgaaaaaaatgaactagticctacaagaacagttacagggtggcgeatgtgtattgactatagaaggcetcaat
acagccaccagaaaggatcatcttcctttaccattcatagaccagatgctagaaagactagcaggtcatgattattactgctttttggatggctattcaagetacaaccaa
attgtagtagatccccaggatcaagagaaaacagcattcacatgtccatctggagtatttgectacagaaggatgecatttgggttgtgtaatgecacctgeaacctttca
gagatgcatgctctctattttctctgatatggtggaaaaatttctggaagtcttcatggatgacttctcagtatatggagactcattcagetcctgtettgatcacctgacact
ggttctgaaaagatgccaagagactaacctggttttaaactggaaaaaatgtcactttatgttgactgaagggattgtecttgggcacaagatttcgaacaagggaata
aaggtggatcaagctaaggtagaggtaattgaaaaattaccaccacctatcaatgttaaggtaatcagaagcetttctggggcatgcaggattctataggaggtttataa
aggatttttcaaaaattgcaaaacctctaagcaatctgctagetgctgacatgcecatttatgtttgacacagagtgtetgcaggegtttgaaactctgaaagcetaagetgg
tcacagcaccagttatttctgcaccagactggacattaccatttgaactgatgtgtgaa

>Ai-Athila-21
ctaaatccagccatgaaggaagtggtgcagaaagaggtcaccaaattactggaggetgggattatttatcctatttctgatagecectgggtgagecectgttcaagteg
tcccaaaaaagggaggcatgacagtaattcataatgaaaaaaatgaactggticctacaagaacagttacagggtggcacatgtgtattgactacagaaggctcaat
acagccaccagaaaggatcattttcctttaccattcatagaccagatgctagaaagactagcaggtcatgattattactactttttggatggctactcaggctataaccag
attgcagtagatccccaggatcaagagaaaatageattcacatgtccatccgaagtgtttgcttatagaaggatgecatttgggctatgtaatgegectgcaacctteca
gagatgcatgctctctattttctttgacatggtggaaaaatttctggaagtcttcatggatgacttctcagtatatggagactcattcagetcctgtettgatcacctgaaact
tgttctgaaaagatgccaagagaccaacctagttttaaactaggaaaagtgtcacttcatggtgactgaaggaattgttcttgggcataaggtctcaaataagggaata
gaggtggatcaagcaaaaatagaggtaattgaaaaattaccaccacctgecaatgttaaggcaatcagaagctttctggggceatgecaggattctatagaaggtttata
aaggatttttcaaaaatcgcaaaacctctaagcaatctgetagetgetgacacgecatttgtgtttgacacagagtgectgeaggcegtttgaaatgctgaaagetaaget
ggtcacagcaccagtcatttctgcaccagactggacattaccatttgaactgatgtgtgaa

>Ai-Athila-22
gtacgcacaagatcctattggaggacgatgetaagecagtagticaaccactgaggeggcetaaatccagecatgaaggaggtagtgcagaaagaggtcaccaagt
tactagaggctgggattatttatcctatttctgatagecectgggtgagecccgtccaagttgtccccaagaaaggaggcettgatagtggttcataatgaaaagaataaa
ctggttcctacaagaacatttacagggtggcgtatgtgtattgactatagaaggctcaatacagecaccaggaaggatcactttcctttaccattcatagaccagatget
agaaagactagcaagtcattaatattactgctttttggatggctattcaggttacaaacaaattgcagtagatcctcaggactaagagaaaacagcattcacatgtccttc
tggagtatttgcctacagaaggatgecttttggtetgtgcaatgeacctgcaacctttcagaggtgeatgcetctctatetictetgatatggtagagaaattcctggaagtg
ttcatggatgacttttcagtatttggagactcattcatctcctgecttgaccatttagecacttgttctgaaaaggtgccaagagactaacctagttttaaactggaaaaaatg
tcactttatggtgactgaagggattgtccttgggcataaaatticaaacaagggaatagaggtggatcaagctaaagtagaggtaattgaaaaattaccaccacctgec
aatgttaaggcaatcagaagctttctgggocatgcaggattctataggaggtttataagagatttttcaaaaattgcaaaacctctgagcaatctactagetgetgacac
gecatttgtgtttgacacagagtgtetgtaggegtttgaaactctgaaagctaagetggtcacaacaccagttatttctgtaccagactggacattaccatttgaactgat

gtgtgaa

>Ai-Athila-24
gtacgcacaagatcctattggaggatgatgecaagecagtggticaacaacagaggceagetgaatctaggeatgaaggaggtggtgcagaaagaggtcactaagt
tactagaggctgggattatttatcctatttctgatagecectgggtgagecccgtccaagttgtccccaaaaagggaggeatgacagtggttcataatgaaaaaaatga
attggttcctacaagaacagtcacagggtggegtatgtgtattgactacagaaggetcaatacagecaccagaaaggatcattttcctttaccattcatagaccaaatg
ctagaaagactagctggtcatgattattactgcetttttggatggctattcaggttacaaccaaattgcagtagatcctcaagaccaagagaaaacaacatttacttgecctt
ctggegtgtttgectacagaaggatgccttttggtatgtgtaatgetectgeaacctttcagagatgeatgcetatecatcttetetgatatggtggagaaatttcttgaagte
ttcatggatgacttctcagtatatggagactcattcagcetcctgtcttaaccacctatcacttgtcctgaaaaggtgccaagagactaacctggttttaaactgggagaaa
tgtcagtttatggtgactgaagaaattgtccttggacacaaaatttcaagcaggggaatagaggtggataaggcaaaggtagaggtaatcgagaaattaccaccace
tgccaatgttaaggcaatcagaagctttctggggeatgecaggattctacaaaaggtttataaaggatttttcgaaaattacaaaacctttgagtaacttgectagetgetga
cacaccatttgtgtttgacacacagtgtctgcaggcatttgagaccctgaaagctaagetggtcacagcaccagtcatctctgcaccagattggacattgecatttgaa
ctgatgtgtgaa
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>Ai-Athila-28
aaggacacacaagacagctcttgggtggtccataggtgaccttaagggceataageccagetagatgecatgecacaaaatcctattggaggataatgecaagecagtg
gttcaaccacagaggcggctaaatccagecatgaaggaagtggtgcagaaagaggtcaccaaattactagaggetgggattatttatcctatttctgatagecectgg
gtgagecctgtccaagtegtcccaaaaaagggaggeatgacagtgattcataatgaaaagaatgaactggttcctacaagaacagttacaggatggcgeatgtgtat
tgactacagaagactcaatacagccaccagaaaggatcattttcctttaccattcatagaccagatgctagaaagactggcagatcatgagtattactgcetttttggacg
gctactcaggctataaccagattgcaatagatccccaggatcaagagaaaacagcattcatatgtccatctggagtgtttgcttatagaaggatgecatttaggetgtgt
aatgcgcctgcaaccttccagagatgceatgctctctattttctctgatatggtggaaaaatttctggaagtcttcatggatgacttctcagtatatggagactcattcagete
ctgtcttgatcacctgaaacttgtictgaaaagatgccaagagaccatcctagttttaaactgggaaaaatgtcacttcatggtgactgaagggattgtccttgggcataa
aatctcaagcaagggaatagaggtggatcaagcaaaaatagatgtaattgaaaaattaccaccacctaccaatgttaaggcaatcagaagctttctggggeatgeag
gattctataggaggtttataaaggaatttcaaaaatcgcaaaacctctaagceaatctgetagetgetgacacgecatttgtgtitgacacagagtgectgecaggegtttg
aaacgctgaaagctaagcetggtcacageaccagtcatttctgecaccagactggacgttaccatttgaactgatgtgtgaa

>Ai-Athila-27
aaggacacacaagacagctcttgggtgocccataagtgaccttaagggceataagectaactagatgeatgcacaaaatcctattggaggatgatgctaagecagtg
gttcaaccacagaggcggctaaatccagecatgaagaaagtggtgecagaaagatgtcaccaaattactggaggetgagattatttatcecatttctgatageccctgg
gtgagccctgttcaagttgtccccaagaagggaggeatgacagtggticataatgaaaaaaatgaactggttcctacaagaacagttatagggtggegceatgtgtatt
gactacagaaggctcaatacagccaccagaaaggatcattttcctttaccattcatagaccagatgctagagagactagcaggtcatgaatattactgetttttggatgg
ctattcaggttacaaccaaattgcagtagatcctcaggaccaagagaaaacagcattcacatgtccttctggagtatttgcttacagaagaatgecttttggtctgtgtaa
tgcacctgeaacctttcagaggtgcatgcetctetatcttctetgatatggtagagaagtttctggaagtcettcatggatgactttcagtatttggagactcatttagetectg
ccttgaccatttagcacttgttctgaaaggatgccaagagaccaacctaattttaaactggaaaaaatgtcactttatggtgactgaaggaattgtccttgggeataaaat
ttcaaacaagggaatagaggtggatcaagctaaagtggaagtaattgaaaaattaccaccacctgctaatgttaaggcaatcagaagettictggggcatgcaggatt
ctacaggaggtttataaaggattttcaaaaattgcaaaacccctgagceaatctgetagetgetgacacgecatttgtgtttgacacaaagtgtetgcaagceattcgagac
tctgaaagctaagcetggtcacagcaccagttatttctgcaccagactggactttaccatttgaactgatgtgtgaa

>Ai-Athila-26
aaggacacacaagacagctcttgggtcatccataagtgaccttaagggcataagcccagcetagatgcatgecacaaaatcctattggagaatgatgctaagecagtg
gttcaaccacagaggcggctaaattcagccatgaagaaagtggtgcagaaagaggtcaccaaattactggaggetgggattatttatcctatttctgatagecectgg
gtgagccctgttcaagttgttcccaagaagggaggceatgacagtggttcataatgaaaaaaatgaactggttcctacaagaacagttacagggtggegceatgtgtatt
gactacagaaggctcaacacagccaccagaaaggatcattttcctttaccattcatagaccagatgctagagagactagcaggtcatgaatatcactgctttttggatg
gctattcaggttacaaccaaattgcagtagatcctcaggaccaagagaaaacagcattcacatgtceettctggagtatttgettatagaagaatgcecttttggtetgtgta
atgcacctgcaacctttcataggtgcatgctctctatcttctctgatatggtagagaaatttctggaagtcttcatggatgactttcagtatttggagactcattcagetectg
tcttgaccatttageacttgttctgaaaagatgccaagagactaacctagttttaaactgggaaaaatgtcactttatggtgactgaaggaattgtecttgggcataaaatt
tcaaacaaggggatagaggtggatcaagctaaagtgaaagtaattgaaaaattaccaccacctgcetaatgttaaggcaatcagaagctttctggggceatacaggatt
ctaaaggaggtttataaaggatttttcaaaaattgtaaaatccctgagcaatctgctagetgetgacacgcecatttgtgtttgacacagagtgtetgcaagegtttgagac
tctgaaagctaagcetggtcacageaccagttatttctgcaccagactggacattaccatttgaactgatgtgtgaa

>Ai-Athila-23
aaggacacacaagacagctcttaggtggtccataagtgaccttaagggcataagcccagetagatgeatgeacaaatectattggaggatgatgctaagttagtggtt
caaccacagaggcggctaaatccatccatgaaggaagtggtgcagaaagaggtcaccaaattactggagactgggattatttaccctatttttgatagecectgggtg
agccctgttcaagttgttcccaagaagggaggcatgacagtggttcataatgaaaaaaatgaactggticctacaagaacagttaaagggtggcgeatgtgtattgac
tacagaaggctcaatacagccactagaaaggatcattttcctttaccattcatagaccagatgctagagagattagcaggtcatgaatattactgctttttggatggctatt
caggttacaaccaaattgcagtagatcctcaggaacaagagaaaacagcattcacatgtccttctggagtatttgettacagaagaatgcecttttggtetgtgtaatgea
cctgcaacctttcagaggtgcatgetctctatcttctctgatatggtagagaaatttctggaagtcttcatggatgaattttcagtatttggagactcattcagetcatgectt
gaccatttagcacttgttctgaaaagatgccaagagaccaacctagttttaaactgggaaaaatgtcactttatggtgactgaaggaattgtccttagggataaaatttca
aacaaggggatagaggtggatcaagctaaagtggaagtaattgaaaaattaccaccacctgetaatgtcaatgcaatcagaagetttctggggaatgcaggattcta
caggaggtttataaagaatttttcaaaaattgcaaaacccctgagcaatctgetagetgetgacacgecatttgtatttgacacagagtgtetgcaagegtttgatactet
aaaagctaagctggtcacaacaccagttatttctgcaccagactggactttaccatttgaactgatgtgtgaa

>Ai-Athila-25
aaggacacacaagacagctcttgggtggotccataagtgatcttaagggcattagecccagecagatgeatgeacaaaatectattggaggatgatgctaagecagta
gttcaaccacagaggcggctaaatcccgecatgaaggaggtggtgcagaaagaggtcactaagttactaaaggctgggattatctatectatttctgatagecectg
ggtgagcecectgtcecatgttgtccctaagaagggaggaatgacagtggttcataatgaaaagaatgaactggttcctacaagaacagttacagggtggegtatgtgtat
tgactacagaaggctcaatacagccaccaggaaggatcatttttctttacaattcatagaccagatgctagagagactagecggtcatgaatattactgetttttggatg
gctattcaggttacaaccaaattgcagtagatcctcaagaccaagagaaaacagcattcacatgtegttctggagtgtttgcctacagaaggatgecttttggtctgtgt
aatgcacctgcaacctttcagaggtgcatgctctctatcttetctgatatggtagagaagtttctggaagtattcatggatgacttttcagtatttgaagactcattcatctee
tgccttaaccatttageacttgttictgaaaagatgctaagagaccaacctagttttaaactgggaaaaatgtcactttatggtgactgaagggattgtecttgggeataaa
atttcaaacaagggaatagaggtggatcgagctaaagttgaagtaattgaaaaattaccaccacctgccaatgttaaggcaatcagaagcttictggggcatgcagg
attctataggaggtttataaaggatttttcaaaaattgcaaaacctctgacaatctgctagetgetgacatgcecatttgtgtttgacacagagtgtctgeacacatttgtgac
cctgaaagctaagetggtcacaacacctgteatttctgcaccagactggatattaccatttgaactgatgtgtgaa
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>Ai-Athila-29
taaggacacacagacagctcttgggtggtccataagtgatctcaaggacattagtccagccagatgeatgcacaagatcctattggaggatgatgctaagecagtgg
ttcaaccacagaggcggctgaacccagecatgaaggaggtggtacagaaagaggtcactaagttactagaggctaggattatttatcctatttctgatagecectgg
gtgagccgeaagttgtccccaagaaggaaggcattataaggtggcgtatgtgtattgactacagaaggctcaatacagecaccagaaatgatcattttectttaccatt
catagaccagatgctagagagactagcagaaaggatcatttccctttaccattcatagaccagatgctagagagactagecaggtcatgattactactgetttttggatg
gctattcaggttacaaccaaattacagtagatccacaggaccaagagaaaacggcattcacgtgtccatctggggtattcgectacagaaggatgecatttggtetgt
gcaattcatctgcaacctttcagagatgeatgetctctattttctctgatatggtgaaaaattttttggaagtcttcatggatgacttcgcagtatttggagactcattcagete
ctgtcttgaccatctaacacttgttctgaaaaggtgccaagagactaacctggttttaaactaggagaaatgtcactttatggtgactgaaggaattttccttgggcacaa
aatttcgaacaaaggaatagaggtggatcaagctaaggtagaggtaattgaaaaattaccaccacctgecaatgttaaggcaatcagaagctttctggggceatgecag
gattctatagaaggtttataaaagatttttcgaaaattgcaaagcectctgagcaatctecttgtagetg

>Ai-Athila-30
aaggacacacaagacagctcttgggtggtccatcagtgatcttaagggtattagcccagecaaatacatgcacaagatectattggagggtgacgetaagecagtg
gttcaaccacaaaggcggcttaatccagecatgaaggaggtggtgcagaaggaggtcactaaattactagaggetgggattatttattctatttctgatageccctagg
taagcccetgtccaagtegtecctaagaaaggtggcatgacagtggttcataatgaaaaaaatgaactggttcctacaagaacagttacagggtggcgtatgtgtattg
attatataaggctcaatacagctaccagaaaggatcattttcctttacccttcatagacagatgttagaaagactagcaggtcatgaatactactgettcctggatggatat
tcaggttataatcaaattgcagtagatccccaagatcaagagaaaacaacattcacatgtccatccggagtatttgcatacagaaggatgecatttggtctgtgcaatg
cacctgcaacctttcaaaggtgcacgctctcaattttctctgatatggtggaaaaatttatggaagtcttcatggatgacttttcagtatttggagactcattcagetcctate
ttgaccatctagcacttgttctaaagaggtgccaagagactaacctggttttaaactgggagaaatgtcactttatggtgattgaaggaattgtecttgggcacaaaattt
tgaagaagggaatagaagtggatcaagctaaagtagaggtaattgaaaaattaccaccacctaccaatgttaaggcaatcagaagcetttctggggcatgeaggattc
tataggaggtttatcaaagatttttcaaaaattgccaaacctctgagtaatctgectagetgetgacacaccatttatctttgataaggagtgtctgecaggegtttgagactct
aaaagctaagctggtcacagcaccagtcatctctgcaccagactggacattaccatttgaactaatcact

>Ai-Athila-17
gceatgetceeggecgecatggeggecgegggaattcgattaaggacacacaagacagetcttgggtggtccataagtgatcttaagggcattageccageaagat
gcatgcacaagatcctattggaggacgatgctaagecagtggttcaaccacagaggeggctaaatccagecatgaaggaggtggtgcagaaagaggtcactaag
ttactggaggctgggattatttatcctatttttgatagecectgggtgagecctgtctaagtcgtacccaaaaagggaggcatgacagtggttcataatgaaaagaatga
agtggttcctacaagaatagttacagggtagegtatgtgtattgactacagaaggctcaatacagetaccagaaaggatcattttectttaccattcataaaccagatgcet
agaaagactagcaggtcatgaatattactattttttggatggctatttaggttacaaccaaattgcagtagatcctcaggaccaagagaaaacagcattcacatgtecttc
tggagtgtttgcctacagaaggatgcecttttggtetgtgtaatgecacctgeaacctttcaaaggtgeatgcetctcetatcttttctgatatggtagagaaatttctggaagtttt
tatggatgacttttcagtatttagagactcattcagctcctgecttgaccatttageacttgttcttaaaagataccaagagaccaacctagttttagactgaaaaaaatgtc
actttatggtgactgaaggaattgtccttgggcataaaatttcaatcaaggggatagaggtagatcaagctaaagtagaggtaattgaaaaattaccaccacctgecaa
tgttaaggcaatcagaagctttctggggcatgcaggattctataggaagtttataaaggatttttcaaaaattataaaacctctgagtaatctgctagetgetgacacgece
atttgtgtttgacacagagtgtctgcaggegtitgaaactctgaaagcetaagetggtcacageaccagttatttctacaccagactggacattaccatttgaactgatgtg
tgaaatcactagtgaattcgcggecgectgecaggtcgaccatatgggagageteccaacgegtt

Seqiiéncia consenso entre A. duranensis e A. ipaénsis

>Consensus/1-803 Percentage Identity Consensus
aaggaggtaggotgcagaaagaggtcactaaattactagaggctgggattatttatcctatttctgatageccctgggtgagecctgtccaagttgtccccaagaaggg
aggcatgacagtggttcataatgaaaaaaatgaactggttcctacaagaacagttacagggtggegtatgtgtattgactacagaaggcetcaatacagecaccagaa
aggatcattttcctttaccattcatagaccagatgctagaaagactagcaggtcatgaatactactgcetttttggatggctattcaggttacaaccaaattgecagtagatee
tcaggaccaagagaaaacagcattcacatgtccatctggagtatttgcctacagaaggatgecatttggtetgtgcaatgeacctgeaacctttcagaggtgeatgcte
tctattttctctgatatggtggaaaaatttctggaagtcttcatggatgacttttcagtatttggagactcattcagetectgtettgaccatctageacttgttctgaaaagat
gccaagagactaacctggttttaaactgggaaaaatgtcactttatggtgactgaaggaattgtecttgggeacaaaatttcaaacaagggaatagaggtggatcaag
ctaaggtagaggtaattgaaaaattaccaccacctgcecaatgttaaggcaatcagaagcetttctggggcatgecaggattctataggaggtttataaaggatttttcaaaa
attgcaaaacctctgagcaatctgctagetgetg
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Seqiiéncias traduzidas de clones representativos obtidos na arvore filogenética e publicadas por Wrigth e
Voytas, 2001.

>Tat4-1
LGAGSIVEVKYPEWLANPVVVKKKNGKLRVCIDFTDLNKACPKDSFPLPHIDRMVEATTGNELLSFMD
AFSGYNQIPMHKDDQEKTSFITDRGTYCYKVMPFGLKNAGARYQRLVNQMFAPQLGKTMEVYIDDML
VKSKKSADHIEHLTACFETLNKYNMKLNPAKCSFGVTSGEFLGYIV

>Rire2
LAAGFIKEVLHPDWLANPVLVRKKTGQWRMCVDYTDLNKSCPKDPFGLPRIDQVVDSTAGCELLSFLD
CYSGYHQIRLKESDCLKTSFITPFGAYCYVTMPFGLKNAGATYQRMIQRCFSTQIGRNVEAYVDDVVV
KTKQKDDLISDLEETFASIRAFRMKLNPEKCTFGVPSGKLLGFMV

>Vulgar
LAANFVREVHHSEWLANVVMVPKKDKSLRMCIDFKHVNKVSPKDHFPLPRIDQIVDSTAGCERLSFLD
AYSGYHQIRLYGPDELKTAFITPFGCFCYITMPFGLKNAGATFMRMIQKCLLDQIGRNVEAYMDDIVVK
SRKGSNLLTDLAETFANLRRYDIKLNPAKCSFGVPSGKLLDFFV

>Cinful
LSAGVIREVKYPEWLANTVMVKKANGKWRMCIDFTDLNKACPKDEFPLPRIDSLVDATASSELMSLLD
CYSGYHQIWMKREDEPKTSFITPSGTYCYLRMPEGLKNAGGSFSRMTAKVLQSQIGRNVLTYVDDIIVK
STKQENHIADLQETFASFRQAGLKLNPEKCVFGVKKGKFLGCLV

>f26h6
LDAGSIVEVRYPDWLRNPVVVKKKNGKWRVCIDFTDLNKACPKDSFPLPHIDRLVEATAGNELLSFMD
AFSGYNQILMHQNDREKTVFITDQGTYCYKVMPFGLKNAGATYPRLVNQMFTDQLDHSMEVYIDDML
VKSLRAEEHITHLRQCFQVLNRYNMKLNPSKCTFGVTSGEFLGYLV

>Grand1-4
VAAGFIREVLHPEWLANPVLVLKKNKVDWRMCVDYTDLNKHCPKDPFGLPRIDQVVDSTAGCSMLSF
LDCYSWYHQISLAKEDEEKTAFITPFGAFCYTSMSFGLKNGRATYQRAIQTCLANHWGKRVEAYVDDV
VIKIENSENFIEDLQLVFNSLRRYRWKLNPEKCVFGVPAGKLLGFIV

>tob2-2
LDVGVVYPISDSSWTSPVQCVPKKVGMTVVKNSKNELIPTRTITGWRVCMDYRKLNKVTCKDHFPLPF
LDQMLDRLAGRAFYCFLDEYSGYNQILIAPEDPEKTTFTCPYGTFVFSRMPFRLCNAPATFQRCMMAIFS
YMVKDIFEVFMDDFSVVGHSFDECLKNLDRVLAHCEETNLVLNWEKCHFMVEEGINLWHKI

>tob1
LDAGVIYPIYDSSZTSPVQCVPKKGGMTVVTNEKNELIPTRMVTGWRVCMDYRKLNKLTRKDHFPFPF
LDQMLDRLACRAFYCFLDVZSGYSQIFIAPZDHEKTTFTCPYGTFAYKRMPFGLCNALANFYRCMMAIF
TDMVKDYLKVFMDDFSMVGDSFDDCLENLDKVLARYEETNLVLNWEKCHFMIEEGIVLGHKI

>tob4-1
LDVGVVYPISDSSCISPVQCVPKKGGMTVVANSQNGLIPTRIVTGWKVCMDYRKLNKVTRKDHFPLPFL
DQMLDRLAGRAFYCFLDGYSGYNQIFITPEDQEKTTFTCPYGTFAFSRMPFGLCNAPTTFZRYMMAIFT
DMVEDILEVFMDDFSVVGDSFDECLNNLDRVLAHCKETNLVLNWEKCHFMVEEGIVLGHKI

>tob5-3
LDVGVVYPIFDSSWTLPVQYVPKKGGMTVVTNVKNELIPTRTVTGWRVCMDYHKLNKVTRKDHFPLP
FLDQMLDRLAGCAFYCFLDGYSGCNKILIAPKDQEKTTFTCTYGTFVFSRMSFGLCNAPTTFZRCMMALI
FTYMVEDILEVFMDDFSVVGDZFDECLKNLDRVLARCEEANLVLNWEKCHFMVEEGIVLSHKI

>ricel
LYARIITYLVPYSEWVSPVQVVPKKGGMTAVANAQNELIPQRTVTGWRMCIDYRKLNKATKKDHFPLPF
IDEMLERLANHSFFCFLDGYSGYHQIPIHPEDQSKTTFTCPYGTYAYRRMPFGLCNTPASFQRCMMSIFS
DMIEDIMEVFMDDFSVYGKTLGHCLQNLDKVLQRCQEKDLVLNWEKCHFMVCEGIVLGHRV
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>rice2-10
LHARITYPVPYSERVSPVQVVPKKGGMAVVANAQNELITQQTVTGWRMCIDYRKLNKATKKDHFPLPF
IVEMLERLANHSFFCFLDGYFGYHQIPIHPEDZSKTTFTCPYGTYAYHRMSFGLCNAPASFQRCMMSIFS
DMIEDIMEVFMDDFSVYGKTFGHCLQNLDKVLQRCQEKDLVLNWEKZHFMVREGIVLGHRV

>rice2-17
LHAGIIYTVPCSEWVSTVQVGPKMGZMTVVANAQNKLIPQPTITGWRMCIDYRKLNKATKEDHFPLPFI
DEMLERMTNHSFFCFLDGYSGYHQIPIRPEDQSKTTFTCPYGTYAYRRMSFGLCNAPASFQRCMLSIFSD
MIEDIMKVFMDDFSVYGKTFGHCLZNLDKVLQRCQENDLVFNWEKCHFMVREGIVLGHRV

>rice5-2
LHAEIIYPVPYREWVSPVZVMPKKGRMTVIANAQNELIPQRTVTGWRMCIDYMKLNKATKKDHFPLPFI
DEMLERLANHSFFRFLDGYSRYDQIPIHPEDQSKTTFTCSYDTYAYRRMSFGLCNAPASFQRCMMSIFSD
MIKDIMEVFMHDFSIY GKTSGHCLQNLDKILQRCQEKDLVLNWEKCHFMVREGIVLSHRV

>gyc2-3
LKVZVIYPIZDRNWVSPVQVVPKKIGITVVKNZNDELVPTSVQNGWRVCIDYRKLNVVTRKDHFPLPFI
DQMLERLVGHSYYCFLDGYSSYFQIVITPEDZEKTTFTCPFGTFAYRCMPFGLCNAPTTFQRCMVSIFSY
YIENIIEVFMDDFIVYGDSFNNFLHNLTLVLQRCIETNLVLNYEKCHFMVEQGIVLGHVI

>syc4-2
LEVGVIYLISNSNWVSPVQVAPKKTGITVVKNQNDELVPTHVQNGWWVCINYRKLNVITCKDHFPLPFI
DKMLERLAGHSYYCFLDGYLGYFQIAITSEDQEKMIFKCPFGTFAYRHMPFGLCNAPTTFZRCMVSIFSD
YIENIIEVFMDDFTVYGDSFDNCLHNLTLVIQRCIETNLVLNSZKCHFMVEQGIVLGHVV

>syc4-3
LDVGIIYPIFYSNZVSPTQVVPKNSGVTVVKNANDELIPNRLTIGWRVCINYKKLNSVTRKDHFPLPFMD
ZILERVAGHKFYYFLYGYSRYNZIEIAPEDZENTTFTCPFGTFAYRRMSFGLCNALATFZRCMLSIFSDM
VEHFLEVFMDDFFVFGNSFDDCLHNLKKVLNRCEEKNIILNZEKCHFMVSKRIVLGHIV

>syc4-7
LEVGVIYPISDSNWVSPVQVVPKKTGITVVKNQNDELVPTRVQNGWQVCIDYIKLNVVTRKDHFPLPFI
DQMFERLAGHSYYCFLDGYSCYFZIAITPEDQEKTTFTCPFGTFSYRCMPFGLCNAPATFQRCMVSIFSD
YIENIIEVFMDDFIVYEDSFDNCLHNLTLVFZRCIETNLVLNFEKCHVMVEZGIVLGHVV

>bar7
LEEGIITYPVAHSDWVSPVHCIPKKGGITVVPNDKDELIPZRIITGYRMVIDFRKLNKATRKDHYPLPFIDQ
MLERLSKHTHFLFLDGYTGFSQIPVAQFDQEKTTLTZHFGTFAYIRMPFGLCNAPATFQRCMMAIFSDFC
EKIVNVFMDNFSVYGCSFDDCLNNVDRVLQRCKDTNVVLNWEKCHFMVNEGIVLGHKI

>bar2-4
LEAGIIYRVAHSDWLSRVHCVPKKGGITVVPNDKDELIPQRTITGYRMVIDFRKLNKATRKDHYPLPFID
QMRERLSKHTHFCFLNGYFGFSQIPVAQSDQEKTTFTCPFGTFAYRRMTFGLCNAPASFQRCMMAIFPD
FCEKIVEVFMDDFSIYGSSFDDCLSNLDRVLQRCKDTNLFLNWKKCHFMVNDGIVLGHKF

>bar2-12
LEAGIIYPVAHNDWVSPVHCVPKKGCITVVPNDKDELIPHRIITGYRMVIDFRKMNKATRKEHYPLPFSD
QMLERLSKHTHFCFLDGYSSFSQILVAQSDQEKTTFTYPFGTFAYRRMPFGLCNAPATFQRCMMAIFSD
FCEKFVEVFMDDFSVYGSSFDDCLNNLDRVLQRCKDTNLVLNWEKCHFMVNEGIVLGHKI

>bar2-19
LDEGIITYHVAHSDWVSPVHSVPKKGGITVVPNDKDELIPQRIITGYRMVIDFRKLNKATRKDHYPLPFID
HMLERLSKLTHFCFLDGY SSFSQIPVAQSDQEKTTFTCPFGTFAYRRMPFGLCNAPATFQRCMMAIFSNF
CENIVEVFMDDFSVYGSSFDDCLSNLDRVLQRCKDTNLVLNGEKCHFMVNEGIVLGHKI

>rye3-4
PEAGIIYPVADSQWVSHVHCVPKKGGMTVVPNDKHELIPQRIVTGYRMVIDFRKLNKATKKDHYPLPFI
DQMLDRLSKHTHFCFLDGYYGFSQIPVSKGDQEKTTFTCPFGTFAYRRMPFGLCNAPATFQRCMMAILS
DFZEKIVEVFMDDFSVYGTSFDDYLSNNDRVLQRCEDTNLVLNWEKCHFMVNEGIVLGQKI
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>ryed-4

LEAGIITYPVADSQWVSHVHY VPKKGGMTVVPNDKDELIPQRIVTGYRMVSDFRKLNKATKKDHYPLPF
IDOQMLERLSKHTHFFFLDGYSGFSQIPVSKGDQEKTTFTCTFGTFAYRRMPFGLCNAPATFQRCMMAIFS
DFCEKIVEVFMDDFSVYGTSFDDCLSNLDRVLQRCEDTNLVLNCEKCHFMVNEGIVLGHKI

>ryeS-2
LEAGINYPIADSQRVSHVHCVPKKGGMTVVPKDKDEFIPQRIVTGYRMVIDFRKLNKATMKDHYPLPFI
DQMPDRLSKHTHFCFLDGY SGFSQIPLSKGDQEKTTFTCPFGTFAYRGMPFGLCNAPATFQRCMIVIFSV
FFEKIVEVFMDDFSVYGTSFDDCLSNLDRVLQRCEDTNLVLNWEKCHFMVNEGIFLGHKI

>rye5-4
LEAGITYPVADSQWVSPVHCVPKKGGMTVVPNDKDELISQRIVTGYRMVIDFRKLNKATKKDQYPLPFI
DQMLERLSKHTHFCFLDGYSSFSQIPMSKGDKEKTTFTCPFGTFAYRRMPFGLCNASATFQTCMMAILY
DFCERIVDVFMDDFCIYETSFDDCLSNLDRVLQRCEETNLVLNWEKSHFMVNEGIVLGHKI

>wheat3-1
LEVGIIYPVADSQWVSPVHCVPKKGGITVVPNDKDELIPQRIITGYRMVIDFRKLNKATKRDHYPLPFID
QILERLCKHTHYCFQDGYPGFSQIPVSAKDQSKTTFTCPFGTFAYRCMPFGLCNAPATFQRCMMAIFSDF
CEKICEVFMDDFSVYGSSFDDCLSNLDRVLQRCEETNLVLNWEKCHFMVNEGIVLGHKV

>wheat5-3
LEAGIIYPVADSKWVIPVHVVPKKGGITVVPNDKDELIPQRTITGYRMVIDFRKLNKATKKYHYPLPFID
QMLERLSKHTHFCFLDGYSGFSQIPVSAKDQSKTTFTCPFGTFAYRRMPFGLCNAPATFQRYMMAILSD
FCEKICEVFMDDSSIYGSSFDDCLSNLDRVLQRCEETYLVLNWEKCQFMVNEGIVLGHKV

>wheat8-2
LEAGIIYPVVDSQWVSPVHCVLKKGGITVVPNDKDELIPQRIITGYRMVIDFRKLNKATKKDHYPLPFID
QMLERLCKHTHYCFLDGYSGFSQIPVSAKDQSKTTFTCPFGTFGYRRMPFDLCNAPATFQICMMAIFSD
FCEKICEVFMDDFSVYGSSYDDCLSNLNRVLQRCEETNLVLNWEKCHFMVNEGIVLGHKV

>wheat8-5
LEAGIIYPVAESQWVSPVHCVPKKGGITVVPNDKDELIPQRIITGYRMVIDFRKLNKATKKDHYPLPFID
QMLERLCKHTHYCFLDGYSGFSQIPVSAKDQSKTTFTCPFGTFAYRRMPFGLCNAPSTFQRCMMAIFSD
FCEKICEVFMDEFSVYGSSFDDCLSNPDRVLQRCEETNLVLNWEKCHFMVNEGIVLGHKV

>wheat8-11
LEAGITYPVADSEWVSPLHCVPKKGGITVVLNDKDELIPQIIITGYRMVIDFHKLNKATKKDHYPLPLID
QILERLSKHTHFCFLDGYTGFSQIPVSVKDQSKTTFTCPFGTFAYRLMPFGLCNAPTSFQRCMMAIFSVF
CENICEVFMDDFSVYGSSFDDCLSNLDRVLQRCEDTSLILNWEKCHFMVNEGIVLGHKI

>peal
LDSGMIYPISDSSWVSPVHVVPKKGGTSVILNEKNELIPTRTVTGWRVCIDHRRLNTATRKDHFPLPFID
QMLERLAGHEYYCFLDGYSGYNQIVVAPEDQEKTAFTCPYGIFAYRRMPFGLCNAPATFQRCMTSIFSD
MLEKYMKVFMDDFSVFGSSFDNCLANLSLVLQRCQETNLVLNWEKCHFMVQEGIVLGHKI

>peal-1
LDAGMIYPISDSPWVSPVHVVPKKGGMTVIRNDKDELIPTKVATGWRICIDYRQLNTATRKDHFPLPFM
DQMLERLSGQQYYCFLDGYSGYNQIAVDPVDHEKTAFTCPFGVFAYRKMPFGLCNAPATFQRCVLAIF
ADLIEKTMDVFMDDFSVFGGTFSLCLANLKTVLERCVKTNLVLNWEKCHFMVTEGIVLGHKV

>pead-1
LDAGMIYPISDSPWVSPVHVVPKKGGITVIRNDKDELIPTKVETGWRMCIDYRRLNTATRKDHFPLPFM
DQMLERLSGQQYYCFLDGYSGYNQIAVDPADHEKTAFTCPFGVFAYRKMPFGLCNAPATFQRCVQAIF
VDLIEKTMEVFMDDFSVFGGSFSLCLANLKTVLERCVKTNLVLNWEKCHFMVTEGIVLGHKV

>will2

LEAGLIYPISDSAWVSPVQVVPKKEGKTVIKDEKDELISTRTITGWRMCIDY QKLNDATRKDHYPLPFM
DQMLERLAGQSYYCFLDGYSGYNQIDVDPKDQEKTAFTYPFGVFAYRRMPFGLCNAPATFQRCMMTIF
SDMVEKZIEVFMDDEFSIFGPSFEGCLSNLERVLKRREESKLVLNWEKCHFMVQEGIVLGHKI
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>will3
LEAGLIYPISDSSWVSPVQVVPKKGGMTVVKNDRNELIPTRRVTRWRMCIDYRKLNEATRKDHYPLPF
MDQMLKRLARQSFYRFLDGYSGYNQIAVDPQDQEKTAFTCPFSVFAYRRMPFGLCNASTTFQRCMMALI
FDDMVEKCIEVFMDDFSFFGASFGNCLANLEKVLQRCEKSNLVLNWEKCHFMVQEGIVLGHKI

>will8-2
LEVGLIYPISDSAWVSSNZVVPKKGGMTVIHNDKNDLIPTQTIRWQMCIDYHKLNDVTKKDHFPLPFM
DQMLERLAGQAFYCFLDGYSGYNQIAVHLKDQEKTTIICPFGVFAYRQMSFELCNAPTTFZRFMMAIFA
DLVEKCIEVFMNDEFSIFGSSFYHCLSNLELVLQRCAETNLLMNWEKCHFMVQEGIVLGHKI

>will8-3

LEVGLIYLISDSAWVSLVQVAPKKCGMTVVQNERNDLIPTRTVTGZRMCIDY CKLNEATRKDHFPLPFM
DQMLERLAGQAYYCFLDRYSGYNQIAVDPRDQEKMAFTCPFGVFAYRRMSFRLCNAPATFQRCMLAI
FSDMVEKSIEVFMDEFSIFGPLFDSCLRNLEMVLQRCVZTNLVLNZEKCHFMVREGIVMGHNI

>L852
LEAGLIYPISNSTZVSPVQVVPKKGGMTVVQNEKNDLIPTRTVTSWRICIDYRKLNEATRKDHFPLPFMD
QMLERLAGQAYYCFLDGYSRYNQIAVDPRDQEKTTFTCPFGVFAYRRMPFGLCNAPATFQRCMLAIFS
DMVEKNIEVFMDDFSVFGPSFDSCLRNLEMVLZRCVETNLVLNWEKCHFMVREGIVLSHKI

>1L858-2

LEVGLIYLISDSAWVSLVQVAPKKCGMTVVQNERNDLIPTRTVTGZRMCIDY CKLNEATRKDHFPLPFM
DQMLERLAGQAYYCFLDRYSGYNQIAVDPRDQEKMAFTCPFGVFAYRRMSFRLCNAPATFQRCVLAIF
SDMVEKSIEVFMDEFSIFGPLFDSCLRNLEMVLQRCVZTNLVLNZEKCHFMVREGIVMDHNI

>1L859-2
LEVGLIYPISDSAWVSPVLVVSKKEGMTVIRNEKNDLIPTRTVTSWKLCIDYRKLNEATRKDHFPLPFMD
QMLERLAGHAYYCFLDAYFGYNQIVVDPKDQEKMAFTCPFGVFAYRRIPFGLCNAPTTFQMCMLAIFA
DIVEKSIEVFMDDFSVFVPSLESCLKKLEMVLQRCVETNLVLNWEKCHFMVREGIVLGHKI

>L859-3
LEAGLIYLISDSSZVSPVHVALKKGGMTVIKNDRDELIPTRIVTGWRMGIDYKKLNEATRKDHYPLPFM
DQMLERLAGQSSYYLLDGYSGYNQIAVDPQDQEKTAFTCPFGVFAYRRMSFGLCNAPTTFQRCMMAIF
ADMVKKCIEVFMDDFSVFGASFENCLANLEKVLQRYEESNLVLNWEKCHFMVQEGIMLGHKI

>1.859-6
LEAGLIYPISDSAWVSPMQVVPKKGGMTVIKNDKDELISTRTVTGWRMCIDYRKLNDATRKDHYPLPF
MGHMLERLVGQSYYCFLDGYYGYNQIVVDPKDQEKTAFTYPFGVFAYQCMPFGLCNAPATFQRCMM
AIFSDMVEICIEVFMDDEFSIFGPSFEGCLSNLEKVLKRCEESNLVLNWKKCHFMVQEGIMLGHKI

>hark2
LEADLIYPISDSTWVSPVQVVPEKGGMTVIKNDKDELISTRTVTGWRMCIDYRKLNDATQKDHY SLPF
MDQMLERLAGQSYYCFLNGYSGYNQIVVDPKDQEKTAFTCLFGVFAYKRMHFGLCNAPTTCQRCMM
TIFSGIVEKCIELFMDDFSIFGPSFEGYLSNLERVLQRCEESNLVLNWEKCHFMVQEGIVLGHKI

>hark5-1

LEAGLIYPISDSAWVSPVQVVPKKEGKTVIKDEKDELISTRTITGWRMCIDY QKLNDATRKDHYPLPFM
DQMLERLAGQSYYCFLDGYSGYNQIDVDPKDQEKTAFTYPFGVFAYRRMPFGLCNAPATFQRCMMTIF
SDMVEKZIEVFMDDVSIFGPSFEGCLSNLERVLKRREESKLVLNWEKCHFMVQEGIVLGHKI

>hark5
LEAGLIYLISDSAWVSPVHVVPKKGGKTVVRNEKNDLILTRTVTGWRMCIDYRKLNDAIKKDHFPLPFI
DQMLERLASQSFYYFLDEYSRYNQIAIHPKDQEKIAFTCPFGVFAYRRMPFELCNAPATFZRHMLAIFAN
MVEKCIEVFIDDFSVFGPSFVCCLTNLELVLKYCEETNLVLNWEKCHFMVQEGIMLGHKI

>sorg4-3
YHAGIIYPVPHSEWVSPVQVVPKKGGMTVVRNEKNELIPQRIVTGWRMCIDY QKLNTATKKDNFPLPFI
DEMLERLANHSFFCFLDGYSGYHQIPIHPDDQEKTTFTCPYGTYAZRRMSFGLCNAPASFQRCMMSIFS
DMIEKIMEVFMDDFTVYGKTFDHCLENLDRVLQRCEEKHLILNWEKCHFMVQEGIVLGHKV
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>sorg5-2
LHAGIITYPVPHSEWVSPVQVVPKKGGMTVIINEKNELIPQRTVTGWQMCIDYRKLNKATRKDHFPLPFID
EMLERLANHSFFCFLDGYSGYHQIPIHPDDQSKTTFTCPYGTYAYRRMSFGLCNAPASFQRCMMSIFSD
MIEEIMEVFMDDFSVYGKAFDSCLENLDKVLQSCEEKHLILNWEKCHFMVREGIVLGHLV

>sorg5-4
LHTRIIYLVPHSEWVSTVQVVPKKGGMSVVRNEKNEFIPQQTVTGWRMCIDYQKLNKATRKDHFPLPFI
DEMLZWLTNHSFFCFLEGYSRYHQIPIHHDDQSKTTFTZPYGTYAYRRMSFRLCNAPASFQRCMMSIFS
NMIEKIMEVFTDDFTVYGKTFDDCLENLDKVLQLCEGKHLIVNZEKCHFMVREGIVLGHKV

>sorg5-5
LHAEITYHVPHSEWVSPVQVVPKKGGMIVVTNEKNELIPQRTVTGWRMCIDYRKLNKATRKDHFPLPFI
DEMLERLANHSFFCFLDGZLGYHQIPINLDDQSKTTFPCPHGTYAYRRMSFGLCNAPASFQRCMMSVES
NMIEEIMEIFMDDFSVYGKTFDSCLENLDRVLQRCEEKYLVLNWKKCHFMVREGIVLGHLV

>sorg5-6
YHAGIIYPVPHSEWVSPVQVVPKKEGMTVVRNEKNELIPQQIVIRWRMCIDYRKLNKATKKDHFPLPFI
DEMLEWLANHSFFCFLDGYSGYHQIPIHPDDQEKTTFTCPYZTYAYZRMSFGLCNALASFQRCMMSIFS
DMIEKIMEVFMDDFTVYGKTFDHCLENLDRVLQRCEENHLILNWEKCHFMVQEGIVLGHKV

>sorg5-8
LHAGIITYLVPHSEWVSPVQVVPKKGGMTIIMNEKNELIPQRTVTVWRMCIDYRKLNKATREDHFPLPFI
DEMLEWLANHSFFCFLDGYZGYHQIPIHPDDQSKTTFTCPYGTYAYRRMSFGLCNALASFQRCMMSIFS
DMIEEIMEVFMDDFSVYGKTFDSCLKNLDKVLQRCEEKHLVLNWEKCHFMVREGIVLGHLV

>tom4-4
LDTGIVZPISDNKZVSPVQCEPKKGDITVITNEKNELIPTMIVTZWRICMDYRKLNEATRKDHYPVPFIDQ
MLDRLAGEZYYCFLNGYLRYNQIVISPKDZEKTTFTCPYGTYAFKKIPFGLZNASATFQZCMMAIFHDM
VEDFVEIFMNDFSVFGDSFDMCLENLDSVLASCEETNLFLNWEZZQFLVKEGIMLGHKV

>tom4-10
LDARVIYPIADSSWVCLVQCVPKKGGMTVVPNEKNELVRMRPVTGWRVCMDYRKLNSZTEKDYFHM
PFMDQMLDRLAGKGWYCFLDGYSGYNQISIAPEDQEKTTFTCPYGTFAFRRMSFGLCNAPATFQRWM
MSIFSDMMEDTIEVFMDDFSVVGDSFERCLSNLSEVLKRCEDCNLVLNWEKCHFMVKEGIVLGHRI

>tom10-4
LDAGIVYPISDNKWVSLVQCVPKKGGMAMITNENNEFIPTSTVTRWRICMNYTKLNEATRKNHYPILFI
DYMLDRLAGQEYYCFLDYZSGYNZILIAPEDQEKTTFTCPYGTYAFKRIPFGLCNALSNFQRCMMTIFH
DMVEYFEDIFMDDFLVFWESFDRCLENLNRLLARCEQTNLVLNWEKCHFLVKEGNFSGHKV

>tom10-16
LDAGVIYPISDSSWVCPIQCVPKKGGMTVVPNKKNELVLMRPVTGGWVCMDYRKLNAWTEKDHFPM
PFMDQMLDRLAEKGWYCFLDGZSGYNZISIAPEDQEKTTFTCPYGTFALKRMSFGLCNAPATFHRCKM
LIFFDMVDDTIDAFMDDFSLVGESFERCLNHLSDVLKRCEDCNLVLNWEKCHFMVKKGIVLGHRI

>cot5-3
LDDGMIYPISNSNWVSPVHIVPKKTSATVIENSAGEIVPTRVQNGWRVCIDYRKLNSLTRKDHFPLPFID
QMLERLAGKSHYCCLDGYZGFFQIPVAPEDQEKTMFTCPFGTFSYRRMPFGLCNAPASFHRCMVSIFSD
YVDKIIEVFMDDFTVYGESFEVSLTNLAKILERCLEFNLVLNYEKCHFMVDKGLVLGHII

>cot8-6
LDSGMIYPISDNNWVSPVHIVPKKTGVTVIENSAGEMVPTZVRNGRRVCIDYRKLNSLTRKDHFPLLFID
QMLEHLARKSHYCCLDGYSGFFQIPMALKDQEKMTFTCPFGMFAYRRMSFRLCNAPTMFQRCMISIFF
DYVKKIIEVFMDEFTVYSESFEVYLSNLEKFLERCLEFNLVLNYENCYLMVDKGLVLGHII

>cot8-7
LDAGMIYSIFDSDWVSWVHVVPKKTGVTVVKNSSGELVPTRVQNRWRVCIDYRKLNAATRNDHFPLP
FIDQMLERLANKTHYCCLDGYSGLFQIPVAPEDQDKTTFTCPFGTFAYRRMSFGLCNAPATFQRCMVSI
FSDYVEKIIEFFMDDFTVYGNSFNECLDNLAKILQRCLEFNLVLNYEKCHFMVDKGLILGHIV
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>pot5-1
LDARIVYPISDSKWVSPVKCVPKKGRMTVLTNEKNEVIPTRTVTGZRICMDYMKILNDATRKDHYPVPFI
DKILDRLAGHEYYCFLGVYSGYNQIVIAIEDZVKTTFTCSYGTYAFKHMPFGLCNALATFQRCMLAIFH
DMVEDFVEVFMDDFLVFGESFELCLTNFDRFLARCEETNLVINZZKCHFLVREGIVLGHKI

>pot8-3
LDVGIVYPISESKWVSPVZCVPKKRGMPVITNEKNELIPTRTVTGWRICMDYRKLNEATRKDHCPVPFID
QMLDRLVGQEYYCFLEGYSGYNQIVIAPEDQEKTTFTCLYGTYAFKZLPFGLCNAPATFQRZMMAIFHD
MVEDFVEIFMDDFSVFRESFDRCLENWDRVLARCEETNLILNWKKCHFLVNEGIVLGHKV

>pot8-4
LDAGIVYPISDSKWVSPVQCVPKKGGMTVITNEKNELIPTRTVTGWRICMDYRKLNEATRKDHYPVPFI
DQMLDRLAGQEYYCFLDGYSGYNQIVIAPEDQGKTTFTCLYGTY VSKRMSFGLCNAPSIFQRCMMAIF
HDKVEDFMEIFMDDFSVFGESFDRCLENLDRVLARCEETNFVLNWEKCHFLVKEGIVLGHKV

>pot8-5
SDAGIVYPIYDIKWISPVHCVPKKGGMTIHTNEKKELISARTVIEWHIZMDYRRLNEATRKEHYPVPFIDQ
MLDRFIGQEYYCFLDGYSGYNQIVIAPZDKEKTTFTSLYGTYAFKRMSFGPCNAPTTFQRCMTAIFHDM
VKYFVEIFMDEFLVFGESFDTCLEYLDNVLARCEETNPVLNWEKCHFLVKKGIVLGHKV

>pot8-8
LDAGIVYQISDSKGVYPIZFVPKKCSMTVITNEKNELIPTRTVTGWRICMDYMKLNEATRKDHYPIHFID
QMLDKLAEZKYYCFLACYSRYNQFLIAPQDQEETTFTCPYGTYAFKRMSFGLCNAPTTFQRCIRAIFHD
MVEDFVEIFMDDFSVFGZSFERCLENFDRVLAVCEETNFFLNWEKCHFLVKEGIVLGHKV

>pot8-10
LDTGIVYPISDNKWASPVQCVPKKGGMTVVTNEKNELIPTRTVTGWRLCMDYRKLNEATRKDHY SVPF
IDQMLDRLAGQEYYCFLDGYSRYNZIVIAPEDQENTTFTCPYGTYAFKRLPFGLCNAPTLFQRCMMAIF
HDMVEDFVKVYMDDFSVFGESFELCLSNRDRVLTRCEETNLVLNWEKCHFLVREGIMLGQKI

>0at6-1
MDAGITYPIADSEWVSHVHCVPKKGGITVVPNDNDELIPQRIVVGYRMCIDFRKVNKVTKKDHYPLPFI
DQMLERFSKKTHFCFLDGYSGFSQIVVKQQDQEKTTFTCPYGTYAYRCMPFGLCNAPSTFLRCMSAIFH
GFCEEIVEVFMDDFSVYGTSFDNCLHNLDKVLQRCEGTNLVLNWEKCHFMVNEGIVLGHKV

>0at6-7
LDAGITYPIADSQWVSLVHCVPKKGGITVVPNEDNELIPQRVVVVYRMCIDFRRINKVTRKDHYPLPFID
QMLERLSKKTHFCFLDGHSGFSQIVVKAQDQEKTTFTCPYGTYDYRRMPFGLCNAPATFQRCMSAIFH
GFCEEIVEVFMDDFSVYGTSFDNCLHNLDKFLQRFEETNLVLNWEKCHFMVNEGIVLGHKI

>0at6-8
LDVGIIYPIADSEWVSLVHCVPKKGGITVVPNDNDELIPQRIVVGYRMCIDFRKVNKVTKKDHYPLPFID
QMLERLSKKTHFCFLDGYSSFSQIAVKQQDQEKTTFTCPYGTFAYRRMPIGLCNAPATFQRCMSAIFHG
FCEEIVEVFMDDFSVYGTSFDNCLHNLDKVLQRCEETNIVLNWEKFHFMVNEGIVLGHKV

>hau7-2
LDAGVIYPISDSTWVSPVHCVPKKGGMTVVKNSKDELIPTRTITGHRKCIDYRKLNAASRKDHFPLPFID
QMLERLANHPYYCFLDGYSGFFQIPIHPNDQEKTTFTCPYGTFAYKRMPFGLCNAPATFQRCMTSISSDL
IEEMVEVFMDDFSVYGSSFSSCLLNLCRVLKRCEETNLVLNWEKCHFMVREGIVLGHKI

>hau8-3
LEAGITYPISDSSWVSPVHVVPKKEGVTEVKNEIDELIPTRTITGHWMCIDYRKLNAATRKDHFPLPFIDH
MLERLANHKYYCFLDGYSGFFQIPIHPDDQEKZTFTCPYGTVAYRRMPFGLCNAPATFQRGMMSIFTD
MIEDIMEVFMDDFSVYGSLFEDCLENHCKVLARCEEKHLVLNWEKCHFRVQDGIVLGHRI

>hau8-4
LDAGVIYPISDRTWVSPVHCVPKKGGMTVVKNEKDELIPTRTITGHRMCIDYRKLNAASRKDHFPLPFID
QMLERLANHPYYCLLDGYSGFFQIPIHPNDQEKTTFTCPYGTFAYKRMPFGLCNAPATFQRCMTSIFSDL
IEEMVEVFMDDFSVYGPSFSSCLLNLGRVLTRCEETNLVLNWEKCHFMVKEGIVLGHKI
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>Tfell-1
LAADITYPISDSRWVSPIHVVPKKTGTTLVKTSDDELVPQRVANSWRVCVDYRRLNANTRKDHFPLPFID
SMLERLAGNVYYCFLDGYSGYNQIHIAPEDQEKTTFTCPFGTFAYRRMPFGLCNAPATFQRCMVSIFQD
MNERYLEVFMDDFSVHGDSFQTCLDNLESVLSRCVEKNLVLNWEKCHFMVQHGIVLGHII

>Tfell-2
LAADITYPISDSRWVSPIHVVPKKTGTTLVKTSDDELVPQRVANSWRVCVDYRRLNANTRKDHFPLPFID
SMLERLAGNMYYCFLDGYSGYNQIHIAPEDQEKTTFTCPFGTFAYRRMPFGLCNAPATFQRCMVSIFQD
MNERYLEVFMDDFSVHGDSFQTCLDNLESVLSRCVEKNLVLNWEKCHFMVQHGIVLGHII

>Tfell-3
LAADITYLISDSRWVSPIHVVPKKTGTTLVKTSDDELVPQRVANSWRVCVDYRZLNANTRKDHFPLPFID
SMLERLAGNMYYCFLDGYSGYNQIHIAPEDQEKTTFTCPFGTFAYRRMPFGLCNAPATFQRCMVSIFQD
MNERYLEVFMDDFSVHGDSFQTCLDNLESVLSRCVEKNLVLNWEKCHFMVQHGIVLGHII

>La8-1
LDAGITYPISDSTWVSPVHVVPKKGGVTVVKNDNDELIPTRTITGHRMCIDYRKLNAASRKDHFPSPFID
QMLERLANHTHYCFLDGYSGFFQIPIHPNDQEKTTFTCPCGTFAYRRMPFGLCNAPATFQRCMMSIFSD
LIENVVEVLMDDFSVYGDSFASCLSNLCRVLKRCEETNLVLNWEKCHFMVRDGIVLGHKI

>La9-5
LEAGIIYPISDSSWVSPVHVVPKKGGVTIVKNEEDEMIHTRTITCHRMCIDYZKLNAATRKDHFSVPFIDQ
MLERLANHKYYFFLDGYSGFFZIPIHPDDZEKMTFTCPYGTFAYRRMPFGLCNAPTTFQIGMMSIFTNMI
EDIMEVFMDEFSVYGSSFEDSLENLCKVLARCEEEHLVFNWEKCHLMVQDGIILGHKI

>La9-6
LDAGITYPISDSTWVSPVHVVPKKGGVTVVKNDNDELIPTRTITGHRMCIDYRKLNAASRKDHFPLPFID
QMLERLANHTHYCFLDGYSGFFQIPIHPNDQEKTTFTCPCGTFAYRRMPFGLCNAPATFQRCMMSIFSD
LIENVVEVLMDDFSVYGDSFASCLSNLCRVLKRCEETNLVLNWEKCHFMVRDGIVLGHKI

>La9-7
LDAGIIYPISDSTWVSPVHVVPKKGGVTVVKNDIDELIPTRTIMGHRMCIDYRKLNAASRKDQFPLLFID
QMLERLANHTHYCFLGGY SGFFQIPIHPNDQEKTTFTCPYGTFAYRRMPFGLCNAPATFQRCMMSIFSD
LIENVVKVFMDDFSVYGDSFASCLSNLCRVLKRCZETNLVLNWEKZHFMVRDGIVLGHKI

>La9-9
LDAGIIYPISDSTWVSPVHVVPKKGGVTVVKNDIDELIPTRTIMGHRMCIDYRKLNAASRKDQFPLLFID
QMLERLANHTHYCFLDGYSGFFQIPIHPNDQEETTFTCPYGTFAYRRMPFGLCNAPATFQRCMMSIFSD
LIENVVKVFMDDFSVYGDSFASCLSNLCRVLKRCZETNLVLNWEKZHFMVRDGIVLGHKI

>favabeanl
LDAGMIYPISDSSWVSPIHVMPKKGGTTVIKNEKNELIPTRTVTGWZVCIDYRRLNLATRKDHFPLPFID
QMLERLADHEYYCFLDGYSGYNQIAVVPEDQEKTTFTCPFGIFSYRRIPFGLCNAPATFQRCMQSIFAD
MLEKYMEVFMDDFSVFGKSFDNCLSNLALVLERCQESNLILNWEKCHFMVREGIVLGHKI

>Cyclops-2
LDARMIYPISDSPWVSPVHVVPKKGGNTVIRNDKDELIPTKVATGWRMCIEYRRLNTATRKDHFPLPFM
DQMLERLSGQQYYCFLDGYSGYNQIAVDPADHZKTAFTCPFGVFAYRKMSFGLCNAPTTFQRCVQAIF
ADLNEKTMEVFMDDFSVFGVSFSLCLANLKTVLERCVKTNLVLNWZKCHFMVTEGIVLGHKV

>Athilal-1
LDAGITYPISDSTWVSPVHVVPKKGGVTVVKNDNDELIPTRTITGHRMCIDYRKLNAASRKDHFPLPFID
QMLERLANHTHYCFLDGY SGFFQIPIHPNDQEKTTFTCPYGTFAYRRMPFGLCNAPATFQRCMMSIFSD
LIENVVEVFMDDFSVYGDSFASCLSNLCRVLKRCEETNLVLNWEKCHCMVRDGIVLGHKI

>f23m2
LEAGIIYSISDSSWVSPVHVVPKKEGVTEVKNEIDELIPTRTITGHWMCIDYRKLNAATRKDHFPLPFIDH
MLERLANHKYYCFLDGYSGFFQILIHPDDQEKZTFTCPYGTVAYRRMPFGLCNAPATFQRGMMSIFTD
MIEDIMEVFMDDFSVYGSLFEDCLENLYKVLARCEEKHLVLNWEKCHFRVQDGIVLGHRI
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>t17all
LEAGITYPILDSSZVSPVHVVPKKGGVTVVKNEKDELIPTRTIIGHRMCIDYRKLNAATKKDHFALPFIDQ
MLERLENHKYYCFLDGYSGFFQIPIHPDDQEKTTYQRMPFSLCNAPATFQRGMMSIFTDMIEDIMEVFV
DDFSVYGSSFEDCLENLYKVLARCEEKHLVLNWEKCHFMVQNGIVLGHRI

>t13d4
LDADITYPISDSTWVSPVHCVPKKRGMTVVKNDLDELIPTRTIIGHRMCIDYRKLNAATRKDHFPLPFIDQ
MLERLANHVYYCFLDGYSGFFQIAIHPNDQEKTTFTCPYGTFAYKRMPFGLCNAPGTFQRSMTSIFSDFI
EEIMEVFMDDFSVYGSSFSSCLLNLCRVLERCEETNLVLNWEKCHFMVQEGIVLGHKI

>124g23
LDADITYPISDCTWVSAVHCVPKKGGMTVIKNDHDELIPTRTITGHRMCIDYRKLNAATRKDHLPLPFID
QMLERLANHVYYCFLDGYSGFFQIAIHPNDQEKTTFNCPYGTFAYKRMPFGLCNAPGTFQRSMTSIFSD
FIEEIMEVFMDDFSVYGSSFSSCLLNLCRVLERCEETNLVLNWEK CHFMVQEGIVLGHKI

>t16i21
LDVDITYPISDSTWVSPVHCVSKKGGMIVVKNDLDELIPARTITGHKMCIDYRKLNAATRKDHFPLPFID
QMLERLANHVYYCFLDGYSGFFQIAIHPNDQEKTTFTCPNGTFAYKRMSFGLCNAPGTFQRSMTSIFSD
FIEEIMEVFMDDFSGFSSCLLNLCRVLERCEETNLVLNWEKCHFMVHEGIVLGHKI

>Athila6-1

LDAGVIYPISDSTWVSPVHY VPKKGGMTVVKNSKDELIPTRTTTGHRMCIDYRKLNAASRKDHFPLPFI
DQMLERLANHPYYCFLDGY SGFFQIPIHPNDQEKTTFTCPYGTFAYKRMPFGLCNAPATFQRCMTSIFSD
LIEEMVEVFMDDFSVYGSSFSSCLLNLCRVLKRCEETNLVLNWEKCHFMVREGIVLGHKI

>f18p14
LDASVIYPISDSTWVSPVHCVPIKGGMTVIKYSKDELLPTRTITGHRICIDYKKLNAATRKDLFPLPFIDQ
MLKRLANHPYYCFLDGYSGFFQIPIHPNDQEKTTFTCPCGTFAYKRMPFGLCNAPATFQRYMTSIFSDLI
KEMVEVFMNDFSVYGSSFSSCLLNLCRVLKRCEETNLVLNWEKCQFMVREGIVLGHKI

>f7b19
LDAGVIYPISDSIWVSPMHCVPKKGGMTVVKNZKDELIPTRAITSHRVCIDYRKLNAASKKDHFPLPFID
QMLERLANHPYYCFLDGY SGFFQIPIHPTDQZKTTFTCPYGTFAYKRMPFGLCNNPTTFQRCMTFIFLDL
IEEIVEVFMDDFSVYGPSFSSCLLNLGRVLTRCKETNLVHNWEKCHFMVKEGIVLVHKI

>t13ell
VDAGVKYPISESTWISLVHCVPKKGGMTVVKNEKNELITRTITWHRMCIDYRKLNVASRKDHFPLPFID
QMLERLANHPYYCFFDEY SGFFQIPIHPNDQEKTTFTCPYGTFAYKRMAFGLCNAPATFQRCMTSIFSDL
IEEIVEVFMDDFSGYSPSFSSCLLNLGRVLTRCKETNLVLNWEKCHFMVKEGIVLGHKI

>fababean2
LDAGMIYPISESSZVSPIHVVPNKGGTIVIKNEKNZLIPSRTVTGWZVCIVIEKIEPATRKDHFPLPFIDQML
ERLADHEYYCFLDGYSGYNQIAVVPEDQEKTTFTCPFGIFSYRRIPFWLCMPCYLSKMHASLFADMLEK
YMEVFMDDFSVFGKSFDNCLNNLSLFLRKFPEDHLILNWEKCHFIVREGIVLGHKI

>Cyclops-1
LDARMIYPISDSPWVSPVHVVPKKGGNTVIRNDKDELIPTKVATGWRMCIEYRRLNTATRKDHFPLPFM
DQMLERLSGQQYYCFLDGYSGYNQIAVDPADHZKTAFTCPFGVFAYRKMSFGLCNAPTTFQRCVQAIF
ADLIEKTMEVFMDDFSVFGGSFSLCLANLKTVLERCVKTNLVLNWEKCHFMVTEGIVLGYKV

>Calypsol-1
LEAGFIYPISDSAWVSPVQVVPKKGGMTVVRNERNDLIPTRTATGWWMCIDYRKLNEATQKDHFPLPF
MDZMLERLAGQAYYCFLDGYSGYNQIAVDPRDQEKTAFTCPFGVFAYRRMSFGLCNALAIFQRCMLALI
FSDMVEKSIEVFMDDFWIFGPSFDNYLRNLEMVLQRCVZTNLVLNWEKCHFMVREGIVLSHKI
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>Calypsol-2
LEAGLIYPFSNSAWVSPVQVVPKKGEMTVVRNEKNDLIPRRTITGWRMCINYRKLNEATRKDHFPLLF
MDQMLERLVGQAYYYFLDGYSGYNQIAVDPRDQEKAAFTCPFGVFAYRRMPFGLCNAPATFQRFMLA
IFSDMVZKSIEVFMDDFW VFGPSFNSLRNLEMVLZSZVETNLVLNWEKCHFMVQEGIVLGHKI

>Calypso2-1
ZEAGLIYPSSDSAWVSLVQVVPKKGGMTVIKNDKDELISIRTVTGWRMCIDYRKLNDATRKDHYPLPF
MDQMLERLVGZSYYCFLDEYSGYNZIVVDPKDQEKTAFTYPFGVFAYRHMPFGLCNAPATFQRCIMALI
FSDMVEKCIEVFMDDFSIFGPSFKGCLLNLERVLQRCEESNLVLNWEKFHFMVQEGIVLGHKI

>Calypso2-2
LEAGLIHPISDSAWVSPVQVVLKKGGMTVIKNDKDELISTRTVTGWRMCIDYRKLNNATWKDHYPLPF
MDHMLERLARQSYYCFLDGYSSYNZIAIDIKDQEKTTFTFPFGVFAYRCMPFGLCNALATFQRCMMAIF
SDMVEKCIEVFMDDFSVFGPSFDGCLSNLERVFZRCEESNLVLNWEKCHFMVQEGIVLGHKI

>Calypso5-1
LEAGLVYPISDSAWVSPVQVVPKKGGMTVIRNEKNDLIPTRTVTGWRMCIDYRKLNDATRKDHFPLPF
MDQMLERLAGQSFYCFLDGYSGYDQIVVDLNDQEKTAFTRPFGVFAYRRMPFNLCNGPATFQRCMMA
IFADMVEKYIEVFMDDFFVFGSSFDCCLANLERILQZCEETNLVLNWENFHFMVQERIVLGHKI

>Calypso6-1
LEAGFIYPISDNSWVSLVQVVPKKGGMAVIRNDRNELIPTRTVTGWRMCVDYRKLNEATRKDHYPLPF
MDQMLERLAGQSFYYFLDGYSGYNPSWITCPFGVFAYRRMSFGLCNVLATFQRCMMAIFAVMVEKCF
EVFMDDFSVFGASFENCLANLEKVLQRCEETNLVLNREKCNFMVQEGIVLGHKI

>Calypsol-3
LEVGLIYPISDNAWVSPVQVVPKKGGMTVVQNERNDLIPTRTVTGWRMCIDYHKLNEATRKDHFPLPF
MDQMLERLAGQAYYCFLDGYSGYNQIAVDPIDQEKTVFTCPFGVFAYRRMSFGLCNVPATFQRCMLTI
FSDMVEKSIEVFMDDFSVFGPSFDSCLRNLEMVLQRCVETNLVLNWEKCHFMVREGIVLGHKI

>Athila4-1
LDAGVIYPISDSTWVSPVHCVPKKGGMTVVKNEKDELIPTRTITGHRMCIDYRKLNAASRKDHFPLPFID
QMLERLANHPYYCFLDGY SGFFQIPIHPNDQEKTTFTCPYGTFAYKRMPFGLCNAPATFQRCMTSIFSDL
IEEMVEVFMDDFSVYGPSFSSCLLNLGRVLTRCEETNLVLNWEKCHFMVKEGIVLDHKI

>Athila4-2
LDAGVIYPISDSTWVSPVHCVPKKGGMTVVKNEKDELIPTRTITGHRMCIDYRKLNAASRKDHFPLPFID
QMLERLAKYPYYCFLDGY SGFFQIPIHPNDQEKTTFRCPYGTFAYKRMPFGLCNAPATFRRCMTSIFSDL
IEEMVEVFMDDFSVYGPSFSSCLLNLGRVLTRCEETNLVLNWEKCHFMVKEGIVLGHKI

>Athila4-3
LDAGVIYPISDSTWVSPVHCVPKKDGMIVVKNEKDELIPTRTITGHRMCIDYRKLNAASRKDHFPLPFID
QMLERLANHPYYCFLDGY SGFFQIPIHPNDQEKTTFTCPYGTFAYKRMPFGLCNAPATFQRCMTSIFSDL
IKEMVEVFMDDFSVYGPSFSSCLLNLGRVLTRCEETNLVLNWEKCHFMVKEGIVLGHKI

>Athila4-4
LDAGVIYPISDSTWVSPVHCVPKKDGMTVVKNEKDELIPTRTITGHRMCIDYRKLNAASRKDHFPLPFID
QMLERLANHPYYCFLDGYNGFFQIPIHPNDQEKTTFTCPYGTFAYKRMPFGLCNAPATFQRCMTSIFSD
LIEEMVEVFMDDFSVYGPSFSSCLLNLGRVLTRCEETNLVLNWEKCHFMVKEGIVLGHKI

>Diaspora
LQAGITYPISDSQWVSPVQVVPKKTGLTVIKNEKEELIPTRVQNNWRVCIHYRRLNQVTKKDHFPLPFID
QILECLAGKSHYCFLDGFSGYMQITIALEDQEKTTFTCLFGTFAYRRMSFGLCNAPGTFQRCMISIFSDFL
ENCIEEFMDDFTVYGSSFDGCLDSLEKVLNRRIETNLVLNFEKCHFMVEQGIVLGHII
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>Baggy2
LEAGIIYPVAHSDWVSPVHCVPKKGGITVVPNDKNELIPHRIVTGYRMVIDFRKLNKATRKDHYPLPFID
KMLERLSKNTHFCFLDGY SGFSQISAAQSDQEKTTFTCPFGTFAYRRMPFGLCNAPATFQRCMMAISSD
FCEKIIEVFMDDFSVYGSSFDDYLSNLDRVLQRCKDTNLVLNWEKCHFMVNEGIVLGHKI

>RiceAthila
LHARIIYLVPYSEWVSPVQVVPKKGGMTAVANAQNELIPQRTVTGWRMCIDYRKLNKATKKNHFPLPF
VDEMLERLANHSFFCFLDGYSGYHQIPIHPENZSKTTFTCPYGTYAYCRMSFGLCNAPASFQRCMMSIFS
DMIEDIMEVFMNDFSVYRKTFGHCLQNLDKVLERYQEKDLVLNWEKCHFMVCEGIVLGHRV

>Medicago
LIPTRTVTGWRMCIDYRRLNTATRKDHFPLPFMDQMIERLAGQAFYCFLDGYSGYNQIAVAPEDQEKIA
FTCPFGVFAYRRMPFGLCGAPATFQRRMLSIFSDMIEKNIKVFMDDFSVFGKSFDQCLFHLNAVLKRCT
ETNLILNWEKCHFMVTEGIVLGHKIS

>Ad-Athila-16
LEAGIIHPISDSPWVSPAQVVPKKGGMTVVHNEKNELVPTTVTGWRMCIDYRRLNIATRKDHFPLPFID
QMLERLAGHDYYCFLDGYSGYNQIAVDPQDQEKTAFTCPSGVFAYRRMPFGLCNAPATFQRCMLSIFS
DMAEKFLEVFMDDFSVYGDSFSSCLNHLSLVLKRCQETNLVLNWEKCHFMVTEGIVLGHKI

>Ai-Athila-25
LKAGITYPISDSPWVSPVHVVPKKGGMTVVHNEKNELVPTRTVTGWRMCIDYRRLNTATRKDHFSLQFI
DQMLERLAGHEYYCFLDGYSGYNQIAVDPQDQEKTAFTCRSGVFAYRRMPFGLCNAPATFQRCMLSIF
SDMVEKFLEVFMDDFSVFEDSFISCLNHLALVLKRCETNLVLNWEKCHFMVTEGIVLGHKI

>Ai-Athila-12
LEAGITYPISDSPWVSPVQVFPKKGGMTVVHNEKNELVPTRIVTGWRMCIDYRRLNTATRKDHFPLPFID
QRLERLAGHEYYCFLDGYSDYNQIAVDPQDQEKIAFTCPSGVFAYRKMPFGLCNAPATFQRCMLSIFFD
MVEKFLEVFMDDFLVFGDSFSSCLDHLVLVLKRCQEANLILNWKKCHFMVIEGIVLGHKI

>Ah-Athila-1
LEAGITYPISDSPWVSPVQVVPKKGGMTVVQNEKNELVPTRTVTGWHMCIDYRRLNTATRKDHFPLPFI
DQMLERLAGHDYYYFLDGYSGYNQIAVDPQDQEKTTFTCPSGVFAYRRIPFGLCNTLATFQRCMLSIFS
DMVEKFLEVFMDDFSVYGDSFSTCLDHLKLVLKRCQETNLVLNWEKCHFMVTEGIVLGHKI

>Ah-Athila-10
LEAGITYPISDSPWVSPVQVVPKKGGMTVVYNEKNELVPTRTVTGCRMCIDYRRLNTAIKKDHFPLPFID
QMLERLADHEYYCFLDGYSGYNQIAVDPQDQEKTAFTCPSGVFAYRRMPFGLCNAPATFQRCMLSIFS
DMVENFLEVFMDEFSVFGDSFSSCLDHLALVLKRCQETNLVLNWEKCHFMVTEGIVLGHKI

>Arachis
LEAGITYPISDSPWVSPVQVVPKKGGMTVVHNEKNELVPTRTVTGWRMCIDYRRLNTATRKDHFPLPFI
DQMLERLVGHEYYCFLDGYSGYNQIAVDPDQEKIAFTCPSGVFAYRRMPFGLCNAPVTFQRCMLSIFSD
IVEKFLEVFMDDFSVYGDSFNSCLNHLALVLKRCQETNLVLNWEKCHFMVTEGIVLGHKI
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Seqiiéncia obtida para o retrotransposon até o0 momento
>Ah-GW-2b.T1 All-reps.0.302

aaggggctcaaaagctcattgatacagttgctagaaatcagcatatgtacttaagtagtgagtcctccatgaaagaagaggctaaagtagtatccactgaacttaatec
tccagaacaggttgttgaactcaatcagcaattgetctttataacaaaatagttagcagaatttaaagagatgetccaagacactaaaaaggctaacaagaatatggaa

gcacaattgaatcagacaagacagcaactatctaaacagataacagaagagtgccaagctgticaaattaaagagtgggaagacattgaatgtctcaactcaaagea
gcagaaagccaagaaaggaacaactgacagaggatgaccaacccactacccaaaatccetctgaggacagtaagageccagagaggaataattctggeattcaa
acgccagaaaagggtaaaaaattggcattaaacgeccaacccatatccagttatggegttcaaacgecaggatatgtagacgecattccaatcetggegttcaatga

caatgagggatcagacacctgcaagtgctaataacaacccccttaagcaggcttcttcaaccacttctgtaagaagtaaacctgcagceaactaaggttgaagaatata
aagccaagatgccttatcctcagaaactccgccaagegaataggataaacaatttgecegcetttgecagactatctcatgactcttgaaataaagattecegtttgcagag

gcacttgagcaaataccctcttattctaagttcatgaaagagatcttaagccataagaaggattggagagaaactgaaaattttttcctcactgaagaatgcagtgcagt

cattctcaaaagcttaccaaagaagcttaaggatcctggaagctttacgataccatgcacattagaggatgattgtaccaagacagctctatgtgatcttggggcaagt

atcaacctaatacctgcatccactatcaaaaagcttggtttgactgaagaagttaaaccaacccggatatgcectccaacttgetgatgatccattaaaattccatcagge

gtaattgaggacatgattgtcaaagttgggccattcgectttcccactaactttgtagtgctagaaatggaggagcacaagagtgeaactctcattctaggaagaccttt

cctagcgactggacgaaccctcattaatgtccaaaaaggggaggtgaccttgagagtcaatgaggatgagtttaagttgaatgttgtcaaagatatgeageatccag

acacctcaaaagactgcatgagcattgatattattgactctttggtggaagaggtcaatatgactgagagtctcaaatcagagctagaggacatttttaaagatgttcag

cctgatctggaagaaccagagaaaacagaagaacctctgaagactcctcaggaagaggagaatcctcctaaaccecgagetcaaaccactaccaccatctctgaaa
tatgcatttctgggagaagatgacattttttcggtgatcataagctetgetttaaacccactggaagaggaagceactaattcaagtgctaaggacacacaagacagcetct
tgggtggtccataagtgatcttaagggcataageccagetaaatgtacgecacaagatectattggaggatgatgecaagecagtggttcaaccacagaggeggcta

aatccagccatgaaggaggtggtgcagaaagaggtcactaaattactagaggctgggattatttatcctatttctgatageccctgggtgagecctgtecaagttgtec
ccaagaagggaggcatgacagtggttcataatgaaaaaaatgaactggticctacaagaacagttacagggtggcgtatgtgtattgattacagaaggctcaataca

gccaccagaaaggatcattttcctttaccattcatagatcagatgctagaaagactagtgggtcatgaatattactgcttettggatggatattcaggttataatcaaattg

cagtagatccttaagaccaagagaaaatagcattcacttgcccatctggegtgtttgeatacaggaggatgecatttggtctatgtaatgetectgtaacctttcagagat
gcatgctatctattttctctgatatagtggagaaatttctagaagtcttcatggatgacttctcagtatatggagactcattcaactectgtcttaaccacctageacttgtect
gaaaaggtgccaagagactaacctggttttaaactgggagaaatgtcactttatggtgactgaaggaattgtccttgggcacaaaatttcgaacaagggaatagaggt
ggatcaagctaaggtagaggtaattgaaaaattaccatcatttgccaatgttaaggcaatcagaagctttctggggcatgcatgattctataggaggtttataaaagattt
ttcaaaaatcgccagacctctgagtaatctgetagetgctgacacaccatttatgtitgatacagagtttctgcaggeatttgagactctgaaagcetaagetggtcacag

caccagtcatctcttcaccagactggacattaccatttgaactaatgtgtgatgccagtgatcatgecattggtgcagtgttgggacagaggcataacaagcettcetgeat
gtcatttattatgctagecgtgttttaaatgatgcacagaaaaattacacaaccacagaaaaagaattacttgcagtggtttatgeccattgacaagtttagatcctatttagt

aggatcaaaagtgattgtgtacactgaccatgetgetcttaaatacttactcacaaagcaggattcaaaacccaggctcataagatgggtgttgcttctgcaagagtttg
atatagaaataagagacagaaaagggacagagaaccaggtagctgatcatttgtcccaaatagaaccagtagetggagegtceectcecttctactgagatctetgag
actttcccagatgagcaactctttgccattcaggaagctccatggtttgcagatattgcaaattataaagatgtgaggttcataccccaggagtacagcagagtgcaaa

gaaagaaattaatttcagatgccaagtattacctatgggatgagccatatctctttaagagatgtgecagatggaatgatccgeagatgtgtacccagagaggaageac

aaaggatcctatggcattgccatggatcacagtatgggggacattttggaagtgagcgaacagecactaaggtectecaatgtggettctactggectactctetatag
ggatgcccgggagtttgtgcgtaactgtgacagttgccaaagagetggtaacttgectcatggttacgecatgectcaacaagggatcttagagattgaattgtttgat

gtatgggotattgacttcatgggtcccttccgaccatcatattcaaacacttatattettgtggcgatagactacgtatctaaatgggtagaagcaattgecacacacaat

aatgataccaagaccgtctgaaattcctccagaaacacatcttcagcaggtttggtgttcccagagtactaatca

105



