I ¥
Universidade

Catolica de
Brasilia

PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA
STRICTO SENSU EM CIENCIAS GENOMICAS E BIOTECNOLOGIA

Mestrado

CARACTERIZA(;AO E MAPEAMENTO DE RGAS EM
Arachis

Autor: Bruna Vidigal dos Santos
Orientador: David John Bertioli
Co-orientadora: Patricia Messenberg Guimaraes

BRASILIA 2009



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



BRUNA VIDIGAL DOS SANTOS

CARACTERIZACAO E MAPEAMENTO DE RGAS EM Arachis

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pdés-graduacéo Stricto Sensu em Ciéncias
Genbmicas e Biotecnologia da
Universidade Catélica de Brasilia, como
requisito parcial para obtencdo do Titulo
de Mestre em Ciéncias Genbmicas e
Biotecnologia

Orientador: David John Bertioli
Co-orientadora:  Patricia  Messenberg
Guimaraes

Brasilia
2009



alll Universidade
’ .. Catolica de Brasilia

Dissertacdo de autoria de Bruna Vidigal dos Santos, intitulada “CARACTERIZACAO
E MAPEAMENTO DE RGAS EM Arachis”, apresentada como requisito parcial para
obtencao do grau de Mestre em Ciéncias Gendmicas e Biotecnologia de
Universidade Catdlica de Brasilia, em 05 de junho de 2009, defendida e aprovada
pela banca examinadora abaixo assinada:

Prof. Dr. David John Bertioli
Orientador
Universidade Catdlica de Brasilia - UCB

Dra. Patricia Messenberg Guimaraes
Co-orientadora
Embrapa — Recursos Genéticos e Biotecnologia

Prof. Dr. Robert Neil Gerard Miller
Universidade Catélica de Brasilia — UCB

Dra. Glaucia Salles Cortopassi Buso
Embrapa — Recursos Genéticos e Biotecnologia

Brasilia
2009



A minha familia pelo carinho, incentivo e apoio
constantes,

DEDICO.
iv



AGRADECIMENTOS

A Deus, pela minha existéncia, pela salude, forca e amor que me permitiu
todos os dias respirar e finalizar este trabalho;

A Universidade Catdlica de Brasilia e ao Curso de Po6s-Graduagdo em
Ciéncias Genbmicas e Biotecnologia pela estrutura excepcional, além da
oportunidade de realizacdo do Mestrado;

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES)
pela concesséo da bolsa de estudos;

Ao Professor e Orientador David John Bertioli pela oportunidade, apoio e
confianga durante o desenvolvimento deste trabalho;

A minha co-orientadora Patricia Messemberg pelos construtivos
ensinamentos e opinides acerca do trabalho desenvolvido;

Aos membros da banca examinadora Robert Miller e Glaucia Buso, pelas
excelentes sugestdes para finalizagdo deste manuscrito;

Aos doutores e consultores da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia:
Soraya Bertioli, Simone Ribeiro, Ana Cristina Brasileiro, Ana Claudia Guerra e
Stephan Nielen;

Aos meus AMIGOS de vida e de laboratério: lugo, Pedro, Andressa, Talles,
Nina, Rafaela, Zélia, Leandro, Daiane, Carolina, Valéria, Fernando e Dione.

A toda a equipe envolvida nos projetos de amendoim, pela colaboracao;

Aos Professores da UCB pelos valiosos ensinamentos durante o curso.
Sempre serei grata a VOCEs;

A minha familia, pelo amor e apoio em toda a minha vida;

A todos que contribuiram, mas n&o foram mencionados... Obrigada



“A imaginacdo é mais importante que o conhecimento.”

"Toda nossa ciéncia, comparada com a realidade, é
primitiva e infantil — e, no entanto, € a coisa mais
preciosa que temos."

(Albert Einstein)

Vi



RESUMO

O amendoim (Arachis hypogaea) estd entre as principais oleaginosas
cultivadas em todo o mundo. E bastante susceptivel a diversos estresses bidticos e
abidticos, para os quais muitas das espécies silvestres sdo resistentes. O processo
de introgressdo de genes Uteis de espécies silvestres em amendoim pode ser
acelerado pelo uso de sele¢cdo assistida por marcadores moleculares, através da
identificacdo de marcadores proximamente ligados a genes de interesse como 0s de
resisténcia a doencas. QTLs (Quantitative Trait locus) para resisténcia a mancha
foliar causada pelo fungo C. personatum foram mapeados em mapa genético de
referéncia construido para o cruzamento entre A. duranensis e A. stenosperma. O
RGA (Resistance Genes Analog) S1_A_36 que co-segrega com um destes QTLs,
localizado no Grupo de Ligacéo 4, foi utilizado para identificar clones positivos nas
bibliotecas BAC (Bacterial Artificial Chromosome) de espécies silvestres do género
Arachis. A subclonagem e sequenciamento do BAC que contém este RGA
possibilitou a caracterizacdo da sequéncia, identificando, com auxilio do Programa
de predicao RiceGAAS, 20 ORFs distribuidas em oito contigs. Destas, cinco ORFs
estavam relacionadas a genes de resisténcia pertencentes a familia TIR-NBS-LRR e
guatro ORFs a elementos de transposicdo, sendo um transposon e trés
retrotransposons LTR do tipo Tyl-Copia. Este trabalho possibilitou ainda, o
mapeamento de cinco marcadores microssatélites derivados do BAC, que
mapearam no mesmo grupo de ligagcdo dos (RGAs). A utilizagdo de marcadores
microssatélites exibe vantagens adicionais a utilizacdo de RGAs no processo de
selecdo assistida, como a praticidade operacional, alta reprodutibilidade, por ser
baseado em PCR, e principalmente por ser um marcador transferivel entre espécies
relacionadas. A identificacdo de marcadores mais robustos e transferiveis
associados a locos que conferem resisténcia possibilitara a selecéo assistida nos
programas de melhoramento genético, o que acelerara o processo de introgressao

dos genes de resisténcia no amendoim.
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ABSTRACT

Peanut (Arachis hypogaea) is one of the major oilseed crops worldwide. It is
very susceptible to various biotic and abiotic stresses, to which many wild species
are resistant. Introgression of useful genes from wild species in peanut can be
accelerated by the use of molecular marker assisted selection (MAS), through the
identification of markers closely linked to genes of interest such as resistances to
diseases. QTLs for resistance to leaf-spot caused by the fungus C. personatum were
mapped in the reference genetic map from the cross between A. duranensis and A.
stenosperma. The RGA S1_A 36 that co-segregated with one QTL, located in
Linkage Group 4, was used to identify positive clones in BAC libraries of two wild
species of Arachis. The subcloning and sequencing of a full BAC containing the RGA
enabled the characterization of this sequence, and its annotation using the gene
prediction program RiceGAAS. In total 20 ORFs were found distributed in eight
contigs. Of these, five ORFs contained resistance genes analogs of the TIR-NBS-
LRR family and four contained transposable elements, one DNA transposon and
three retrotransposons of the LTR Tyl-Copia type. This work also enabled the
mapping of five microsatellite markers, which were BAC derived, in the same linkage
group of the RGA studied. Microsatellite markers are attractive as they are PCR
based and show good reproducibility and transferability among related species. The
identification of such markers associated with resistance loci is of great importance
as it has the potential of speeding up the process of introgression of resistance

genes in peanut.
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INTRODUCAO

1. O Género Arachis

O género Arachis L., familia Fabaceae, é nativo da América do Sul. O Brasil
central € seu provavel centro de origem, em uma regiao que se estende do sudoeste
do estado de Mato Grosso do Sul até o sul de Goias (Valls, 2000). Sua distribuicéo
natural € restrita ao Brasil, Bolivia, Paraguai, Argentina e Uruguai (Valls & Simpson,
1994). Este género contém 80 espécies descritas e 64 destas ocorrem no Brasil,
sendo 47 exclusivas da flora brasileira (Valls & Simpson, 2005).

A maioria das espécies do género é dipldéide (2n=2x=20 cromossomos),
algumas aneupléides (2n=2x=18 cromossomos) e cinco espécies tetraploides
(2n=4x=40 cromossomos), incluindo a espécie -cultivada Arachis hypogaea
(Krapovickas & Gregory, 1994; Lavia, 1998; Valls & Simpson, 2005).

As 80 espécies ja conhecidas estao reunidas em nove secdes taxondémicas
(Arachis, Erectoides, Heteranthae, Caulorrhizae, Rhizomatosae, Extranervosae,
Triseminatae, Procumbentes e Trierectoides) de acordo coma a sua morfologia,
distribuicao geografica e compatibilidade sexual (Krapovickas & Gregory, 1994; Valls
& Simpson, 2005). A se¢ao Arachis € o maior grupo do género, totalizando 31
espécies descritas até o momento (Krapovickas & Gregory, 1994; Valls & Simpson,
2005). Possui uma ampla distribuicdo, desde os Andes até areas costeiras do
Atlantico (Creste et al., 2005).

De acordo com dados citogenéticos, existem trés tipos de genomas que
diferenciam as espécies em relacdo aos cromossomos. As espécies caracterizadas
com genoma A possuem um pequeno par de cromossomos, denominado par A. As
espécies dipldides que ndo apresentam o par A, possuem o0 genoma B, com
excecdo de A. glandulifera que possui o0 genoma denominado D, caracterizado pela
presenca de seis pares de cromossomos subtelocéntricos (Stalker, 1991; Robledo &
Seijo, 2008). Existem trés espécies que possuem 2n=18 cromossomos (A. decora,
A. palustris e A. praecox) (Lavia, 1998). A. hypogaea e A. monticola sdo espécies

alotetraploides com genoma AB.



2. O amendoim

A espécie cultivada, Arachis hypogaea (Figura 1A e 1B), estd entre as
oleaginosas mais cultivadas no mundo, ocupando a 52 posicdo dentre as mais
produzidas (USDA, 2008).

No Brasil, grande parte da cadeia de produ¢cdo de amendoim esta localizada
na regido Sudeste, sendo o Estado de S&o Paulo o maior produtor, respondendo por
quase 90% do total produzido no Brasil (Godoy et al., 1999). Porém, o amendoim
representa um mercado relativamente pequeno quando comparado a outros
produtos agricolas (Valls, 2005). O cultivo no Brasil representa menos de 1% da
producdo mundial, mas apesar disso, a producdo nacional tem aumentado nos
ultimos anos, estimando-se na safra 2008/2009, um total de 291,4 mil toneladas em
113,1 mil ha (CONAB, 2009).

Devido ao seu grande valor energético e nutricional, 0 amendoim é matéria-
prima para a industria alimenticia. Seus grdos sdo ricos em 6leo (40 — 50%)
composto em sua maioria por acidos oléicos (média de 55%), linoléico (25%),
palmitico (10%) dentre outros &cidos graxos encontrados em menor quantidade
(Knauft et al., 1993; Lopez et al., 2000), proteinas (20 — 30%), carboidratos (10 —
20%), sais minerais e vitaminas (Fagundes, 2002).

O amendoim possui um genoma alotetraploide. Um alopolipléide é uma planta
hibrida de duas ou mais espécies, contendo duas ou mais cOpias de cada um dos
genomas componentes. Os alopolipléides formam-se apenas entre espécies muito
correlatas e na natureza, isso pode ser considerado como uma forga importante na
evolucdo de novas espécies de plantas (Griffiths et al., 2008).

Varios estudos ja foram realizados acerca da origem genética do amendoim.
Por ser um alotetrapléide, acredita-se que o amendoim cultivado tenha surgido do
cruzamento entre duas espécies silvestres dipldides diferentes, A. duranensis
(Genoma AA) e A. ipaénsis (genoma BB) (Halward et al., 1991; Kochert et al, 1996;
Seijo et al., 2004; 2007). O resultado gerou um hibrido, no qual o nimero de
cromossomos foi espontaneamente duplicado levando a restauracdo da fertilidade e
provavel selecdo do controle genético da meiose. Assim, a planta alotetraploide
resultante tinha vigor hibrido, mas era reprodutivamente isolada de seus parentes
selvagens (Halward et al., 1991; Kochert et al., 1996; Seijo et al., 2004; 2007).



Os estudos citolégicos de maneira geral tém apoiado os estudos classicos de
cruzamentos, que sao realizados com a intengado de refazer o caminho evolutivo que
originou 0 amendoim. Cruzamentos entre diferentes espécies dipléides, no geral
resultam em hibridos estéreis. Os hibridos sao tratados com colchicina, duplicando o
namero de cromossomos, podendo entdo haver um cruzamento com o amendoim
cultivado tetraploide. Estudos acerca da evolu¢cdo do amendoim cultivado através da
cruzabilidade entre A. duranensis e A. ipaénsis ja foram realizados
experimentalmente (Favero, 2004; 2006). Além disso, recentemente, estudos
realizados por Seijo et al. (2007), utilizando a técnica de GISH (Genomic in Situ
Hybridization) corroboraram a hipétese de que 0s mais provaveis parentais da
espécie cultivada sdo A. duranensis e A. ipaénsis.

A origem de A. hypogaea através de um Unico e recente evento de
poliploidizagédo seguido por sele¢cdes sucessivas durante os cruzamentos, resultou
em um genoma altamente conservado (Young et al., 1996), o que levou a uma baixa
diversidade em relacdo as caracteristicas agronémicas importantes. Ja a variagao
morfolégica observada entre acessos de A. hypogaea é provavelmente devido a
variagdo em poucos genes (Kochert et al, 1991). Em virtude dessa baixa
variabilidade genética, o amendoim cultivado encontra grandes problemas
relacionados a busca de resisténcia a pragas e patégenos, além da dificuldade na
geracdo de marcadores moleculares polimorficos para a construgdo de mapas
genéticos (Kochert et al., 1996; Halward et al., 1991).

Figura 1: (A) Arachis hypogaea L. (B) Fruto desta espécie. Retirado do endereco eletrénico:
http://www.agraria.org/coltivazionierbacee/arachide.htm.



3. Espécies Silvestres

As espécies silvestres da secdo Arachis, em sua maioria, sao diploides
(2n=20) e caracterizam-se por apresentarem alto polimorfismo genético (Kochert et
al., 1991; Halward et al., 1991; Hilu & Stalker, 1995; Stalker et al., 1997).

As espécies silvestres dipldide apresentam uma rica fonte de diversidade
alélica selecionada durante a evolucdo em diferentes ambientes e estresses bibticos
e abidticos, proporcionando uma alta variagdo nas caracteristicas agronémicas de
relevancia, como resisténcia a pragas, patdogenos e estresses hidricos (Nelson et al.,
1990; Stalker & Simpson, 1995; Burow et al., 2001; Kameswara et al., 2003;
Moretzsohn et al., 2004).

Por ser o Brasil central o provavel centro de origem do género Arachis, o
Brasil € um grande detentor de germoplasma destas espécies silvestres. A Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia possui 0 maior banco de germoplasma de
amendoim silvestre do mundo, o qual pode ser explorado visando o melhoramento
do amendoim (Simpson et al., 2001), e por constituirem importante fonte de genes
Uteis, espécies silvestres de Arachis vém sendo introduzidas em programas de
melhoramento do amendoim. Em estudos realizados de forma pioneira por Isleib &
Wynne em 1992, a espécie tetrapldide silvestre A. monticola foi utilizada em
cruzamentos interespecificos com A. hypogaea resultando nas primeiras cultivares
de amendoim com genes de espécies silvestres, Spancross e Tamnut 74, porém
sem nenhuma caracteristica fenotipica que pudesse ser identificada como derivada
de espécies silvestres.

A primeira cultivar de amendoim com genes identificaveis que foram
transferidos de espécies silvestres de Arachis foi denominada COAN (resistente a
Meloidogyne javanica e M. arenaria), sendo esta, obtida a partir de retrocruzamentos
(RCs) de A. hypogaea cv. Florunner, utilizada como parental recorrente, com um
complexo hibrido interespecifico, chamado TxAG-6, resultante do cruzamento entre
[A. batizocoi x (A. cardenasii X A. diogoi)] e posterior duplicagdo de cromossomos
por colchicina (Simpson & Starr, 2001).

Uma das dificuldades no uso de espécies silvestres no melhoramento
genético de plantas é que, ao se cruzar um parente silvestre com uma espécie

cultivada, além da transferéncia de uma caracteristica especifica, inevitavelmente,
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introduz-se na progénie uma série de caracteristicas indesejaveis. Para a remogao
de tais caracteristicas, utiliza-se o0 retrocruzamento, processo muitas vezes
demorado, e mesmo quando espécies compativeis sdo utilizadas, barreiras de
esterilidade estdo presentes, devido a diferentes niveis de ploidia, incompatibilidades
gendmicas e diferencas genéticas (Holbrook & Stalker, 2003). O processo de
introgressdo apenas dos genes Uteis pode ser acelerado através da utilizacdo de

marcadores moleculares.

4. Doencas em amendoim

O amendoim é bastante susceptivel a uma grande variedade de pragas,
incluindo-se os nematéides das galhas (Meloidogyne sp.) e doencas fungicas de
parte aérea (Subrahmanyam et al., 1985; Pezzopane et al., 1998).

As doencas fangicas de parte aérea sao consideradas um grande problema
da cultura de amendoim no Brasil. Em escala global, as doencgas foliares causadas
pelos fungos séo consideradas limitantes para a cultura, devido aos seus variados
graus de severidade. Elas reduzem a area das folhas disponiveis para a
fotossintese, resultando em um decréscimo na habilidade para produzir e converter
os produtos da fotossintese, o que pode reduzir a producao das sementes (Nutter &
Shokes, 1995).

No Brasil, os maiores problemas de natureza biotica sdo: a ferrugem, causada
pelo fungo Puccinia arachidis Speg, e as manchas foliares Cercospora arachidicola
Hori (Mancha castanha ou Early lesfspot), Cercosporidium personatum (Berk. e
Curt.) Deighton (Mancha preta ou Late leafspot). Todas estas doengas podem
causar desfolhacdo e em combinacdo, podem causar perdas consideraveis na
producéo.

As cercosporioses sdo as doengas que mais causam prejuizos a cultura do
amendoim, cujos danos podem ser superiores a 50% (Godoy et al., 1994; Moraes et
al., 1994; Santos, 1995; Soares et al., 1996).

Ao contrario de véarias doencas do amendoim que ocorrem em regides
geograficas especificas, as cercosporioses estdo presentes em quase todos o0s
campos de cultivo do Brasil e no mundo. No entanto a predominancia e a
intensidade de cada uma variam com a localidade e as épocas de plantio. No Estado
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de S&o Paulo, maior produtor do Brasil, a mancha preta tem predominado e se
mostrado mais severa (Moraes et al., 1988).

Com relacdo aos nematodides, estes sdo responsaveis por sérias perdas nas
regides basais da planta. Os danos causados por nematdides sao, muitas vezes,
agravados pela associagao com outros patégenos, causando podriddes em caules,
gindforos e vagens (Kokalis-Burelle & Rodrigues-Kabana, 1997).

Os fungos Aspergillus flavus Link e A. parasiticus Speare, sdo de grande
importancia devido a producédo de aflatoxinas, quando infectam o amendoim. As
aflatoxinas pouco afetam a produtividade da cultura, mas trazem problemas sérios a
saude humana e animal, influenciando significativamente na comercializacao do
produto (Bolonhezi, 2005). Um dos meios de se evitar a contaminagdo por
aflatoxinas em amendoim é através do uso de cultivares resistentes. No Brasil, é
comum a ocorréncia de altos teores de aflatoxinas, devido a ineficiéncia de
fiscalizacdo e as condi¢cbes ambientais desfavoraveis em que amendoim é produzido
e armazenado (Godoy et al., 2001).

O Brasil é constituido, em sua grande maioria, por pequenos produtores de
amendoim, o que torna o controle quimico, tanto de doencas fungicas, como de
outras pragas, caro e economicamente inviavel. O uso de germoplasma resistente
pode propiciar um melhor rendimento na producado, além de custos mais baixos. O
género Arachis vem sendo muito estudado, pelo alto potencial de suas espécies
silvestres como fonte de genes de resisténcia para o melhoramento da cultura.
Como algumas espécies silvestres sdo caracterizadas por apresentarem resisténcias
multiplas a determinadas doencas, elas tém como maior potencial agronémico e de
grande impacto econdmico a possibilidade de aumentar a resisténcia da espécie
cultivada (Stalker, 1992). A espécie silvestre A. stenosperma Krapov e WC Gregory,
pode ser considerada como uma importante fonte de genes para o melhoramento
genético do amendoim. Entre as caracteristicas de interesse que podem ser
transferidas para o amendoim, estdo o alto teor lipidico, e as resisténcias ao
nematodide M. arenaria e a fungos foliares (Guimaréaes et al., 2005; Leal-Bertioli et al.,
2005).



5. Genes de Resisténcia

Apés ser infectada por um patégeno, a planta resistente disponibiliza um
amplo espectro de defesa contra o microorganismo invasor. Uma defesa comum é a
resposta de hipersensibilidade, na qual as células adjacentes ao local de infec¢ao
morrem rapidamente, privando o patdégeno de nutrientes e impedindo a sua
propagacdo. Esta resposta de hipersensibilidade pode ser a causa de outras
respostas secunddarias que, conjuntamente, sdo conhecidas como resisténcia
sistémica adquirida (SAR — Systemic Acquired Resistance). As bases genéticas das
respostas de hipersensibilidade envolvem uma interagéo “gene-a-gene” (Flor, 1971),
na qual o produto de um alelo da planta (um gene R, para resisténcia) interage com
o produto de um alelo do patégeno (um gene Avr para aviruléncia). As proteinas
codificadas por genes de resisténcia (genes R) s&o capazes de, direta ou
indiretamente, reconhecer proteinas elicitoras produzidas pelos patdgenos e ativar
respostas de defesa (Taken & Joosten, 2000; Hammond-Kosack & Jones, 2000;
Martin et al., 2003; Hammond-Kosack & Parker, 2003).

A caracterizacdo molecular dos genes de resisténcia, em mono e
dicotiledbneas, revelou que estes genes codificam proteinas com motivos estruturais
comuns, indicando que o modo de reconhecimento de diferentes patégenos e a
sinalizacdo de defesa da planta foi conservado durante sua evolugédo e
diversificacdo. Até hoje, cinco principais familias de genes R ja foram identificadas,
baseados nos dominios conservados das proteinas (Martin et al.,, 2003). A familia
mais abundante é denominada NBS-LRR (Rommens & Kishore, 2000). A maioria
destas proteinas contém dominios C-terminais com repeti¢ces ricas em aminoacido
leucina (LRR — Leucine-Rich Repeat), um dominio central com sitos de ligacdo a
nucleotideos trifosfatados (NBS — Nucleotide Binding Site) e dominios N-terminais
variaveis (Figura 2). Esta familia € largamente conhecida, e inclui mais de 20 genes
R identificados em varias espécies de plantas (Meyers et al., 1999; Van der biezen
et al.,, 2002; Cordero & Skinner, 2002). Genes desta familia conferem resisténcia a
diversos patégenos como fungos, bactérias, viroses, nematoides e insetos (Baker et
al., 1997).

O dominio LRR estd envolvido no reconhecimento do patdgeno pelo
hospedeiro durante o processo de infeccdo. Proteinas que contém este dominio
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apresentam o aminoacido leucina, repetida em numero de 10 a 40 intervalos
regulares, podendo conter ainda outros residuos hidrofébicos, asparaginas e
prolinas (Collins et al., 2001; Cannon et al., 2002). Esses motivos geram uma
estrutura terciaria semelhante a uma mola, com cada hélice apresentando um
motivo de leucina repetido. A funcao do dominio LRR pode estar relacionada com a
mediacdo da interacdo entre proteinas, podendo atuar extracelularmente como
receptor da molécula produzida pelo patégeno ou intracelularmente, em um passo
anterior a via de transducdo dos sinais envolvidos no processo de resisténcia
(Banerjee et al, 2001).

O dominio NBS est& presente em diversas proteinas e s&o responsaveis por
atividade de ligacdo ao ATP ou GTP, tais como subunidades da ATP sintetase e
fatores de elongacdo do ribossomo. A presenca desses dominios nas proteinas
codificadas pelos genes de resisténcia sugere que estes sitios estdo envolvidos na
ativacdo de proteinas quinases ou proteinas transportadoras (Hammon-Kosack &
Jones, 1997) e mutagdes em sua estrutura, impedem que ocorra a resposta de
hipersensibilidade, ressaltando a importancia da funcdo deste dominio na
sinalizacdo (Zhou et al., 2004).

A familia NBS-LRR é dividida em duas categorias baseado nas regides
conservadas na porgao N-terminal dos seus produtos (Meyers et al., 1999; Young et
al., 2000; Yuksel et al., 2005). O primeiro grupo, chamado de N&o-TIR, possui 0
dominio CC (Coiled-coil; Cauda espiralada) na regido N-terminal e € responsavel
pelo reconhecimento das moléculas elicitoras (Young et al.,, 2000). O segundo
grupo, TIR, € composto por genes que codificam produtos contendo uma estrutura
homdloga as proteinas receptoras humanas “Interleucina 1” e “Toll” de Drosdfila. As
espécies do género Arachis possuem as duas formas da estrutura (Bertioli et al.,
2003).

O dominio LRR pode sofrer varias mutagcbes em seus aminoacidos
representando uma contribuicdo para a variabilidade genética, necessaria para
reconhecer as diversas especificidades patogénicas. A regido NBS por outro lado,
apresenta motivos conservados (Kobe & Deisenhofer, 1994). Estas regifes
conservadas podem facilitar a construgdo de primers para amplificagdo de RGAs
(Resistance Gene Analogs) ou genes similares. Alguns desses motivos sao: P-loop,
Kinase-2, Kinase-3a, GLPL e RNBS-D.
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Os RGAs séo sequéncias andlogas as sequéncias codificadas por genes R,
mas sem funcdo de resisténcia ainda estabelecida. Alguns primers degenerados
baseados nos dominios conservados de genes de resisténcia tém sido utilizados
para amplificacdo e clonagem de RGAs em diferentes espécies de plantas. Alguns
estudos de mapeamento de RGAs no genoma de plantas comprovaram ligagdo com
locos que contém genes R conhecidos, como em soja, cevada, alface e milho
(Kanazin et al., 1996; Yu et al., 1996; Collins et al., 2001; Brueggeman et al., 2001;
Shen et al., 1998; Collins et al., 1998).

TIR ou Nao -TIR NBS Regido LRR

s

*

Figura 2: Dominio NBS-LRR representado esquematicamente. As regides TIR e Nao-TIR
também estéo ilustradas. Os motivos P-loop, Kinase-2, Kinase-3a e GLPL estdo representados
em destaque na parte inferior da figura.

A mais expressiva caracterizacao de genes ligados a resisténcia (RGAs) no
género Arachis foi conduzida por Bertioli et al. (2003). O estudo gerou 78 RGAs a
partir de primers degenerados baseados no dominio NBS da espécie A. hypogaea
var. Tatu e quatro espécies silvestres (A. duranensis, A. cardenasii, A stenosperma e
A. simpsonii). ORFs (Open Reading Frames) indicaram a proximidade com RGAs de
outras espécies de leguminosas incluindo Glycine max, Lotus japonicus, Medicago
truncatula e Phaseolus vulgaris (citado por Yuksel et al, 2005). Neste trabalho,
realizado por Yuksel e colaboradores (2005) um total de 234 novos RGAs foi isolado
de A. hypogaea a partir de primers desenhados para regides conservadas no
dominio NBS.
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6. Marcadores moleculares, mapas genéticos e QTLs

Mapas genéticos tém sido desenvolvidos desde 1980 (Botstein, 1980). O
desenvolvimento de mapas genéticos é considerado uma das aplicacdes de maior
impacto da tecnologia de marcadores moleculares na analise genética de espécies
e, potencialmente, no melhoramento de plantas. O mapeamento genético possibilita
a cobertura e analise completa de genomas, a decomposi¢cdo de caracteristicas
genéticas nos seus componentes mendelianos, a localizacao de regides genbémicas
gue controlam caracteres de importancia econémica (QTL - Quantitative Trait Loci),
a quantificacdo dos efeitos dessas regibes na caracteristica estudada e a
canalizacdo de toda essa informacéo para uso em programas de melhoramento
(Lee, 1995).

Ha varios tipos de marcadores moleculares utilizados para estudos genéticos,
como lIsoenzimas, RFLP, RAPD, AFLP, SCAR, SSR além de outros. A grande
disponibilidade de marcadores e metodologias estatisticas eficientes fez com que,
atualmente, estejam disponiveis mapas genéticos para um grande numero de
espécies cultivadas.

O mapeamento genético toma como base a hipotese de que a co-segregacao
de dois marcadores indica proximidade entre eles, e que a probabilidade de ocorrer
permutas genéticas entre esses dois marcadores € menor, quanto menor for a
distancia entre eles. Dessa forma, é possivel ordenar linearmente a informacéo
genética ao longo dos cromossomos. A probabilidade de ocorréncia de permuta
genética entre dois marcadores (frequéncia de recombinacao) reflete a distancia
genética entre locos. Esta distancia, expressa em centiMorgans (cM), é calculada
com base na frequéncia de recombinagéo por meio de fun¢des de mapeamento, as
quais corrigem as distor¢cdes entre a conversao das unidades. A funcao Haldane é a
mais simples e admite que permutas genéticas ocorram ao acaso e de forma
independente (Haldane, 1919). A funcdo de Kosambi considera interferéncia parcial
(I) nos célculos da distancia em centiMorgans, sendo que essa interferéncia significa
gue uma permuta genética afeta a ocorréncia de outras em regides adjacentes,
considerando a ocorréncia de permutas duplas (Kosambi, 1944).

A identificacdo de marcadores moleculares ligados a genes e QTLs de
resisténcia pode ser de grande utilidade para o melhoramento de uma espécie. A
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primeira etapa da construcdo de um mapa genético contendo marcadores
associados a QTLs de resisténcia é a escolha correta dos genitores para
cruzamento e obtencdo de uma geragcdo segregante. Esses genitores devem ser
divergentes para o carater. A préxima etapa é a deteccdo de marcadores
moleculares polimérficos entre os genitores resistente e suscetivel, analisando-se
posteriormente as segregacdes destes e da resisténcia em uma populagdo
segregante.

De acordo com Tanksley et al. (1993), os melhoristas podem utilizar
marcadores moleculares para selecionar indiretamente individuos em uma
populacdo segregante que carrega um gene de interesse, se existir uma ligagao
forte entre o loco marcador e o gene que controla o carater. Marcadores fortemente
ligados a genes de resisténcia podem auxiliar muito os programas de melhoramento
visando resisténcia a doencas, permitindo seguir o gene sob selecdo através das
geracles, ao invés da avaliacdo da expresséo fenotipica do gene de resisténcia.
Esses marcadores podem ser utilizados no processo de selecdo assistida por
marcadores (SAM), permitindo também que varios genes sejam agrupados em um
mesmo genotipo (piramidacdo dos genes de resisténcia). Adicionalmente, os
marcadores podem ser Uteis para a clonagem e sequenciamento desses genes de
resisténcia em associagdo a outras ferramentas moleculares, como as bibliotecas
gendmicas.

A limitacdo da diversidade genética no amendoim, como observado em
diferentes estudos utilizando marcadores moleculares (Kochert et al., 1996;
Subramaniam et al., 2000; Milla et al., 2005), tem dificultado o mapeamento genético
e estudos com QTL, com isso, poucos mapas de ligagcédo tém sido publicados.

Em 1993, Halward e colaboradores desenvolveram um dos primeiros mapas
genéticos de amendoim, baseado na técnica de RFLP, a partir de uma populacao F,
derivada de um cruzamento entre duas espécies silvestres dipléides com genoma
AA, A. stenosperma e A. cardenasii. Burow et al. (2001) desenvolveram outro mapa
baseado em RFLP, porém para uma populacdo tetrapldide. Mais tarde foi
desenvolvido um mapa derivado de um cruzamento entre duas espécies silvestres
dipléides A. stenosperma e A. cardenasii baseado em RAPD (Garcia et al., 2005).

Ainda em 2005, Moretzsohn e colaboradores publicaram um mapa de ligacéo

baseado em uma populagédo de 93 individuos F, obtidos do cruzamento entre duas
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espécies silvestres de genoma AA, A. duranensis e A. stenosperma. Um total de 170
marcadores microssatélites foi mapeado em 11 grupos de ligacdo cobrindo uma
distancia de 1.230,89 cM no mapa e com uma distancia média de 7.24 cM entre
marcadores adjacentes. Este mapa vem sendo aprimorado e, atualmente possui
aproximadamente 188 SSRs, 80 marcadores ancoras, 35 RGAs e 10 grupos de
ligacdo (Leal-Bertioli et al., 2009). Recentemente um mapa para 0 genoma BB,
baseado em um cruzamento entre A. ipaénsis e A. magna, foi publicado por
Moretzsohn et al., (2009). Esse mapa contém 10 grupos de ligacdo, com 149 locos
cobrindo uma distancia de mapa total de 1.294 cM.

QTLs para resisténcia a mancha foliar causada pelo fungo Cercosporidium
personatum foram mapeados em um cruzamento de A. duranensis e A.
stenosperma (Leal-Bertioli et al. 2009). Alguns desses QTLs foram localizados em
regides do genoma onde mapearam genes candidatos a resisténcia a doencas, na
regido superior do grupo de ligacdo 4, assim como na regido inferior do grupo de
ligacdo 2, indicando que estas regides podem estar relacionadas ao controle de
resisténcia a doencgas.

Recentemente foi publicado um mapa genético para A. hypogaea (Varshney
et al., 2009) incluindo marcadores SSRs e marcadores ancoras (derivados de

Leguminosas) ja existentes e mapeados em germoplasma silvestre.

7. Bibliotecas BAC

Bibliotecas de grandes insertos de DNA gendmico se tornaram uma
ferramenta bésica para mapeamento fisico, clonagem posicional e sequenciamento
gendmico (Zhang et al., 1994). Atualmente, o uso do vetor denominado cromossomo
artificial de bactéria (BAC - Bacterial Artificial Chromosome) tem sido preferido na
construgcdo dessas bibliotecas por sua eficacia de transformacao, baixo indice de
quimerismo além da possibilidade de uso em subclonagens por shotgun para
sequenciamento (Safar et al., 2004).

A estabilidade de clones BAC é em parte devido a presenca do fator F (par A
e par B) que impede que mais de um BAC habite simultaneamente uma mesma
bactéria (Yuksel & Paterson, 2005). Uma vantagem adicional na utilizacdo de clones

BAC é que estes sdo relativamente faceis de manipular e propagar, comparados
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com vetores virais ou leveduras. Consequentemente, BACs tém suplantado YACs
(Yeast Artificial Chromosome) como os vetores mais comuns utilizados em
mapeamento fisico em larga escala e sequenciamento (Kelley et al., 1999).

Bibliotecas BAC tém sido construidas para varias culturas economicamente
importantes como, por exemplo, Oryza sativa (Tao et al., 1994), Phaseolus vulgaris
(Vanhouten & MacKenzie, 1999), Vigna radiata (Miyagi et al., 2004), Glycine max
(Danesh et al., 1998), Trifolium pretense (Sato et al., 2005) e Medicago truncatula
(Nam et al., 1999). Dentro do género Arachis uma biblioteca BAC foi construida para
a espécie cultivada alotetraploide (Yuksel & Paterson, 2005), e duas para as
espécies silvestres A. duranensis (84.096 clones) e A. ipdensis (75.648 clones)
(Guimaraes et al.,, 2008). Estas Ultimas bibliotecas foram construidas a partir do
vetor de clonagem pIndigoBAC-5, que possui um tamanho de 7.5 Kb (Figura 3) e o
tamanho médio dos insertos clonados em ambas as bibliotecas variaram entre 100
ou 110 Kb.

Forward - BamH |
Primer < Hind Il

/™ Reverse Primer

ch R

parB  plndigoBAC-5  redF

7.5Kb

Figura 3: Vetor de clonagem pindigoBAC-5.

A busca de marcadores ligados a genes de importancia agrondmica tem sido
objeto de pesquisa nos ultimos anos (Hash et al., 2003). O isolamento de genes de
resisténcia ainda nédo caracterizados pode ser facilitado com a utilizacdo de RGAs.
Regides de resisténcia tém sido mapeadas utilizando RGAs como sondas de

hibridizacgdo em Southern Blotting em progénies segregantes de diferentes
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parentais. Em um trabalho realizado por Clément et al., (2004), uma biblioteca BAC
para a espécie Theobroma cacao L. foi construida e um grupo de RGAs previamente
mapeados que co-segregam com um QTL para resisténcia ao patégenos do género
Phytophthora spp, foi utilizado para realizar um screening através de hibridizagéo
nesta biblioteca. Mais tarde, Lein et al. (2007), identificou RGAs e 0s agrupou no
grupo de ligacéo 3 em beterraba. Estes co-segregam com o QTL para resisténcia a
doenca rizomania, uma das mais importantes em beterraba.

O mapeamento de RGAs demonstrando que eles estdo ligados a locos
conhecidos por conterem genes de resisténcia ja foi citado também em outras
culturas, como batata (Leister et al., 1996), soja (Kanazin et al., 1996), A. thaliana
(Aarts et al., 1998) e ervilha (Timmerman-Vaughan et al., 2000). Yuksel e
colaboradores (2005) exploraram a diversidade em relacdo aos genes de resisténcia
em amendoim, utilizando grupos de primers previamente estudados em outros taxa,
identificando e caracterizando clones BAC de A. hypogaea.

QTLs para resisténcia a mancha foliar causada pelo fungo C. personatum
foram mapeados em um mapa genético construido para um cruzamento de A.
duranensis e A. stenosperma (Leal-Bertioli et al., 2009). O RGA S1_A_36 que co-
segrega com um destes QTLs (Figura 1 — Capitulo 1) foi utilizado para identificar
clones positivos nas bibliotecas BAC destas espécies silvestres do género Arachis
(Proite, 2007). A subclonagem e sequenciamento de um clone BAC (positivo) que
contém este RGA possibilitardo a caracterizacdo da sequéncia, além da
identificacdo de microssatélites na regido designada, provendo marcadores mais

proximos ao QTL ja identificado e ao isolamento do gene de resisténcia de interesse.

8. Subclonagem

A metodologia mais informativa para estudos de estrutura do genoma € a
analise de sequéncia de DNA, entretanto, embora o sequenciamento tenha se
tornado significativamente mais rapido e econdmico, a montagem de genomas
completos de eucariotos ainda constitui uma tarefa complexa. Uma opcgao
estratégica interessante e informativa para o estudo de estruturas de genoma é o
sequenciamento por amostragem (sample sequencing) (Elgar et al., 1999). Nesta

estratégia, todo o DNA genbmico, ou alguns trechos deste, sdo sonicados,
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nebulizados ou cortados com enzimas de restricdo (shotgun) e os fragmentos
resultantes sdo subclonados em vetores bacterianos, sequenciados e montados
para posterior analise. Da mesma forma, clones BAC contendo regides de interesse
podem ser selecionados e sequenciados possibilitando o acesso a sequéncia

completa desses genes e suas regides vicinais.
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OBJETIVO GERAL

Analisar a estrutura genémica da regido que contém o RGA S1_A_ 36, que se
encontra co-localizado com o QTL cp4.2 (resisténcia ao fungo Cercosporidium
personatum) mapeado no Grupo de Ligacdo 4 do mapa genético de referéncia,
através do sequenciamento total do clone BAC que contém esse RGA de interesse e
desenvolver marcadores moleculares do tipo microssatélites, com intuito de mapear
marcadores associados a genes de resisténcia que sejam transferiveis entre as

espécies relacionadas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Subclonar e sequenciar o clone BAC AD25F09 contendo o RGA S1_A 36;

* Realizar a anotagao e interpretacdo da sua sequéncia;

» Identificar microssatélites nas sequéncias geradas e desenvolver pares de
primers para mapeamento destas regides;

* Analisar os pares de primers para microssatélites quanto ao polimorfismo nos
parentais das populacdes AA de mapeamento (A. stenosperma e A. duranensis);

* Genotipar a populagdo F, segregante com o0s microssatélites polimoérficos
gerados;

» Posicionar os marcadores no mapa genético de referéncia;

19



APRESENTACAO DOS CAPITULOS

O presente trabalho foi dividido em dois capitulos. O capitulo | consiste na
subclonagem, sequenciamento e anotacdo do BAC AD25F09. O capitulo Il
apresenta o desenvolvimento de marcadores microssatélites a partir das
informagdes do BAC sequenciado e sua utilizagdo na genotipagem e mapeamento

da populacdo F2 (genoma AA).
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CAPITULO | — SUBCLONAGEM, SEQUENCIAMENTO E ANOTACAO DO BAC
AD25F09
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1. INTRODUCAO

O amendoim esta entre as principais oleaginosas cultivadas no mundo e as
maiores causas de perda na producdo sdo a seca e fungos causadores de manchas
foliares como as cercosporioses (Santos, 1995). Embora estejam disponiveis
acessos de A. hypogaea com diferentes niveis de resisténcia, o melhoramento das
cultivares é dificultado devido a baixa variabilidade genética em relacdo a
caracteristicas agrondémicas de interesse. Por outro lado, espécies silvestres do
género Arachis possuem resisténcia a diferentes fatores bidticos e abibticos
apresentando uma maior variabilidade genética (Hilu & Stalker, 1995; Moretzsohn et
al., 2004; Milla et al., 2005).

Por constituirem importante fonte de genes Uteis e apresentarem alto
polimorfismo, espécies silvestres vém sendo introduzidas em programas de
melhoramento. O processo de introgresséo de genes pode ser acelerado pelo uso
da selecao de plantas assistida por marcadores moleculares e para tal, € necessario
identificar marcadores proximamente ligados a genes de interesse como resisténcia
a doencas (RGA). Muitos destes genes sao caracterizados pela presenca do
dominio NBS-LRR que, em plantas, tem sua funcdo associada a resisténcia a
doengas.

Bibliotecas gendbmicas de grandes insertos, como as construidas em BAC,
sao ferramentas importantes para o0 isolamento de genes, determinacdo de
agrupamentos génicos, estudos de sintenia entre espécies, desenvolvimento de
marcadores moleculares e na caracterizagdo de genomas de uma maneira geral.
Mais informagdes sobre o genoma dipléide de Arachis, através de estudos
relacionados as bibliotecas BAC, seriam muito Uteis, tanto para a construcao de
mapas genéticos e fisicos, como para caracterizacéo de alelos silvestres.

Primers degenerados para o motivo NBS foram produzidos para diferentes
espécies de Arachis visando a identificacdo de sequéncias do tipo RGA (Bertioli et
al., 2003). Alguns desses RGAs foram posicionados em um mapa genético
construido para uma populagdo de genoma AA (A. duranensis e A. stenosperma)
(Moretzsohn et al., 2005). QTLs para resisténcia a mancha foliar causada pelo fungo

C. personatum foram posicionados no mesmo mapa, sendo que o RGA S1_A_36
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apresentou co-segregacdo com um destes QTLSs, situado no Grupo de Ligacdo 4 do

mapa de referéncia (Figura 1). A sequéncia deste RGA foi utilizada como sonda para

identificar clones positivos nas bibliotecas BAC das espécies silvestres parentais A.

duranensis (genoma AA) e A. ipaénsis (genoma BB) (Proite, 2007). Um clone

positivo foi encontrado na biblioteca BAC da espécie silvestre A. duranensis e em

virtude de sua localizagdo na biblioteca, foi denominado AD25F09 (AD=Arachis

duranensis, placa 25, posicdo F09). Este BAC sera subclonado e sequenciado,

permitindo a reconstituicdo deste.
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Figura 1: Grupo de Ligacado 4 do mapa genético de Arachis (Moretzsohn et al., 2005). A seta
mostra a posi¢do do RGA S1_A 36. Em verde estao indicados dois QTLs para resisténcia ao

fungo C. personatum.
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1.1  Sequenciamento através de shotgun

Os sequenciadores automaticos de DNA (ABI 377 e ABI 3100, por exemplo),
que utilizam o método de sequenciamento pela reacdo de terminacdo em cadeia
(Sanger et al., 1977), tém limitacdes técnicas que os impedem de sequenciar
regides muito grandes, estando a cobertura média entre 500 e 800 pb apenas. Desta
forma, para viabilizar o sequenciamento completo de um genoma, ou de um BAC,
por exemplo, deve-se primeiramente tratar o DNA de forma a criar indmeros
fragmentos. Esses fragmentos devem ser individualmente sequenciados e,
posteriormente, montados com o auxilio da bioinformatica, como pecas de um
guebra-cabeca (Luscombe et al., 2001). Este sequenciamento individualizado torna-
se viavel, pois cada fragmento da sequéncia € subclonado em um vetor bacteriano.

O sequenciamento aleatério, aliado a uma estratégia de clonagem randémica
(shotgun) € interessante e possui um relevante poder informativo para gerar um
panorama geral do genoma de um organismo de interesse. Nesta estratégia, como
demonstrado na Figura 2, todo o DNA gendmico, ou alguns trechos deste, como
BACs, s&o sonicados, nebulizados ou cortados com enzimas de restricdo, e 0s
fragmentos resultantes s&o subclonados e sequenciados. As sequéncias de
nucleotideos dos fragmentos sdo entdo montadas e analisadas, com o intuito de
descrever a estrutura e composicdo nucleotidica. Esta estratégia contrasta com o
sequenciamento parcial baseado exclusivamente em genes expressos (ESTs —
Expressed Sequence Tags), pois ndo busca apenas as sequéncias expressas dos
organismos, e sim uma viséo da estrutura do genoma como um todo ou parte dele.
Dentre as informagfes provenientes do sequenciamento aleatério pode-se citar a
distribuicdo de microssatélites, elementos transponiveis e retrotransponiveis, genes,
pseudogenes, regibes promotoras, contetddo nucleotidico, tRNAs, e outros. Esta
estratégia foi utilizada inicialmente no estudo de genomas de microorganismo que
nao possuiam mapas fisicos (Wong et al., 1999; Bell et al., 2002) e constituiu a base
da abordagem, hoje comum, de sequenciamento por fragmentacdo randémica de
DNA (shotgun) para montagem completa de genomas de alguns microrganismos,
utilizada de forma pioneira para Haemophilus (Fleischmann et al., 1995).

A disponibilidade das sequéncias é um avanco significativo, mas por si s6 nao
€ garantia para que se possa entender o funcionamento do organismo, mesmo no
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caso dos genomas completos. Isto se deve, primariamente, ao fato dos sistemas
biologicos serem extremamente complexos, onde cada gene participa de uma rede
intrincada de interaces. Para determinar a fungdo de um gene, faz-se necessario
uma série de procedimentos experimentais, que, em sua maioria, séo trabalhosos e
demorados. Por isso, e também pelo fato de que as sequéncias acumuladas sem
interpretacdo ndo terem muito valor, a anotagdo genOmica ganhou grande

importancia nos ultimos anos.

Shotgun
Sy g

/ Subclonagem em plasmideo

Sequenciamento

e

| | |
]
— — — — — Montagem
1 |
__ —
|
Gene 1 Gene2 Gene3 Gene 4 ) Anotacéo e Predicdo de genes

Figura 2: Método de subclonagem de BAC através da técnica de shotgun.
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1.2  Anotacéo de sequéncias

A anotacdo genbmica, extracdo de significado biolégico de sequéncias
gendmicas anbnimas, € tarefa bastante complicada, e diversos esforcos foram feitos
para sua automacéao (Aubourg & Rouzé, 2001). Este processo consiste em adicionar
analises de bioinformética para gerar interpretacdes biolégicas sobre as sequéncias
brutas de DNA. A predicdo da funcdo de uma proteina € feita com base na
comparacdo com sequéncias de proteinas previamente caracterizadas e
armazenadas em bancos de dados biolégicos.

A identificacdo de genes a partir da comparacdo de sequéncias buscando
regides de similaridade jA é uma ferramenta amplamente utilizada. Para isto, em
geral, pesquisadores utilizam o algoritmo Basic Local Alignment Sequence Tool
(BLAST) (Altschul et al., 1997). A partir do alinhamento de sequéncias, identificacao
das regides alinhadas e pontuacdo destas a partir de uma matriz padréo, pode-se
descobrir sequéncias similares e com diversos graus de identidade, permitindo
qualificar sequéncias ndo-idénticas e descrever possiveis fungbes (Pertsemlidis &
Fondon, 2001).

Outra estratégia bastante Gtil € a comparagdo das sequéncias anénimas com
bancos de ESTs e bancos de GSS (Genome Survey Sequence), de preferéncia da
mesma espécie, indicando dentre outros fatores genes putativos nas sequéncias
andnimas. A funcdo destes genes seria atribuida diretamente de acordo com a
funcdo putativa do EST semelhante. Atualmente, a taxa de crescimento dos bancos
de dados biolégicos € exponencial, tornando a atividade de anotagdo funcional

dinamica.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Plantas de Arachis e bibliotecas BAC

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Biotecnologia (POs-
graduacdo da Universidade Catdlica de Brasilia) e Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia. As plantas utilizadas neste trabalho foram fornecidas pelo Banco
Ativo de Germoplasma (BAG) de Espécies de Arachis situado na Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia, Brasilia, DF. Os clones BAC utilizados foram
selecionados a partir de biblioteca BAC construidas no CIRAD (Montpellier — Franca)
(Guimaraes et al., 2008).

2.2 Isolamento de RGAs das bibliotecas BAC de espécies de Arachis

ipaénsis e A. duranensis

O RGA S1_A_36 (GenBank ref. AY157808; Bertioli et al. 2003) localizado no
GL 4 do mapa genético AA, construido a partir do cruzamento das espécies
silvestres de A. duranensis e A. stenosperma, foi selecionado por apresentar co-
segregacao com um QTL para resisténcia a mancha foliar causada pelo fungo C.
personatum (Leal Bertioli et al., 2009). Esta sequéncia foi utilizada como sonda para
identificar clones positivos nas bibliotecas BAC de espécies silvestres do género
Arachis através de hibridizagbes de col6nias
(http://www.genome.clemson.edu/protocols) (Guimardes et al., 2008). O clone
selecionado foi denominado AD25FQ9 situado na placa 25 posicdo F09 na biblioteca
AA de A. duranensis. A subclonagem do clone BAC selecionado foi realizada
através de dois métodos distintos: com enzimas de restricdo e através da técnica de
nebuliza¢do, com o intuito de gerar um maior nimero de sequéncias para analise e
posterior geragdo de marcadores microssatélites.

O esquema do método utilizado para o sequenciamento do BAC AD25F09,

esta descrito na Figura 3.
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Identificacdo do RGA S1_A 36
na Biblioteca BAC de A.
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Figura 3: Esquema de sequenciamento do BAC AD25F09.



2.3  Extragéo do vetor BAC a partir dos clones selecionados das bibliotecas

A partir de uma cultura permanente do clone BAC armazenada em freezer -
80° C realizou-se um pré-indculo: Foram utilizados 3 mL de meio LB (Luria Bertani —
1% de Triptona; 0,5% de Extrato de Levedura; 1% de NaCl) e 3 uL do antibiético
cloranfenicol (12,5 mg/uL). A incubacdo foi realizada por 12 horas a 37° C com
rotacdo em torno de 225 rpm. Para a confeccéo do inéculo, utilizou-se 3 pL da pré-
cultura em um tubo contendo 3 mL de meio LB e 3 pL do antibiético cloranfenicol
(12,5 mg/uL). A incubacéao foi realizada durante 16 horas a 37° C com rotagdo em
torno de 225 rpm.

Para extracdo do BAC, utilizou-se o Protocolo fornecido pelo Doutor Pierre
Lagoda (CIRAD - Franca) através de comunicagdo pessoal, com modificacfes
realizadas pelo Doutor Stephan Nielen (Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia — Brasilia). As células (cepa de bactérias DH10B utilizada para a
confeccédo da biblioteca BAC) foram centrifugadas a 13.000 rpm por 1 minuto. O
sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspenso em 200 pL de tampéo a 4° C
(glicose 50 mM; Tris-HCI 1M pH 8; EDTA 500 mM; 100 ug de RNAse A). A solugao
foi homogeneizada, acrescida de 200 pL de tampéo de lise (NaOH 200 mM; SDS
1%) e misturada gentilmente por 2 minutos a temperatura ambiente. Foram
adicionados 200 pL de tampéao de neutralizacdo (acetato de potassio 1,32 M, pH 4,8)
e apo6s 3 minutos no gelo, os residuos foram removidos por centrifugacdo a 13.000
rom por 15 minutos (4° C) e o sobrenadante transferido para novo tubo. Foram
adicionados 400 pyL de isopropanol, misturando-se o0s tubos gentilmente. As
amostras foram entdo centrifugadas a 13.000 rpm por 20 minutos e o0 sobrenadante
descartado. O pellet foi ressuspenso em 100 pL de TE (Tris-HCI 10 mM; EDTA 1
mM), precipitado com 10 yL de acetato de sédio 3 M (4° C) e 250 uL de etanol
absoluto (-20° C) e mantidos em freezer -80° C durante 1 hora seguida de
centrifugacdo por 20 minutos a 4° C. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi
lavado com etanol 70% gelado e seco completamente.

O DNA foi ressuspenso em 50 pL de agua MilliQ autoclavada e incubado por

10 minutos a 65° C, antes de ser estocado a -20° C.
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2.4  Confirmacédo da presenca do RGA no BAC AD25F009

Apds a extracdo do clone BAC, a confirmagcdo da presenca do RGA foi
realizada através de hibridizacdo pela técnica de Southern blot (Southern, 1975).
Cerca de 5 pg de BAC foram digeridos com 50 U da enzima de restrigdo Hindlll em
um volume final de 150 pL. A amostra foi separada em gel de agarose 1% a 20 V
por aproximadamente 16 horas. Apds a separacdo dos fragmentos, o gel foi tratado,
adicionando-se a solucdo de depurinacdo por 15 minutos, sob agitacdo leve e
constante e, posteriormente, lavado com agua destilada. Apo6s a lavagem, adicionou-
se a solucdo de desnaturagdo, sob agitagcdo durante 30 minutos e lavando
novamente com agua destilada. Adicionou-se a solugdo de neutralizacdo sob
agitacdo por 30 minutos. Os fragmentos foram transferidos para membrana Hybond-
N* por capilaridade em SSC 20X por aproximadamente 24 horas.

Para a pré-hibridizacdo, a membrana foi colocada em uma garrafa de vidro
contendo solugdo de pré-hibridizagdo a 65° C com agitagdo lenta por
aproximadamente 5 horas. A sonda foi amplificada por PCR do clone A.
stenosperma (selecionado por amplificar o RGA S1_A 36) e cerca de 50 ng foram
utilizados para a marcagao 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 e adicionada a garrafa contendo a membrana com a solugéo de Pré-hibridizacéo.
A hibridizacdo ocorreu a 65° C por 24 horas e logo apés foi realizada a lavagem
(uma lavagem com Solucéo | (Solugbes em anexo) a 65° C por 15 minutos, duas
lavagens com Solugéo Il por 15 minutos). A membrana foi seca e colocada para

sensibilizar filme radiografico (Kodak-Bio).
2.5 Estratégias para subclonagem

Para realizar a subclonagem do BAC AD25F09, foram utilizadas duas
estratégias distintas para a fragmentacédo do DNA. A primeira consistiu na utilizacéo
de trés conjuntos de enzimas de restricdo para uma geracdo de diferentes perfis, o
que ajudaria na sobreposicdo das sequéncias. A segunda estratégia de

fragmentacdo foi realizada através do processo de nebulizagao.
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2.5.1 Estratégia de subclonagem 1 — Fragmentacao através de Enzimas

de Restricao

Foram utilizadas trés enzimas de restricdo (Hindlll, BamHI, Sau3Al) para a
geracgao de fragmentos a partir do BAC. Estas enzimas de restricdo do Tipo Il clivam
o DNA no mesmo sitio do seu reconhecimento, que € uma sequéncia palindrdmica,
isto €, ela tem um eixo de simetria e a sequéncia de bases de uma fita € a mesma

da fita complementar, quando lida na direcao oposta.

a) Digestdo do BAC

O BAC (aproximadamente 10 pg) foi digerido com 2U de enzima de restricdo
(Hindlll, BamHI e Sau3Al (Invitrogen) em trés experimentos distintos) de acordo com
o protocolo do fabricante e Incubado a 37° C por 3 horas. Apds a digestdo o DNA foi
precipitado com 1/10 do volume de acetato de sédio a 3 M, 2,5 x 0 volume de etanol
absoluto e incubado por 1 hora em freezer -80° C. A solugdo foi centrifugada a
13.000 rpm por 20 minutos e o sobrenadante descartado. Em seguida, o DNA foi

ressuspenso em agua MilliQ autoclavada.

b) Digestao do vetor de subclonagem e desfosforilagcdo

O vetor utilizado foi o pBlueScript SK- (pBS SK-). Para a lineariza¢do do vetor
utilizou-se aproximadamente 20 pug de vetor; 1 U de enzima de restricdo (Hindlll ou
BamHI) (Invitrogen); 10X Buffer (Invitrogen); dgua estéril para um total de 20 pL na
reacdo final. A reacao foi incubada a 37° C por 1 hora e logo ap6és adicionou-se 1 pL
da enzima SAP (Shrimp Alcaline Phosphatase) (Invitrogen). A reagao foi novamente
incubada a 37° C por mais 1 hora e submetida a uma eletroforese em gel de
agarose 1% corado com brometo de etideo. A banda linearizada contendo
aproximadamente 3 Kb foi retirada do gel e purificada com o auxilio do Kit GENE
CLEAN Il (Q-BIO gene), resultando em vetor linearizado, purificado e pronto para ser

utilizado na reacgao de ligacéo.
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c) Ligagdo dos fragmentos com extremidades coesivas ao vetor
pBlueScript SK-

Para reacao de ligacdo do inserto ao plasmideo, foram utilizados 6 pL do BAC
(aproximadamente 60 ng/ uL); 0,5 pL de plasmideo (aproximadamente 50 ng/pL);
2uL de 5X Rapid Ligation Buffer-T4 DNA ligase (Invitrogen); 1 U de T4 ligase
(Invitrogen) e 0,5 pL de agua estéril para 10 uL de volume final. A reacao foi
incubada 24 horas a 16° C.

2.5.2 Estratégia de Subclonagem 2 - Fragmentacdo através de

nebulizacéo

Um recurso para a obtencao de fragmentos aleatdrios de tamanho razoavel
ao longo de todo o genoma € a fragmentacdo do DNA por nebulizagdo, um método
mecanico, que produz fragmentos com extremidades abruptas (que devem ser
reparadas) e posterior clonagem dos fragmentos em um vetor bacteriano aberto.
Desta forma pode-se obter mais facilmente uma biblioteca genémica que represente

efetivamente todo o genoma.
a) Nebulizagdo do BAC

O BAC foi nebulizado seguindo o protocolo do Kit TOPO® Shotgun Subcloning
Kit (Invitrogen) com algumas modificagdes: Em um nebulizador (Figura 4), foi
adicionada uma solugéo contendo 20 pg de DNA (BAC) e um tampéo (TE pH 8,0;
glicerol 20%), para um volume final de 750 pL. Esta solucéo foi nebulizada, com
auxilio de uma bomba compressora (11 psi) durante 15 segundos. Apds isso, a
solugdo contendo o DNA fragmentado foi coletada e o resultado foi verificado
através de eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo.
Foram feitas varias preparacfes até se obter um tamanho de fragmentos entre 400
pb e 4 kb. Um total de 700 pL da solugdo contendo o DNA fragmentado foi
transferido para um tubo. Adicionaram-se 80 UL de acetato de sodio a 3 M, pH 5,2; 4
pL de glicogénio 20 mg/mL e 700 pL de isopropanol. A solugéo foi armazenada

durante 30 minutos em freezer - 80° C e centrifugada a 13.000 rpm por 20 minutos
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(4° C). O sobrenadante foi removido e o pellet foi lavado com 800 puL de etanol 80%.
O DNA foi seco e ressuspenso em agua estéril, para uma concentracgédo final de 200

ng/uL.

Connect Nebulizer to
compressed air or
nitrogen using this port

JU0 U U U
/ﬁ\_ Vinyl Tubing

—
——

Atomizer

T DNA Solution

Figura 4: Desenho esquematico do nebulizador. Retirado de www.invitrogen.com.

b) Tratamento dos fragmentos com extremidades ndo-coesivas

Apo6s a nebulizacdo foram obtidos fragmentos de DNA com pontas nao-
coesivas, 0 que inviabiliza sua ligagdo ao vetor utilizado (pCR 4Blunt-TOPO -
Invitrogen). Diante disso, os fragmentos foram tratados com as enzimas T4 DNA
polimerase e Klenow (Invitrogen). Nesta reacdo, as enzimas completam as
extremidades dos fragmentos a partir da incorporagcéo de nucleotideos na dire¢cédo 5'-
3’ utilizando a ponta fita-simples como molde, sendo que a atividade exonucleotidica
3-5’" da T4 DNA polimerase retira as fitas simples que resultam da incorporacdo
anterior, tornando as extremidades coesivas para posterior ligagdo com o vetor.

Os fragmentos de DNA foram tratados de acordo com o seguinte protocolo:
Em um tubo, foram adicionados 5 pL de tamp&o 10X (Tris-HCI 100 mM; MgCl, 100
mM; NaCl 500 mM; ditiotreitol 10 mM; pH 7,9), 1 pL de BSA 1 mg/mL, 5 pL de dNTP
(para uma concentragéo final de 250 uM), 2 uL da enzima T4 DNA polimerase e 2
pL do fragmento Klenow da DNA polimerase. Adicionou-se 3 pg de DNA
fragmentado e completou-se com agua deionizada para um total de 50 pL finais. A
reacao foi incubada a temperatura ambiente por 30 minutos e depois a 75° C por 20

minutos para inativar as enzimas.
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c) Desfosforilagéo

Adicionou-se a reacao contendo 50 pL descrita acima, 35 pL de agua estéril,
10 pL do tampéo de defosforilagdo 10X (Tris-HCI 0,5 M; EDTA 1 mM; pH 8,5), 5 U
de CIP (Calf Intestinal phosfatase), para um volume total de 100 pL. A reacéo foi
incubada a 37° C por 60 minutos. Apds esse periodo, adicionaram-se 100 uL de
uma solucao fenol: cloroférmio: alcool isoamilico na proporcdo de 25:24:1 e
centrifugou-se por 3 minutos sob velocidade maxima. A fase aquosa superior foi
transferida para um novo tubo e o DNA foi precipitado adicionando 10 pL de acetato
de sodio 3 M, pH 5,2; 1 pL de glicogénio 20 mg/mL e 300 pL de etanol absoluto
gelado. A solugédo foi armazenada durante 30 minutos em freezer -80° C e logo
apos, centrifugada a 13.000 rpm por 20 minutos a 4° C. O sobrenadante foi
removido e o pellet de DNA lavado com 500 pL de etanol 80%. O DNA foi seco e
ressuspenso em 20 pL de agua estéril para uma concentragdo final de 50 a 100

ng/uL.

d) Ligacéo dos fragmentos tratados ao vetor pCR 4Blunt-TOPO

Para uma reacgéo de ligagéo de 6 pL finais, adicionaram-se: 4 uL de DNA né&o
diluido (aproximadamente 100 ng de DNA); 1 pL de solugdo salina (NaCl 1,2 M;
MgCl; 0,06 M) e 1 pL do vetor pCR 4Blunt-TOPO. A reagédo foi incubada a
temperatura ambiente over-night e precipitada adicionando-se 100 pL de 4gua estéril
e incubando-se a 37° C por 10 minutos. Apoés esse periodo foram adicionados 10 pL
de acetato de sodio a 3 M, pH 5,2; 2 uL de glicogénio 20 mg/mL e 300 pL de etanol
absoluto (-20° C). A reacgédo foi armazenada durante 30 minutos em freezer -80° C e
centrifugada a 13.000 rpm por 20 minutos a 4° C. O sobrenadante foi removido e o
pellet de DNA foi lavado com 800 uL de etanol 80%. Apos isso, o DNA foi seco e

ressuspenso em 10 pL de agua estéril.

2.6 Preparo de células eletrocompetentes

As células de Escherichia coli (Cepa XL1-Blue) foram preparadas de acordo

com o seguinte protocolo: 10 mL de uma cultura saturada foi inoculada em 1 L de
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meio LB (com metade da concentracdo de sal) e crescida até alcancar uma O.D 0,7
(Densidade optica igual a 0,7) sob comprimento de onda de 600 nm com ajuda de
um espectrofotbmetro. As células foram coletadas por centrifugacdo (4000 rpm por
20 minutos a 4° C) e ressuspensas duas vezes em agua estéril gelada (1L e 500
mL). Em seguida, foram ressuspensas em 20 mL de glicerol 10%, centrifugadas
(sempre nas mesmas condi¢cdes) e ressuspensas novamente em 2 mL de glicerol

10%, separadas em aliquotas de 40 pL e estocadas em freezer -80° C.

2.7 Eletroporagéo

Para a etapa de transformacao, foram adicionados 1 pL da reacdo de ligagao
e 40uL de células para eletroporacao E. coli (cepa XL1 Blue) em uma cuveta de
eletroporagéo previamente resfriada no gelo. O eletroporador Gene Pulser (Biorad)
foi ajustado as seguintes condi¢bes: capacitancia: 25 YFD; resisténcia: 200 Q;
voltagem: 1,80 KV. Imediatamente apods a eletroporacao, adicionou-se 1 mL de meio
LB na cuveta, transferindo cuidadosamente todo o preparado para um novo tubo e
incubando-o a 37° C durante 1 hora. Um total de 100 pyL de células resultantes da
transformacéo foram plagueadas em cada Placa de Petri contendo 20 mL de meio
LB-agar suplementado com 100 pg/mL do antibiético ampicilina, 10 uL de IPTG
(20%) e 40 pL de X-Gal (20 mg/mL). A incubacao foi realizada durante 16 horas a
37° C.

2.8 Selecéo de transformantes e cultura permanente

As colbnias recombinantes (brancas) foram replicadas para uma placa estéril
contendo 96 pocos. Cada nova placa continha 96 coldnias brancas, dispostas em 12
colunas (numeradas de 01 a 12) por oito fileiras (classificadas de A a H). Cada clone
advindo da técnica de nebulizagdo, contido nas placas recebeu a nomenclatura
respeitando alguns critérios, como por exemplo: AD25F09-PA-A01.RM — onde
respectivamente AD25F09 = clone BAC de Arachis duranensis placa 25 posi¢cao
FO9; PA = Placa A; A0l = posi¢ao do subclone na placa; RM = Primer Reverso M13.

Para as analises com enzimas de restricdo, onde foram utilizados tubos, a
nomenclatura respeitou 0s seguintes critérios, como por exemplo: AD25F09-HIII-
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46.RM — onde o que difere € a identificacdo da enzima de restricao utilizada, como
por exemplo Hindlll — HIIl e o nUmero da amostra no tubo 46.

Em cada poco da placa estéril de 96 pogos, foram adicionados 1,5 mL de
meio LB contendo 1,5 pL do antibiético ampicilina (100 mg/mL). As col6nias foram
inoculadas e os blocos foram selados com adesivo. Um pequeno orificio foi feito
sobre cada poco para permitir a aeracdo. As placas foram incubadas a 37° C a 220
rpm, durante 16 horas.

Em outra placa de 96 pocos destinada a conter a cultura permanente, foram
adicionados 100 pL de glicerol 50% e 100 pL cultura de bactérias, para

posteriormente serem congeladas em freezer -80° C.

2.9  Minipreparacao de plasmideos em tubos

Para extracdo de DNA plasmidial utilizou-se o protocolo de lise alcalina (Ahn
et al, 2000) com algumas modificacbes. As células foram coletadas por
centrifugacdo a 13.000 rpm por 1 minuto. O sobrenadante foi descartado e o pellet
foi ressuspenso em 200 pL de tampéo (Tris-HCI 50 mM pH 8; EDTA 10 mM; 20 pg
de RNAse). Adicionaram-se 200 pL de tampéo de lise (NaOH 200 mM; SDS 1%). A
solugcdo foi homogeneizada a temperatura ambiente e acrescida de 240 pL de
tampdo de neutralizacdo (acetato de potassio a 3 M, pH 5,5). A solucédo foi
homogeneizada novamente por 3 minutos a temperatura ambiente e centrifugada a
13.000 rpm por 1 minuto. O sobrenadante foi transferido para novo tubo,
adicionando-se 200 pL de isopropanol e homogeneizando por 1 minuto a
temperatura ambiente. A solugédo foi centrifugada a 13.000 rpm por 1 minuto e o
sobrenadante descartado. O pellet foi lavado com 500 pL de etanol 70% gelado e

posteriormente seco e ressuspenso em 50 pL de dgua Milli-Q estéril.

2.10 Minipreparacao de plasmideos em microplacas

O protocolo utilizado foi o de lise alcalina (Sambrook & Russel, 2001) com
algumas modificagdes: Os blocos contendo as culturas foram centrifugados a 4.000
rpm por 6 minutos. O sobrenadante foi descartado e os blocos mantidos invertidos
sobre papel absorvente. A cada poc¢o foi adicionado 240 pL de solugdo GET
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(Glucose 50 mM; EDTA 10 mM; Tris-HCI 25 mM pH 8) e posteriormente foram
homogeneizados até a completa suspensdo das células. Em seguida os blocos
foram centrifugados novamente, descartando-se o0 sobrenadante e adicionando
novamente 80 pL da solugdo GET. Os blocos foram homogeneizados e 60 pL das
células foram transferidas para um microplaca com fundo arredondado contendo 2,5
pL de RNAse (20 mg/mL) e lisadas com 60 pL de solugéo de lise (NaOH 200 mM;
SDS 1%). As placas foram seladas, a solugdo homogeneizada por inverséo e
incubadas por 7 minutos a temperatura ambiente. As placas foram centrifugadas por
alguns segundos (4.000 rpm). Em seguida foram adicionados 60 pL de acetato de
potassio 3 M, pH 5,2. As placas foram seladas, homogeneizadas por inversao e
incubadas por 7 minutos a temperatura ambiente. As placas foram centrifugadas
novamente por 6 minutos a 4.000 rpm e incubadas, sem o adesivo, em estufa a 90°
C por 30 minutos. Apos esse periodo, as placas foram incubadas em gelo por 10
minutos e centrifugadas a 4.000 rpm por 4 minutos. O sobrenadante foi filtrado em
uma placa Milipore (MAGV N22) fixada, com fita adesiva, no topo de uma nova
microplaca de polipropileno de fundo em V com pocos de 250 pL. O conjunto foi
centrifugado a 4.000 rpm por 5,5 minutos. A precipitacdo do DNA foi realizada
adicionando-se 90 pL de isopropanol ao filtrado. A placa foi homogeneizada por
inversdo e centrifugada por 45 minutos a 4.000 rpm. O sobrenadante foi descartado
e o precipitado foi lavado com 200 pL de etanol 70% gelado. O pellet foi seco a
temperatura ambiente por 60 minutos e foi ressuspenso em 30 pyL de agua Milli-Q

estéril. As placas foram armazenadas a 20° C.

2.11 Sequenciamento

As reagdes foram realizadas utilizando o Kit de sequenciamento BigDye
Terminator cycle Sequencing (Applied Biosystems, CA, USA) em um sequenciador
automatico ABI377 (Applied Biosystems), seguindo as concentracdes para
amplificacdo de DNA plasmidial: 1,5 pL de primer (2 puM) complementares a
sequéncia do vetor (T7 e T3/ M13F e M13R); 2 uL de DNA (aproximadamente 200
ng/ pL); e 2 pyL de premix em 10 pL de reacgao final por amostra. As amplificacdes
foram feitas utilizando um termociclador nas seguintes condi¢des: 30 ciclos com uma
etapa de desnaturagdo (96° C por 20 segundos); anelamento (50° C por 15
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segundos) e de extenséo (60° C por 60 segundos). Os produtos das amplificagdes

foram purificados seguindo o protocolo do Kit utilizado.

2.12 Analise dos dados de sequenciamento

As sequéncias foram processadas utilizando-se o programa Staden Package
(Staden et al, 2003). A interface pregap4 permitiu o tratamento inicial das
sequéncias, removendo as sequéncias dos vetores através da ferramenta
Cross_match e analisando a qualidade de cada base nucleotidica através de
PHRED (Ewing et al., 1998). Utilizando a ferramenta Cap3 (Huang & Madan, 1999)
dentro da interface do Staden, foi possivel realizar a compilagao, retificacdo, leitura e
adicdo de sequéncias.

Para a identificacdo das ORFs, ou provaveis regides codificadoras, utilizou-se
o sistema de anotacao automéatica do arroz, o RiceGAAS (Rice Genome Automated
Annotation System - http://ricegaas.dna.affrc.go.jp/), (Sakata et al., 2002), o qual é
composto por programas de predicdo e analises de cdédigos de proteinas e
estruturas de genes.

As sequéncia obtidas através da subclonagem do BAC AD25F09 foram
comparadas com o banco de dados GeneBank, utilizando o programa BLAST (Basic
Local Alignment and Search Tool) (Altschul et al., 1997). Sequéncias GSS (Genome
Survey Sequence) do género Arachis depositadas no Banco de Dados do NCBI
(National Center for Biotechnology Information - (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) que
contém leituras aleatérias de fragmentos genémicos, também foram utilizadas para a
comparacao. Outra estratégia utilizada baseou-se na comparacao dessas
sequéncias com ESTs de Arachis, podendo indicar genes putativos nas sequéncias

andnimas.
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3. RESULTADOS

3.1 Confirmacao da presenca do RGA

Através da técnica de hibridizacdo por Southern blotting, foi possivel confirmar
a presenca do RGA no BAC. A digestdo do BAC AD25F09 com a enzima de
restricdo Hindlll revelou uma banda de aproximadamente 4 Kb quando hibridizada
com uma sonda feita a partir do RGA S1_A 36. O padrdo de bandas identificando
esta homologia é mostrado na Figura 5.

M BAC AD25F09

4.000 pb

Figura 5: Marcador 1 Kb plus (A). Digestdo do BAC AD25F09 com a enzima de restri¢ao Hindlll
(B). Southern Blotting realizado com o BAC AD25F09 digerido e hibridizado com uma sonda
construida a partir de um produto de PCR referente ao RGA S1_A 36 (C). Imagens sobrepostas

(D).
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3.2 Estratégias de subclonagem

A digestdo do BAC AD25F09 com os trés conjuntos enzimas de restricdo
produziu diferentes perfis, como esperado, em virtude dos diferentes sitios de
restricdo de cada enzima. A Figura 5B exemplifica um perfil de restricdo realizado
com a enzima Hindlll.

O BAC AD25F09 digerido com a enzima de restricdo Hindlll e ligado em vetor
pBS também linearizado com a mesma enzima, gerou um total de 305 colbnias
recombinantes (em um total de 412). ApGs a extracdo de DNA plasmidial, foram
obtidas 352 sequéncias (sequenciamento da maioria dos clones em apenas um
sentido).

Quando o BAC foi digerido com a enzima de restricdo Sau3Al e o vetor com a
enzima BamH]I, foram obtidas 60 col6nias e um total de 100 sequéncias (20 clones
sequenciados em um sentido e 40 em ambos).

Na digestdo onde se utilizou a enzima BamHI para digerir tanto o BAC quanto
o vetor, foram obtidas 66 colénias. Os plasmideos recombinantes obtidos nessa
estratégia foram sequenciados em uma so dire¢do, produzindo 66 sequéncias.

Um melhor resultado foi observado, quando a subclonagem foi realizada
utilizando a mesma enzima de restricdo tanto para o BAC quanto para o vetor. O
perfil observado quando o BAC foi digerido com a enzima Hindlll foi de fragmentos
de varios tamanhos, enquanto que com a enzima BamHI, os fragmentos gerados
foram em sua maioria grandes, sendo a ligacdo destes em vetor, mais dificil. Os
fragmentos gerados com a enzima Sau3Al foram, em contrapartida, muito pequenos
e a ligacdo realizada em vetor linearizado com BamHI, mesmo estas sendo
compativeis, também néo proporcionou uma quantidade satisfatéria de coldnias.

Este tipo de subclonagem gerou 431 colbnias referentes aos trés métodos de
digestdo e um total de 518 sequéncias. Apesar da baixa quantidade de clones
obtidos, foi de extrema importancia a fragmentacao do BAC com diferentes enzimas
de restricdo, pois a sobreposi¢do de sequéncias ajudou na montagem deste. Neste
experimento, a extracdo do DNA plasmidial foi realizada através de duas formas: em
tubos individuais e em microplacas de 96 pogos. As duas estratégias foram

satisfatorias, onde o método de extracdo individual proporcionou uma maior
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quantidade de DNA, porém o método de extracdo em placa foi preferencialmente
utilizado, em virtude da rapidez e uma maior homogeneidade entre amostras.

A fragmentacdo do BAC através da técnica de nebulizacdo gerou fragmentos
de tamanhos entre 400 pb e 4.000 pb de acordo com a Figura 6. Os fragmentos
subclonados em plasmideo deram origem a 1.536 coldnias recombinantes (de um
total de 1.854) distribuidas em 15 placas de 96 pocos (sete placas foram
sequenciadas em apenas um sentido e dez foram sequenciadas em ambos 0s
sentidos) gerando 2.592 sequéncias. O numero de colbnias foi cinco vezes maior do
que o obtido pela técnica a qual foram utilizadas enzimas de restricao (Tabela 1).
Esta metodologia (nebulizagdo) diferenciou-se da anterior, por ndo haver ligacao
entre extremidades compativeis, e sim pela ligacdo entre fragmentos com terminais
nao-coesivos. Neste experimento, utilizou-se apenas o método de extragdo

plasmidial de placas de 96 pocos.

BAC AD25F09

Figura 6: Gel de agarose 1% corado com brometo de etideo, contendo o marcador molecular
1Kb plus (Invitrogen) e o BAC AD25F09 ap6s a nebulizagao.

Tabela 1: Niomero de colbnias recombinantes e sequéncias obtidas através das diferentes
estratégias de subclonagem.

Subclonagem do BAC AD25F09

Estratégia 1: Enzimas de restricdo N° de colénias N° de sequéncias

BAC — Hindlll / Vetor — HindllI 305 352

BAC — Sau3Al / Vetor — BamHI 60 100

BAC — BamHI /Vetor — BamHI 66 66

Estratégia 2: Nebulizacdo 1.536 2.592
TOTAL 1.967 3.110
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3.3 Confirmacéo da presenca do inserto no vetor

Apds a minipreparacdo de plasmideos provenientes das duas estratégias de
subclonagem, a confirmacado da presenca dos insertos no vetor foi realizada através
de analise por enzimas de restricdo, liberando o inserto do vetor, como
exemplificado na Figura 7.

Apenas as amostras que comprovadamente apresentaram insertos foram

enviadas para o sequenciamento de DNA.

. Vetor
pPCR 4Blunt-TOPO

Figura 7: Gel de agarose 1% corado com brometo de etideo referente a minipreparacao de
plasmideos do BAC AD25F09 no vetor de clonagem pCR 4Blunt-TOPO (3.957 pb) (Invitrogen).
O marcador molecular utilizado foi o 1Kb plus (Invitrogen)

3.4 Andlise dos dados de sequenciamento

Ao reunir as duas metodologias de fragmentacéo do BAC, obteve-se um total
de 3.110 sequéncias, que foram submetidas a analises pelo Programa Staden
Package (Figura 8). Destas, 2.642 puderam ser analisadas pelo programa e 468
foram descartadas, principalmente, em virtude da ma qualidade do sequenciamento.
Um total de 1.108.565 bases foi agrupado pelo Programa, gerando 505 contigs de
tamanhos variados. O BAC subclonado possuia um inserto de 110.000 pb e o
seguenciamento proporcionou uma cobertura de 10 vezes o tamanho do inserto do
BAC.

A soma dos nucleotideos de todos os contigs foi 203.694 pb, ou seja, um
valor aproximado do dobro do tamanho do inserto. Apenas 0s oito contigs de
tamanhos mais expressivos, com valores mostrados na Tabela 2, somados, geraram
102.256 pb, um valor considerado préoximo ao tamanho do inserto do BAC (Figura

9).
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Tabela 2: Composicao dos oito contigs selecionados da subclonagem do BAC AD25F09.

Nome do Contig

Tamanho (pb)

N° de sequéncias agrupadas

Contig 1
Contig 2
Contig 3
Contig 4
Contig 5
Contig 6
Contig 7
Contig 8

AD25F09-PO-F10.FM (#2274)
AD25F09-HIlI-P2F03.FM (#832)
AD25F09-PC-F09.RM (#24)
AD25F09-PH-B11.RM (#1615)
AD25F09-HI1I-P2G03.RM (#902)
AD25F09-PL-B03.FM (#995)
AD25F09-PN-C10.RM (#2373)
AD25F09-PG-G04.RM (#887)

27.567
21.664
12.723
11.838
9.709
9.467
5.789
3.499

499
420
266
268
207
211
97
58

TOTAL

102.256

2026
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Figura 8: Janela da Interface GAP (Staden Package) mostrando um editor de contig. A Figura
exemplifica a formacdo de uma sequéncia consenso a partir das sequéncias obtidas através
das duas metodologias de subclonagem. O circulo grande mostra sequéncias advindas de
placas confeccionadas pela fragmentacdo do BAC através de nebulizacéo e o circulo pequeno
mostra uma sequéncia advinda da fragmentacédo do BAC pela enzima de restricdo Sau3Al.

Contig Selector o |
File View Results Help
8 Contigs de maior tamanho (Contigs
contendo de 58 a 499 sequéncias)
lﬁipb

+50% %\&T
| |
I I L

_

Contig: ADZ5FO3.PH.DO% FM (+4189) Length: 556 Num readings: 1

Y

497 Contigs de menor tamanho (Contigs
contendo de 1 a 20 sequéncias)

505 Contigs
203.694 pb

Figura 9: Janela da Interface GAP (Staden Package) mostrando todos os contigs produzidos a
partir da subclonagem do BAC AD25F09. Em marrom, a escala de formacédo dos 505 contigs,
do maior até o menor. Em verde, os contigs selecionados para anotacdo. Em vermelhos, os

contigs nao analisados em virtude do pequeno tamanho.
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Os oito contigs de maior tamanho foram submetidos a andlise através do
Programa RiceGAAS, um sistema de anotacdo automatizada do genoma do arroz,
do qual integra programas para predicdo e andlise de estrutura dos genes e
codificacdo das proteinas, como AutoPredgeneset, Blast, RepeatMasker, Genscan,
RiceHMM, dentre outros. A andlise gerou oito gréaficos, que foram adaptados neste
trabalho, somando-se varias outras informagdes, como o conteddo A/T das
sequéncias, identificacdo de marcadores SSR e sequéncias repetitivas. Para a
identificacao de genes putativos, também foram acopladas estratégias baseadas na
comparagdo das sequéncias dos contigs gerados com bancos de dados do
GenBank (NCBI), como de GSS do género Arachis (Taxid.: 3817), que contém
leituras aleatorias de fragmentos gendmicos, além de comparagcées com bancos de
ESTs.

Para os Graficos referentes a cada contig (Graficos 2 — 9), a linha preta
representa a sequéncia de DNA do BAC com numeros indicando a posi¢cdo das
bases a cada intervalo especifico, dependendo do tamanho de cada sequéncia. As
setas verdes representam as regides codificadoras preditas automaticamente pelo
Programa AutoPredgeneset (RiceGAAS). Nestas regides codificantes representadas
pelas setas verdes, também foi possivel realizar a comparagdo com sequéncias de
nucleotideos depositadas no GenBank, (blastn) ou proteinas (blastp), identificando
similaridades e dominios conservados. As setas azuis correspondem ao resultado
da analise através do Genescan utilizando-se a matriz padrdo de Arabidopsis
thaliana, arroz e monocotiledéneas. As setas vermelhas representam as regides que
apresentaram similaridade com proteinas depositadas no GenBank através do
blastx.

A predicdo da funcdo, para ser consistente, foi primeiramente baseada na
grande similaridade da ORF com a proteina presente no banco de dados (também
foi levado em conta o tamanho da sequéncia). Tal fato pode ser observado pelo
namero correspondente ao E-value, onde quanto menor foi esse valor, maior foi a
probabilidade de similaridade real entre as sequéncias comparadas (uma vez que tal
valor corresponde a probabilidade do alinhamento ter ocorrido ao acaso).

Como as anotacdes foram baseadas somente na sequéncia, ou seja, nao
foram realizados experimentos bioquimicos, a atribuicdo da funcdo foi sempre
hipotética (Putative) para cada ORF.
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Casos existiram em que uma ORF, apesar de inicialmente ser considerada
(computacionalmente) como sendo uma determinada proteina, ndo foi assim
descrita e anotada, principalmente em vista das evidéncias e consideracdes
realizadas, como a baixa similaridade com as proteinas dos bancos de dados, além
de uma baixa porcentagem de cobertura e E-value. Dessa forma a proteina foi

caracterizada como hipotética (exemplo: Gréafico 2 — ORF 1).

3.4.1 Contig 1 (AD25F09-PO-F10.FM)

O maior dos contigs gerados na subclonagem do BAC AD15F09, denominado
Contig 1, possui 27.567 bases, resultante da juncdo de 499 sequéncias. A
composicao nucleotidica da sequéncia, ou seja, a freqiéncia de bases é: A
(32,69%), C (17,02%), G (18,24%) e T (32,06%).

De acordo com o Grafico 2 e a Tabela 3, a andlise preliminar do contetddo
biolégico das sequéncias geradas através do sistema de anotagdo automatica do
arroz (RiceGAAS) identificou quatro regides codificadoras de proteinas, sendo todas
elas localizadas na fita senso. Destas quatro regides, uma, a ORF 1, possui 2.980
pb sendo composta por 3 éxons e 2 introns, foi identificada como proteina hipotética.

A ORF 2 possui 4.048 pb e é composta por 6 éxons e 4 introns. A predicdo da
funcdo dessa regido foi para uma poliproteina de cépia, ou seja, uma proteina
essencial relacionada a elementos retrotransponiveis. Dominios conservados como
a transcriptase reversa e a RNAse H foram identificados, evidenciando a
identificacdo de um retrotransposon LTR da familia Tyl-Copia, principalmente em
virtude da organiza¢éo dos dominios encontrados.

A ORF 3 possui 7.921 pb, sendo composta por 10 éxons e 8 introns. A ORF
4 possui 4.351 pb, com 5 éxons intercaladas por 4 introns. Essas ORFs (3 e 4),
correspondem as regifes que codificam proteinas relacionadas a resisténcia. Alguns
dominios conservados foram encontrados em ambas as regides como, por exemplo,
os dominios TIR, NB-ARC e LRR. Setas demonstrando sequéncias repetitivas foram
desenhadas de acordo com analises feitas no Programa Staden Package. Elas
mostram regides que se repetem em tandem, situadas aonde foram encontrados 0s
dominios TIR, NBS e LRR nos dois contigs, reforcando a idéia de que os genes de
resisténcia podem estar ocorrendo com familias em tandem.
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As matrizes de Arabidopsis e monocotiledoneas (Programa Genscan) e arroz
(RiceHMM) identificaram éxons bastantes similares a todas as regifes
correspondentes as ORFs.

Em andlises realizadas a partir de comparagées com o banco de dados GSS
do NCBI, um total de 111 hits (E-value < e™**") com o género Arachis foi encontrado.
Destes, 81 situavam-se no inicio da sequéncia, em um local onde nao havia indicios
para predicdo de genes. Nove hits praticamente cobriram a segunda regido
codificadora de proteina predita para este contig. Trés hits situavam-se distribuidos
pelo resto da sequéncia, principalmente nas regides correspondentes as ORFs 3 e
4.

Um total de 18 hits (E-value < 4e**) com ESTs do género Arachis foram
encontrados na sequéncia. Sete deles encontravam-se no inicio, em um local onde
ndo havia indicios para predicdo de genes, assim como a maioria dos hits com
sequéncias GSS. Todos os 11 hits restantes situavam-se em regides codificadoras

de proteinas.

3.4.2 Contig 2 (AD25F09-HIII-P2F03.FM)

O segundo maior contig gerado na subclonagem do BAC AD25F09,
denominado Contig 2, possui 21.664 bases, resultante da juncédo de 420 sequéncias.
A composi¢ao nucleotidica da sequéncia é: A (31,31%), C (18,51%), G (17,15%) e T
(33,02%).

A analise preliminar do contetdo biol6gico das sequéncias geradas através
do sistema de anotacdo automatica identificou cinco regibes codificadoras de
proteinas, sendo duas delas localizadas na fita senso e trés na fita antisenso
(Grafico 3 e Tabela 3). Destas cinco regides, trés foram identificadas como proteinas
hipotéticas (ORFs 1, 3 e 5).

A ORF 1 possui 779 pb compondo-se 2 éxons e 1 intron. A ORF 2, com 4.472
pb, possui 5 éxons e 3 introns e sua funcao foi predita como uma proteina ativadora
de elemento transponivel. A ORF 3 possui 1.319 pb, sendo composta de 3 éxons e 2
introns. Em relagcdo a ORF 4, com 3.664 pb e 3 éxons e 2 introns, houve a
identificacdo de uma putativa transcriptase reversa. A ORF 5 possui 731 pb sem

introns.
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As matrizes de Arabidopsis e monocotiledoneas (Programa Genscan) e arroz
(RiceHMM) identificaram éxons bastantes similares a todas as regifes
correspondentes as ORFs.

Em andlises realizadas a partir de comparagées com o banco de dados GSS
do NCBI, um total de 116 hits (E-value < 1E'*) com o género Arachis foi
encontrado. Todos eles situavam-se em locais onde foram preditas ORFs.

Um total de 14 hits (E-value < 6E%°) com ESTs do género Arachis foram
encontrados na sequéncia, sendo que a maioria encontrava-se em regides

codificadoras de proteinas.
3.4.3 Contig 3 (AD25F09-PC-F09.RM)

O terceiro maior contig gerado na subclonagem do BAC AD25F09,
denominado Contig 3, possui 12.723 bases, resultante da juncédo de 266 sequéncias.
A composic¢do nucleotidica é: A (34,50%), C (15,71%), G (14,73%) e T (35,05%).

A analise preliminar do contetdo biolégico das sequéncias geradas através
do sistema de anotacdo automatica identificou trés regides codificadoras de
proteinas, sendo duas localizadas na fita senso e uma na fita antisenso (Gréfico 4 e
Tabela 3). Destas regides, duas delas (ORFs 2 e 3) foram identificadas como
proteinas hipotéticas.

A ORF 1 possui 5.185 pb compondo-se 4 éxons e 3 intron. A predicdo da
funcdo corresponde a uma regido que codifica uma proteina relacionada a
resisténcia. Alguns dominios conservados foram encontrados como, por exemplo, 0s
dominios TIR, NB-ARC e LRR. As matrizes de Arabidopsis e monocotiledéneas
(Programa Genscan) e arroz (RiceHMM) identificaram éxons bastantes similares a
regido correspondente a ORF 1. A ORF 2, com 187 pb, ndo possui introns. A ORF 3
possui 571 pb contendo dois éxons e um intron.

Em andlises realizadas a partir de comparac¢des com o banco de dados GSS
do NCBI, um total de quatro hits (E-value < 7e®) com o género Arachis foi
encontrado. Apenas um hit localizava-se no meio da ORF 1, dois hits na ORF 2 e 0
guarto hit em uma regido nao-codificadora, entre as ORFs 2 e 3. Nenhum hit com

ESTs foi identificado na sequéncia correspondente a esse agrupamento.
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3.4.4 Contig 4 (AD25F09-PH-B11.RM)

O quarto maior contig gerado na subclonagem do BAC AD25F09,
denominado Contig 4, possui 11.838 bases, resultante da juncédo de 268 sequéncias.
A composigao nucleotidica da sequéncia é: A (32,39%), C (14,23%), G (17,37%) e T
(36,02%).

A analise preliminar do contetdo biolégico das sequéncias geradas através
do sistema de anotacao automatica identificou uma regido codificadora de proteina
localizada na fita senso (Gréfico 5 e Tabela 3). Esta possui 6.907 pb compondo-se 8
éxons e 7 introns. De acordo com analises esta regido codifica uma proteina
relacionada a resisténcia. Alguns dominios conservados foram encontrados nestas
regides como, por exemplo, os dominios TIR, NB-ARC e LRR.

As matrizes de Arabidopsis e monocotileddneas (Programa Genscan) e arroz
(RiceHMM) identificaram éxons bastantes similares a regido correspondente as
ORFs.

Em andlises realizadas a partir de comparagdes com o banco de dados GSS
do NCBI, apenas um hit (E-value = 0.0) com o género Arachis foi encontrado. Este
estava localizado numa das extremidades da ORF. Trés hits com ESTs (E-value <
3e™’) do género Arachis foram identificados, sendo que dois deles encontravam-se
no meio da ORF e um no final dela, exatamente no mesmo local onde foi identificado

um dos hits com sequiéncias GSS.

3.4.5 Contig 5 (AD25F09-HIII-P2G03.RM)

O quinto maior contig gerado na subclonagem do BAC AD25F09, denominado
Contig 5, possui 9.709 bases, resultante da juncdo de 207 sequéncias. A
composicao nucleotidica da sequéncia é: A (33,08%), C (16,36%), G (16,64%) e T
(33,92%).

A analise preliminar do contetdo biolégico das sequéncias geradas através
do sistema de anotacdo automatica identificou trés regides codificadoras de
proteinas, sendo duas na fita senso e uma na fita antisenso (Grafico 6 e Tabela 3).

Destas trés regides, uma foi identificada como proteina hipotética (ORF 1).
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A ORF 1 possui 2.449 pb, compondo-se por 2 éxons e 1 intron. A ORF 2, com
887 pb sem introns foi identificada como uma putativa proteina ligante de DNA. A
ORF 3 possui 485 pb sem introns e de acordo com analises, esta regido
corresponde a uma proteina relacionada a resisténcia. Um dominio conservado foi
encontrado nesta regiao, sendo ele o dominio TIR. Setas representando sequéncias
repetitivas demonstram regides relacionadas, porém ndo codificantes, sendo estas
situadas em regides anteriores as ORFs.

As matrizes de Arabidopsis e monocotileddneas (Programa Genscan) e arroz
(RiceHMM) identificaram éxons bastantes similares a regido correspondente as
ORFs.

Em andlises realizadas a partir de comparac¢des com o banco de dados GSS,

dois hits (E-value < 2e™***

) com o0 género Arachis foram encontrados em regides
codificadoras. Treze hits com ESTs (E-value < 1) do género Arachis foram

identificados, sendo que sete deles encontravam-se em regides codificadoras.
3.4.6 Contig 6 (AD25F09-PL-B03.FM)

O sexto maior contig gerado na subclonagem do BAC AD25F09, denominado
Contig 6, possui 9.467 bases, resultante da juncdo de 211 sequéncias. A
composicao nucleotidica da sequéncia é: A (33,24%), C (17,06%), G (19,87%) e T
(29,83%).

A analise preliminar do contetdo biolégico das sequéncias geradas através
do sistema de anotacdo automatica identificou duas regides codificadoras de
proteinas localizadas na fita senso (Grafico 7 e Tabela 3). Destas duas regides, uma
foi identificada como proteina hipotética (ORF 1).

A ORF 1 possui 824 pb sem introns. A ORF 2, com 4.397 pb, possui 5 éxons
e 4 introns e sua funcédo foi predita como uma putativa poliproteina pol, encontrada
em retrotransposons. Em outra analise realizada através do Blastx, essa mesma
regido, além de outra anterior a ORF 1 foram bastante similares a proteina
Integrase, também pertencente a classe dos retrotransposons LTR.

As matrizes de Arabidopsis e monocotileddneas (Programa Genscan) e arroz

(RiceHMM) identificaram éxons similares a regido correspondente as ORFs.
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Em andlises realizadas a partir de comparagées com o banco de dados GSS
do NCBI, 29 hits (E-value < 8e™?) com o género Arachis foi encontrado, onde 15
situavam-se na segunda regido codificadora e quatro na regido similar a uma
putativa proteina Integrase, de acordo com o Blastx. Um hit (E-value < 2e?®) com um

EST do género Arachis foi localizado na extremidade da ORF 2.

3.4.7 Contig 7 (AD25F09-PN-C10.RM)

O sétimo maior contig gerado na subclonagem do BAC AD25F09,
denominado Contig 7, possui 5.789 bases, resultante da juncdo de 97 sequéncias. A
composicao nucleotidica da sequéncia é: A (27,12%), C (18,48%), G (20,19%) e T
(34,20%).

A analise preliminar do contetdo biolégico das sequéncias geradas através
do sistema de anotacdo automatica identificou duas regides codificadoras de
proteinas, sendo uma na fita senso e uma na fita antisenso (Grafico 8 e Tabela 3).
Estas duas regides foram identificadas como proteinas hipotéticas, sendo que a
ORF 1 possui 1.334 pb, sem introns e a ORF 2 possui 1320 pb, compostas por 3
éxons e 2 introns.

As matrizes de Arabidopsis e monocotileddneas (Programa Genscan) e arroz
(RiceHMM) identificaram éxons bastante similares a regiao correspondente a ORF 1.
Em analises realizadas a partir de compara¢gdes com o banco de dados GSS do
NCBI, 102 hits (E-value < 7e™°) com o género Arachis foram encontrados. A
distribuicao destes hits cobriu praticamente toda sequéncia desde o inicio da ORF 1
até o final da ORF 2, indicando uma regido de alta repetitividade. Apenas um hit (E-
value < 1e™") com um EST do género Arachis, com aproximadamente 100 pb, foi

localizado em uma das extremidades da ORF 2.
3.4.8 Contig 8 (AD25F09-PG-G04.RM)
O oitavo maior contig gerado na subclonagem do BAC AD25F09, denominado

Contig 8, possui 3.499 bases, resultante da juncdo de 58 sequéncias. A composi¢ao
nucleotidica da sequéncia é: A (28,58%), C (17,06%), G (20,95%) e T (33,41%).
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A analise preliminar do contetdo biolégico das sequéncias geradas através
do sistema de anotacdo automatica ndo identificou regides codificadoras de
proteinas (Grafico 9 e Tabela 3), porém, analises realizadas comparando a
sequéncia com o banco de dados de proteinas nao-redundantes através do Blastx,
identificou uma regido de aproximadamente 1.700 pb com similaridade a uma
proteina de resisténcia da familia TIR-NBS-LRR de Medicago truncatula (E-value <
7€®). As matrizes de Arabidopsis e monocotiledéneas (Programa Genscan)
identificaram éxons bastantes similares a essa regido. A partir de compara¢ces com
o banco de dados de ESTs quatro hits (E-value < 6e®) com ESTs do género
Arachis foram identificados e o maior deles, com aproximadamente 500 pb,
localizava-se em uma das extremidades desta regido identificada como similar a
uma proteina de resisténcia. Comparando-se a sequéncia com o banco de dados de
sequéncias GSS do NCBI, 10 hits (E-value < 4e™) com o género Arachis foram
encontrados. A distribuicdo destes hits deu-se em regides n&o codificadoras.

A partir de analises feitas para os oito maiores contigs, um total de 20
possiveis regides codificadoras de proteinas foi identificado neste trabalho, como
pode ser observado no Grafico 1 e Tabela 3. A disposicdo destas possiveis regides

nos contigs pode ser visualizada na Figura 10.

5%

B Proteinas hipotéticas

M Proteinas relacionadas a
resisténcia

Proteinas relacionadas a
elementos transponiveis

W Qutras

Grafico 1 : Porcentagem de ORFs identificadas no BAC AD25F09.
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Figura 10: Disposicédo das possiveis regides codificadoras de proteinas nos contigs montados

a partir do BAC AD25F09.

Tabela 3: Lista de ORFs preditas para cada contig, através de analises feitas pelo Programa
RiceGAAS.
Contig 1 - AD25F09-PO-F10.FM
ORF 1 Cddigo(s) de Acesso E-value
Predicdo da Funcdo Hypothetical protein - -
Blastn AdH1157-CPY2-M16TF AdH1 Arachis duranensis F1285460 36-98
genomic clone
Blastp Hypothetical protein - -
ORF 2 Cédigo(s) de Acesso E-value
Predicgo da Funcéo Putative copia pol)_/proteln (Drosophila simulans) 4i[345511|pir||PC1232] 56.59
retrotransposon copia (fragments)
Blastn AHTlBSRGHOO3TM17TP AHT1BS-Rearray Arachis F1503053 0.0
hypogaea genomic clone
Putative copia-type pol polyprotein-like . ’ )
Blastp [Arabidopsis thaliana] gi|8777569|dbj|BAA97087.1| e-169
retrotransposon protein, putative, Tyl-copia
Blastx 1 subclass [Oryza sativa (japonica cultivar-group)] gi|78708224|gb|ABB47199.1| e-134
ORF 3 Cédigo(s) de Acesso E-value
Predicdo da Funcdo TMV resistance protein N 0i|46577339|sp|Q40392.1| e-123
Blastn Arachls hypogaea isolate PLTRP1H11 resistance AY747357 0.0
protein PLTR gene
Blastp TIR [Medicago truncatula] 0i|87162908|gb|ABD28703.1| 0.0
Blastx 2 TIR [Medicago truncatula] 0i|87162908|gb|ABD28703.1| 5e-52
Blastx 3 TIR [Medicago truncatula] 0i|87162908|gb|ABD28703.1| 6e-66
Blastx 4 TIR [Medicago truncatula] 0i|87162908|gb|ABD28703.1| le-57
ORF 4 Cédigo(s) de Acesso E-value
Predicdo da Funcdo TMV resistance protein N 0i|46577339|sp|Q40392.1| e-115
Blastn Arachis stenosperma clone S1_A_36 RGA AY157808 0.0
Blastp TIR [Medicago truncatula] 0i|87162908|gb|ABD28703.1| 0.0
Blastx 5 TIR [Medicago truncatula] 0i|87162908|gb|ABD28703.1| 2e-55
Blastx 6 TIR [Medicago truncatula] 0i|87162908|gb|ABD28703.1| 0.0
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Contig 2 - AD25F09-HIII-P2F03.FM

ORF 1 Cédigo(s) de Acesso E-value
Predicdo da Funcdo Hypothetical protein - -
Blastn AdH11§5-CPY2-J21TR AdH1 Arachis duranensis F1302164 26-63
genomic clone
Blastp No hit - -
Blastx 1 Hypothetical protein - -
Blastx 2 Hypothetical protein - -
Blastx 3 ACQ73433_4 transposase, putative [Arabidopsis 4il12321083|gb|AAG50652. 1| 26-99
thaliana]
ORF 2 Cédigo(s) de Acesso E-value
Predicio da Funcao AT family dimerisation domain containing protein 2756201 519b|ABA94812.1] 3e-92
[Oryza sativa (japonica cultivar-group)]
Blastn AdH11§3-CPY2-E12TF AdH1 Arachis duranensis F1304541 0.0
genomic clone
Blastp ACQ73433_4 transposase, putative [Arabidopsis 4i|12321083|gb|AAG50652. 1| 6119
thaliana]
Blastx 4 Hypothetical protein - -
Blastx 5 ACQ73433_4 transposase, putative [Arabidopsis 4il12321083|gb|AAG50652. 1| 4e-19
thaliana]
ORF 3 Cédigo(s) de Acesso E-value
Predicdo da Funcdo Hypothetical protein - -
Blastn 703_4_14168661_16654_43576_035 Arachis DX508553 1e-21
batizocoi genomic clone
Blastp No hit - -
ORF 4 Cédigo(s) de Acesso E-value
Putative RNA-directed DNA polymerase (Reverse
Predicio da Funcao ranscriptase); Zinc finger, CCHC-type; Peplidase a7, 65 19g0hjABD28293.1| 1e-04
asparic, tactive site; Retrotransposon gag protein
[Medicago truncatula]
Blastn AdH1029-CPY2-N23TF AdH1 Arachis duranensis Fi281874 e-159
genomic clone
Putative RNA-directed DNA polymerase (Reverse
Blastp transcriptase); zinc finger, CCHC-type; Peptidase . 471 65q05101ABD28703.1] 1e-04
asparic, tactive site; Retrotransposon gag protein
[Medicago truncatula]
Blastx 6 Putgtlve reverse  transcriptase  [Arabidopsis 4i[4263052|gb|AAD15321.1] 0.4
thaliana]
Blastx 7 Hypothencal protein Osl_04802 [Oryza sativa 4i[125528728|gb|EAY 76842.1| 0.003
Indica Group]
ORF 5 Cédigo(s) de Acesso E-value
Predicdo da Funcdo Hypothetical protein - -
Blastn AdHllSl-CPYZ-KlSTF AdH1 Arachis duranensis F1310420 0.0
genomic clone
Blastp Hypothencal protein Osl_04802 [Oryza sativa gi|125528728|gb|EAY 76842.1| 26-05
Indica Group]
Contig 3 - AD25F09-PC-F09.RM
ORF 1 Cédigo(s) de Acesso E-value
Predicdo da Fungcdo TMV resistance protein N 0i[46577339|sp|Q40392.1| e-139
Blastn AdH1168-CPY2-N15TR AdH1 Arachis duranensis F1312554 0.0

genomic clone
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Blastp TIR [Medicago truncatula] 0i|87162908|gb|ABD28703.1| 0.0
Blastx 1 TIR [Medicago truncatula] 0i|87162908|gb|ABD28703.1| e-104
ORF 2 Cédigo(s) de Acesso E-value
Predicdo da Funcdo Hypothetical protein - -
Blastp No hit - -
Blastx 2 TIR [Medicago truncatula] 0i|87162908|gb|ABD28703.1| le-47
ORF 3 Caédigo(s) de Acesso E-value
Predicdo da Funcdo Hypothetical protein - -
Blastn gg:olrfl)iZCGéﬁ)EZZ-GmTR AdH1 Arachis duranensis F1287593 0.001
Blastp Hypothetical protein - -
Blastx 3 TIR [Medicago truncatula] 0i|87162908|gb|ABD28703.1| 7e-12
Contig 4 - AD25F09-PH-B11.RM
ORF 1 Cdédigo(s) de Acesso E-value
Predicdo da Fungcdo TMV resistance protein N gil46577339|sp|Q40392.1| e-103
Blastn g\:;ce?:]s;;ig?zzftgacglsne S1_A 168 resistance (AY157809) e-151
Blastp TIR [Medicago truncatula] 0i|87162908|gb|ABD28703.1| e-158
Blastx 1 TIR [Medicago truncatula] 0i|87162908|gb|ABD28703.1| e-112
Blastx 2 TIR [Medicago truncatula] 0i|87162908|gb|ABD28703.1| 3e-47
Blastx 3 TIR [Medicago truncatula] 0i|87162908|gb|ABD28703.1| e-116
Contig 5 - AD25F09-HIII-P2G03.RM
ORF 1 Codigo(s) de Acesso E-value
Predicdo da Fungdo Hypothetical protein - -
C20L_79_G12_E002.g1 USDA-Tifton Peanut
Blastn Library C20L Arachis hypogaea cDNA clone C20L- ES756475 3e-21
079_G12 5, mRNA sequence
Blastp No hit - -
Blastx 1 W D40-like [Medicago truncatula] 0i|87162909|gb|ABD28704.1| 1le-07
Blastx 2 W D40-like [Medicago truncatula] 0i|87162909|gb|ABD28704.1| 1le-07
Blastx 3 WD40-like [Medicago truncatula] 0i|87162909|gb|ABD28704.1| 6e-13
Blastx 4 WD40-like [Medicago truncatula] 0i|87162909|gb|ABD28704.1| 6e-13
ORF 2 Coédigo(s) de Acesso E-value
Predicdo da Funcdo Putative DNA binding [Arabidopsis thaliana] 0i[15221318|ref|[NP_172083.1| 1le-09
Blastn No hit - -
Blastp Putative DNA binding [Arabidopsis thaliana] 0i[15221318|ref|[NP_172083.1| 1e-09
Blastx 5 Hypothetical protein - -
Blastx 6 Hypothetical protein - -
Blastx 7 Hypothetical protein - -
Blastx 8 Putative DNA binding [Arabidopsis thaliana] 0i[15240931|ref|NP_198666.1| 2e-04
ORF 3 Cédigo(s) de Acesso E-value
Predicdo da Fungcdo TMV resistance protein N 0i|46577339|sp|Q40392.1| 6e-34
SI_S017 S, cDNA forward subtractive library from
Blastn peanut leaves inoculated with Cercosporidium EL966749 6128

personatum Arachis hypogaea subsp. fastigiata
cDNA
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Blastp TIR [Medicago truncatula] 0i|87162908|gb|ABD28703.1| le-52
Blastx 9 Hypothetical protein - -
Blastx 10 W D40-like [Medicago truncatula] 0i|87162909|gb|ABD28704.1| 0.006
Blastx 11 Hypothetical protein - -
Blastx 12 TIR [Medicago truncatula] 0i|87162908|gb|ABD28703.1| 9e-51
Contig 6 - AD25F09-PL-B03.FM
ORF 1 Coédigo(s) de Acesso E-value
Predicdo da Funcdo Hypothetical protein - -
Blastn AdHll?l-CPYZ-ElSTR AdH1 Arachis duranensis F1311144 1e-77
genomic clone
Blastp Hypothetical protein [Vitis vinifera] 0i|147784422|emb|CAN74951.1| 4e-12
Blastx 1 Putative Integrase, Zinc Finger [Medicago gi[87240724|gb|ABD32582.1| 0.0
truncatula]
Blastx 2 Hypothetical protein [Vitis vinifera] 0i|147834092|emb|CAN64335.1| 4e-09
ORF 2 Cédigo(s) de Acesso E-value
Predicdo da Funcdo gag-pol polyprotein [Glycine max] 0i[29423279|gb|AAO73527.1| e-117
Blastn AdHllQl-CPYZ-KlOTF AdH1 Arachis duranensis F1305248 0.0
genomic clone
Putative Integrase, catalytic region; Zinc finger,
Blastp CCHC-type; Peptidase aspartic, catalytic [Medicago  gi|87240724|gb|ABD32582.1| e-143
truncatula]
Putative Integrase, catalytic region; Zinc finger,
Blastx 3 CCHC-type; Peptidase aspartic, catalytic [Medicago  gi|87240724|gb|ABD32582.1| e-156
truncatula]
Contig 7 - AD25F09-PN-C10.RM
ORF 1 Cédigo(s) de Acesso E-value
Predicdo da Funcdo Hypothetical protein - -
764_6_14176532_5489 43635 011 Arachis
Blastn batizocoi methylation unfiltered library (LibID764) DX510941 0.0
Arachis batizocoi genomic
Blastp Hypothetical protein - -
Blastx 1 Hypothetical protein - -
ORF 2 Cédigo(s) de Acesso E-value
Predicdo da Funcdo Hypothetical protein - -
643_2_14152159 16654 43223 092 Arachis
Blastn duranensis methylation filtered library (LibID643) DX511165 4e-36
Arachis duranensis genomic clone
Blastp No hit - -
Blastx 2 Hypothetical protein - -
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De acordo com andlises feitas a partir de comparacdes com sequéncias
depositadas no banco de dados (NCBI), foram identificados ao todo 54 hits com
ESTs do género Arachis e 51,8% destes estavam associados a regides codificantes
(Grafico 10). Em relacdo as comparagdes com sequéncia GSS, foram identificados
365 hits com fragmentos GSS do género Arachis, dos quais 70,4 % estavam

associadas a regides codificantes situadas nas sequéncias produzidas (Grafico 11).

26 (48,2%) |

M Hits com ESTs do género
Arachis relacionados a
ORFs

Hits com ESTs do género
Arachis relacionados a
outrasregioes

Grafico 10: Comparacao das sequéncias dos contigs gerados a partir da subclonagem do BAC
AD25F09, com bancos de dados de ESTs depositados no GenBank (NCBI).

M Hits com GSS do género
Arachis relacionados a
ORFs

W Hits com GSS do género
Arachis relacionados a
outras regioes

Grafico 11: Comparacao das sequéncias dos contigs gerados a partir da subclonagem do BAC
AD25F09, com bancos de dados de sequéncias GSS depositadas no GenBank (NCBI).
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4. DISCUSSAO

A identificacdo de analogos a genes de resisténcia (RGAS) no genoma de
plantas € bastante importante, pois estes séo fortes indicios da presenca de genes
ou grupos de genes de resisténcia. Até hoje, varios marcadores RGAs ligados a
genes de resisténcia ja foram identificados em diversas culturas como batata,
tomate, aveia, cenoura, macéa, alface e soja (Van der Linden et al., 2004; Calenge et
al., 2005; Syed et al., 2006; Hayes & Saghai-Maroof, 2000), enriquecendo mapas
genéticos e elucidando os processos envolvidos na defesa de plantas contra
diversas pragas.

Em Arachis, alguns RGAs foram identificados, a partir de primers construidos
para motivos conservados da regido NBS (Bertioli et al., 2003). Alguns desses RGAs
foram mapeados no mapa genético de referéncia (Leal-Bertioli et al., 2009). O RGA
S1 A 36 (isolado a partir do genoma AA de Arachis stenosperma) foi mapeado no
GL 4 estd co-localizado com um QTL para a resisténcia ao fungo foliar C.
personatum. O sequenciamento total de um clone BAC contendo este RGA pode
proporcionar uma ferramenta ideal para estudos envolvendo genes e elementos
repetidos contidos neste BAC. Para tal, a subclonagem, o sequenciamento, a
remontagem e a caracterizagdo da sequéncia do BAC AD25F09 foram realizadas
neste estudo.

Quanto as estratégias de subclonagem utilizadas, observou-se que, apesar
da fragmentacdo por enzimas de restricdo tipo Il gerar extremidades compativeis
durante a clivagem do DNA e do vetor, facilitando o anelamento das extremidades
coesivas complementares através da ligagdo com a enzima DNA Ligase, esta
produziu uma menor cobertura do BAC.

Trés conjuntos de enzimas foram utilizados para a geracdo de diferentes
perfis de fragmentacéo, no intuito de promover a montagem da sequéncia. Uma
importante consequéncia da especificidade das enzimas de restricdo escolhidas é
gue o numero de clivagens feitas por cada uma delas no BAC ¢é definido (em virtude
da frequéncia com que os sitios de corte ocorrem), portanto, cada enzima gerou
uma familia Unica e limitada de fragmentos.

Com a geracdo de 518 sequéncias, a montagem do BAC foi dificultada,

principalmente em virtude da redundéncia das sequéncias obtidas, clonagem
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preferencial dos fragmentos de menor tamanho e desenvolvimento de subclones
contendo sequéncias quiméricas. Consequentemente, apenas uma pequena
cobertura do BAC pbde ser representada por esta estratégia.

Alternativamente, optou-se pela utilizacdo de outra forma de fragmentagédo do
BAC, a nebulizacdo (método mecanico). Esta estratégia gerou fragmentos de
tamanhos aleatérios que puderam representar essencialmente todo o BAC. O perfil
de fragmentagcdo escolhido foi de 400 a 4000 pb. Perfis onde foram observados
fragmentos menores que 400 pb foram descartados, com o intuito de diminuir a
clonagem preferencial por fragmentos pequenos.

O método de fragmentacdo mecéanica utilizado difere do enzimatico,
principalmente por gerar fragmentos de DNA aos quais as extremidades precisam
ser reparadas, utilizando as enzimas T4 polimerase e fragmento Klenow. Apds o
tratamento dos fragmentos que tornou as extremidades abruptas, estes foram
ligados ao vetor pCR 4Blunt-TOPO, através da técnica proposta pelo TOPO®
Shotgun Subcloning Kit, que utiliza propriedades da topoisomerase (Shuman, 1994).

Este método de ligacdo, apesar de mais dificil quando comparado com o
enzimatico, foi mais eficiente, otimizando o tempo e produzindo cinco vezes mais
colénias do que o método que utilizou a restricdo enzimatica, gerando dessa forma
2.592 sequéncias.

Ao reunir as duas metodologias de fragmentacdo do BAC, obteve-se 3110
sequéncias que foram agrupadas em 505 contigs, na tentativa de remontar o BAC
inteiro. O grande numero de sequéncias obtidas através da subclonagem foi
bastante util para a andlise, pois uma grande parte do BAC p6de ser remontada
utilizando 102.256 pb (referentes aos oito maiores contigs), ou seja, metade do
namero de pares de base obtidos neste trabalho que foi de 203.694 pb.

Os oito maiores contigs com tamanhos variando entre 3 e 28 Kb foram
utilizados neste estudo para predicdo de possiveis genes encontrados no BAC.
Juntos, esses oito contigs formaram 102.256 pb, o que é aproximadamente o
tamanho real do inserto clonado no BAC, ou seja, 110.000 pb.

O sequenciamento do clone BAC, através da técnica de shotgun, apresentou
duas fases: a primeira correspondeu a obtencdo das sequéncias dos subclones e
posterior formacdo de contigs, a segunda, dirigiu-se a montagem da sequéncia,

onde foi necessario corrigir os varios tipos de anomalias que uma montagem pode
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apresentar (sequéncias contaminantes, sequéncias de vetores ndo removidas,
sequéncias quiméricas dentre outras). Além disso, as regides de baixa qualidade
foram identificadas e, quando necessario, a edi¢cao foi feita manualmente.

Os espacos ocasionais encontrados em virtude de alguns fragmentos de DNA
gue ndo conseguiram ser clonados serdo preenchidos através da técnica de Primer
Walking, onde se utiliza o final de uma sequéncia clonada para a confec¢do de um
primer para sequenciar fragmentos adjacentes que nao foram clonados. A
amplificacdo dessas regifes onde, hoje, localizam-se os espacos, juntamente com
0s 497 contigs construidos, sem duvida, auxiliara no fechamento total da sequéncia
do BAC AD25F09.

O processo de identificagdo dos frames de leitura na sequéncia de DNA,
seguido da identificacdo de possiveis funcdes desempenhadas pelos produtos
génicos, conhecido como processo de anotacdo génica, sdo fundamentais na
compreensdo inicial dos genes. A obtencdo desses dados é extremamente auxiliada
pelo uso de programas de computadores, porém a utilizacdo de critério por parte dos
pesquisadores, também é um fator importante no processo de anotacao.

Com auxilio do Programa de predicdo RiceGAAS, foram identificadas 20
ORFs distribuidas na sequéncia de oito contigs referentes a subclonagem e
sequenciamento do BAC AD25F09. Exatamente 50% dessas regides foram
identificadas como proteinas hipotéticas, 25% com proteinas relacionadas a
resisténcia, 20% com proteinas ralacionadas a elementos transponiveis e 5%
relacionadas a outros tipos de proteinas.

Algumas interfaces compiladas ao programa de predicdo Rice GAAS, como 0s
programas Genscan e RiceHMM, dentre outros, identificaram éxons em matrizes de
genomas ja sequenciados como o de Arabidopsis e arroz respectivamente,
bastantes similares a regides correspondentes as ORFs identificadas neste trabalho.
Além da identificacdo dessas regifes codificadoras de proteinas, outra andlise
adicional foi realizada, através da comparagcdo das sequéncias dos contigs com
bancos de dados de ESTs depositados no GenBank (NCBI). Este tipo de
comparacao também forneceu evidéncias na ocorréncia de regibes génicas, pelo
menos no que diz respeito a sua estrutura, pois as sequéncias produzidas através
de sequenciamentos de ESTs representam a expressdo de genes estagio-

especificos. Também foram utilizadas neste estudo sequéncias GSS, com o intuito
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de comparar as sequéncias produzidas com fragmentos aleatérios de DNA
gendémico depositadas em bancos de dados sob diversas formas, conseguindo,
dessa forma, capturar trechos de regides codificantes Unicas ou de baixa expressao.
Essas ferramentas sdo poderosas para estudos de mapeamento e para confirmacao
de anotacdo in silico de genomas.

De acordo com as analises para predicao de genes (Programa Predgeneset,
integrado ao programa de anotagdo automatizada RiceGAAS) realizadas neste
trabalho, foram encontradas cinco regides distribuidas pelos contigs, similares ao
gene N (GenBank ref. gi|46577339|; sp|Q40392.1|) (E-value < e*%) que codifica a
proteina N relacionada a resisténcia ao patdgeno viral TMV (Tobacco Mosaic Virus).

O produto do gene N interage com a replicase do TMV segundo o modelo
classico gene-a-gene descrito por Flor (1971) (Whitham et al., 1996). O gene N é
dominante e confere resposta de hipersensibilidade, conforme descrito por Holmes
(1938). Seguida da resposta de hipersensibilidade, ocorre & morte celular, que
aparentemente funciona como fator delimitante ao virus, evitando sua proliferacéo
além do sitio de infeccao (Erickson et al., 1999).

A sequéncia de aminoacidos correspondentes a proteina N codificada por
esse gene apresenta trés dominios: um dominio de ligacdo a nucleotideos (NBS),
um dominio com uma regido rica em leucina (LRR), que provavelmente relaciona-se
com a interacdo proteina-proteina, além do dominio amino-terminal (TIR), que
possui similaridade com a proteina Toll e com a interleucina-1, que séo relatadas
como participantes da interacdo proteina-proteina na via de transducao de sinais em
insetos e animais, respectivamente (Whitham et al., 1994; Dinesh-Kumar & Baker,
2000; Dinesh-Kumar et al., 2000).

Esses dominios, também foram observados na sequéncia do BAC a partir de
comparagdes com sequéncias depositadas no Banco de Dados do NCBI utilizando
as ferramentas Blastx e Blastp. Os resultados do Blastx mostraram alta similaridade
com uma proteina (TIR) de resisténcia de Medicago truncatula (GenBank ref.
gb|ABD28703.1|; @i|87162908|), espécie também pertencente a familia das
leguminosas. Andlises pelo Blastn e sequéncias GSS mostram, em contrapartida,
alta similaridade com fragmentos de DNA do género Arachis, aumentando a

confianga na montagem correta do BAC.
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Setas representando elementos repetitivos, encontrados com o auxilio do
Programa Staden Package, identificaram claramente duas ORFs ligadas a proteinas
de resisténcia no Contig 1 (Gréfico 2), identificando possiveis regides em tandem,
como a porcdo TIR, a porcdo NBS e a porcdo LRR, indicando que genes de
resisténcia podem estar na forma de clusters (agrupamentos). Outro exemplo
localizado no Contig 4 (Gréfico 5) identificou uma grande regido que se repetia no
inicio da ORF 1 e no final da sequéncia deste mesmo contig, em um local com alta
similaridade a uma proteina de resisténcia, indicando a presenca de dois genes
contendo sequéncias que podem ser dominios em tandem. O sequenciamento total
do BAC podera auxiliar na caracterizacdo completa desses analogos a genes de
resisténcia e suas relagbes. As demais setas identificando regides repetitivas nao
estavam relacionadas a regioes de resisténcia.

Elementos transponiveis foram encontrados em todos 0s organismos
estudados até o momento e sdo importantes constituintes do genoma vegetal. A
principal caracteristica dos elementos transponiveis € a capacidade de se moverem
dentro do genoma, inserindo-se em novos sitios préximos ou até mesmo dentro de
sequéncias génicas, 0 que pode causar mutagdes, alteracbes de estrutura e funcao
de genes, rearranjos cromossomicos, mudangcas na regulacdo génica, podendo
dessa forma servir como fonte de diversidade (Kumar & Bennetzen, 1999). Existem
duas classes principais de elementos transponiveis: (Classe |) os retrotransposons e
(Classe Il) os transposons. Um retrotransposon pode ser definido como um elemento
genético que se move no interior da célula via um intermediario de mRNA, seguida
de transcricao reversa e inser¢cdo da copia de cDNA em um novo sitio do genoma.
Transposons sdo sequéncia moveis que utilizam a enzima transposase para se
moverem de um local para outro no genoma.

Foram identificadas neste trabalho, quatro ORFs relacionadas a elementos de
transposicdo, sendo uma correspondente a um transposon e trés a
retrotransposons, todas elas com E-value < 10 e,

A partir de comparagbes com o banco de dados GenBank e predigcdo de
funcdo através do programa AutoPredgeneset, os retrotransposons identificados
pertenciam ao grupo LTR do tipo Tyl-Copia, distinto de outro grupo principalmente
em virtude da ordem dos genes. A identificacdo de sequéncias repetitivas

flanqueando a ORF (representadas por setas flanqueando a ORF 2 situada no
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Contig 1 — Gréfico 2) revela o fato destas possivelmente serem as por¢des LTR do
elemento, portanto um elemento inteiro pode ter sido caracterizado. Comparagdes
com ESTs revelam que estes podem estar transcricionalmente pouco ativos neste
BAC.

De acordo com os modelos de cromossomo vegetal propostos, a maior parte
do genoma é constituida por sequéncias repetitivas, sendo que os retrotransposons
LTR podem constituir cerca de 50% (Schmidt & Heslop-Harrison, 1998; Kumar &
Bennetzen, 1999), enquanto os genes perfazem cerca de 5% de todo o genoma, o
gue torna importante o estudo desses elementos na composi¢cao e funcéo de cada
organismo.

A existéncia de elementos transponiveis dentro de genes pode acarretar na
perda da funcdo génica. O BAC subclonado possui varios genes de resisténcia,
porém, intercalados por elementos transponiveis A co-localizacdo do RGA contido
no BAC com um QTL, revela o fato de que esses genes possivelmente podem estar
ativos.

Diversos trabalhos utilizando a técnica de fragmentacdo de genomas ou
vetores do tipo BAC visando o sequenciamento total de uma determinada regiéo,
tém auxiliado no conhecimento mais detalhado da estrutura e organizagdo genética
de diversos organismos. Além de uma analise mais detalhada, esses estudos visam
principalmente o desenvolvimento de marcadores, busca de RGAs, busca de SSR
derivados de ESTs através do sequenciamento das extremidades do BAC,
alinhamentos entre mapas genéticos e caracterizacao de sequéncias.

Pesquisas que visam a caracterizacdo de uma sequéncia especifica de
interesse, além do desenvolvimento de marcadores moleculares, tém tido grande
éxito quando combinadas estratégias de sequenciamento de extremidades de BACs
e sequenciamento do genoma através de shotgun (Van Wijk et al., 2007; Liu et al.,
2009). Essas estratégias, juntas, podem proporcionar, ainda, a anotacdo ou re-
anotacdo de mapas fisicos, como é o caso de um mapa desenvolvido para soja
(Glycine max) em um trabalho realizado recentemente por Saini et al. (2008).

Em Lourenco (2004) através da fragmentagdo randémica de DNA (shotgun),
um meétodo de sonicacdo (fragmentacdo mecéanica), obteve-se 0,5% do genoma de
Eucalyptus grandis (640 milhdes de pb) sequenciado. Neste trabalho foram

identificados 310 elementos repetitivos, 986 microssatélites, além da identificacéo de
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Varios genes putativos comparando-se com bancos de dados de ESTs e banco de
dados ndo-redundante de proteinas do NCBI. Outro exemplo foi um estudo feito por
Gentzbittel et al, (2002), um EST homodlogo a Helianthus annus L. (girassol)
(HaELP1) foi obtido a partir de sequéncias consenso para 0s genes AtELP de
Arabidopsis thaliana. Trés BACs positivos para uma hibridizacdo feita com uma
sonda construida com HaELP1 foram identificados. A subclonagem e
sequenciamento de um BAC demonstraram a presenca de dois diferentes locos
putativamente homologos aos genes que codificam proteinas transmembranicas
com EGF e dominios de integrina, além de auxiliarem estudos relacionados ao
mapeamento fisico do genoma de Girassol.

Hibridizac&o in situ com fluorescéncia (FISH) utilizando os BACs positivos
como sondas, permitiram a localizacdo cromossomal de insertos de DNA homélogos
a genes humanos em duas espécies caninas (Klukowska et al., 2004). A utilizacdo
de microssatélites associados a genes pode acelerar a identificacdo de genes
candidatos para caracteristicas fenotipicas e estudos de ligacdo (Klukowska et al.,
2004).

Para o melhoramento genético, a utilizacdo de genes oriundos de espécies
selvagens nem sempre é acompanhada de ganhos agronémicos, uma vez que a
introducdo de genes utilizando hibridizagbes e repetidos retrocruzamentos pode
ocasionar o arraste génico, ou seja, varios genes para caracteristicas indesejaveis
poderiam ser incorporados em conjunto com o0s genes de interesse. Porém, em um
estudo de melhoramento, realizado com sucesso por Holmes (1938), relatou-se que
a resisténcia de Nicotiana glutinosa ao TMV era controlada pelo gene N. A
resisténcia ao TMV foi incorporada a N. tabacum L. utilizando-se a hibridizacao
interespecifica entre N. glutinosa (n = 24) e N. tabacum (n = 48) pela espécie
anfidiploide Nicotiana digluta e repetidos retrocruzamentos, originando a cultivares
Samsoun (Holmes, 1938; Marathe et al., 2002).

Em relacdo a incorporacdo de genes de interesse baseada na transformacéao
genética, até hoje, poucos estudos foram realizados com o amendoim. Em 2001,
Rohini & Sankara transformaram o amendoim com o gene para quitinase de tabaco.
Genes para quitinase de arroz e glucanase de alfafa também foram incorporados em
amendoim (Chenault et al. 2005), assim como o0 gene para oxidase oxalato de
cevada (Livingstone et al. 2005), o gene Cry1lEC (Tiwari et al., 2008), além do gene
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humano Bcl-xL (Chu et al., 2008). Essa forma de melhoramento, através da
transformacdo, mostrou-se um método efetivo para incorporagcdo de genes no
genoma do amendoim.

Estudos com o género Arachis, também visam a introgressdo de genes de
resisténcia de espécies silvestres na espécie cultivada. O uso de selegdo assistida
por marcadores pode ser bastante Util nesse processo, uma vez que varios estudos,
inclusive este, estdo sendo realizados para a descoberta e caracterizacado de genes
de interesse agronémico a serem incorporados em amendoim.

Visando obter a sequéncia completa dos genes de resisténcia identificados
neste estudo, pode-se desenvolver primers através de Chromosome Walking, ou
seja, sequenciar as extremidades de uma sequéncia conhecida até completar
totalmente os espacos ndo sequenciados. Desta forma, o sequenciamento do BAC
AD25F09 que contém um RGA, utilizando a técnica de sequenciamento através da
fragmentacdo randdmica mostrou-se bastante eficiente, pois possibilitou acessar e
descrever aspectos importantes, além de ter mostrado ser uma estratégia alternativa
para se obter um panorama geral de parte do genoma de Arachis.

Este trabalho pode, ainda, tornar-se importante para a ancoragem do mapa
genético com um futuro mapa fisico a ser desenvolvido para Arachis. O
mapeamento fisico de Arachis possibilitara a localizacdo cromossémica de genes de
interesse, auxiliando no processo de melhoramento assistido, além de possibilitar a
analise genémica comparativa entre Arachis e outras espécies, principalmente as

leguminosas.
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CAPITULO Il - DESENVOLVIMENTO E MAPEMENTO DE MARCADORES
MICROSSATELITES A PARTIR DO BAC AD25F09
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1. INTRODUCAO

A identificacdo de um grande nudmero de marcadores moleculares
polimdrficos constitui uma etapa inicial na geracao de mapas de ligacéo, pois quanto
mais saturado estiver o mapa, maior serd a capacidade informativa deste, e
consequentemente mais rapidamente os dados serdo utilizados nos programas de
melhoramento (Carneiro & Vieira, 2002). Dentre os marcadores moleculares mais
utiizados nos estudos de mapeamento genético estdo os marcadores
microssatélites ou SSR (simple sequence repeats), caracterizados por possuirem
repeticobes em tandem de pequenos motivos de sequéncia com um a seis
nucleotideos, sendo encontrados amplamente distribuidos pelo genoma da maior
parte dos eucariotos, embora também presente em procariotos (Litt & Luty, 1989).
Acredita-se que o principal mecanismo por tras do surgimento e amplificacao destas
sequéncias nos genomas seja o deslize ou 0 mau-pareamento de motivos durante a
replicacdo. As fitas de DNA separam-se e reassociam-se de forma incorreta, o que
poderia gerar coépias de trechos de DNA (alelos) com diferentes tamanhos ou
nameros de repeticdes de um determinado motivo no préximo ciclo de replicagéo por
meio de inser¢cdo ou delecdo de uma unidade de repeticdo (Schlotterer & Tautz,
1992). Em virtude disso, esses marcadores apresentam uma alta taxa de mutagao,
resultando em uma ampla variacdo no nimero de unidades repetidas, o que faz com
que marcadores baseados em microssatélites sejam altamente informativos e
amplamente utilizados em programas de melhoramento de plantas, em mapeamento
genético e em identificacdo de individuos (Goldstein & Schlotterer, 1999).

Evidéncias demonstram que a distribuicdo gendmica dos microssatélites ndo
€ aleatdria. Presumivelmente, eles afetam a organizac¢éo da cromatina, regulacdo da
atividade génica, recombinacao, replicagdo do DNA, ciclo celular e a maquinaria de
reparo (Li et al., 2002). Além disso, tem sido mostrado na literatura que um grande
namero de microssatélites esta localizado em regides de transcricdo do genoma,
incluindo ESTs (Morgante et al., 2002).

Segundo Ferreira & Grattapaglia (1998) devido a expressdo codominante e o
multialelismo, os marcadores microssatélites sdo 0os marcadores que possuem 0
mais elevado conteudo de informacao de polimorfismo (PIC). Em virtude disso, estes
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marcadores sdo muito utilizados em estudos de genética de populacdes de espécies
silvestres, devido a sua confiabilidade, praticidade operacional, robustez e serem
mais informativos geneticamente. Outra vantagem desses marcadores € que ocorre
a conservacdo de sitios microssatélites entre espécies relacionadas, tornando
possivel, em alguns casos, a transferéncia destes marcadores entre espécies ou
mesmo género utilizando primers heterélogos (Moore et al., 1991)

Nem todos os locos microssatélites sdo aproveitaveis para 0 mapeamento
genético. A selecdo de locos informativos é baseada nas caracteristicas destes
locos e nos resultados que estes microssatélites permitirdo obter na identificacdo de
segregacao nas progénies resultantes de cruzamentos controlados. Dentre os
principais parametros utilizados nesta selecdo estdo: o tipo de repeticao (di-, tri-,
tetra-, ou pentanucleotidicos), o numero de repeti¢cdes, 0 nimero de um mesmo loco
no genoma, o numero de alelos ao loco, a heterozigosidade e outros (Brondani et
al.,, 1998; Garner, 2002). Regides microssatélites maiores seriam mais Uteis para
analise genética possibilitando maior informacdo por loco, principalmente em
estudos envolvendo genética de populagdes.

A baixa variabilidade genética do amendoim, em relagdo as caracteristicas
agronomicas de interesse, tem dificultado os avangcos no melhoramento molecular
da cultura, porém marcadores microssatélites vém mostrando bastante eficiéncia em
relacdo as analises feitas com outros marcadores, detectando algum polimorfismo
na espécie cultivada do género Arachis e mais de 900 SSRs foram publicados para
o amendoim até hoje (Hopkins et al., 1999; He et al., 2003; Krishna et al., 2004;
Ferguson et al.,, 2004; Moretzsohn et al., 2004; Gimenes et al., 2007; Tang et al.,
2007; Cuc et al., 2008). Além disso, a taxa de transferibilidade de microssatélites de
A. hypogaea para espécies silvestres da secao Arachis tem sido relativamente alta
(Moretzsohn et al., 2005; Gimenes et al., 2007), o0 que permite seu uso para a
analise das relacdes genéticas entre essas espécies.

Em 2005, Moretzsohn e colaboradores publicaram um mapa de ligacéo
baseado em uma populacdo de 93 individuos F, obtidos do cruzamento entre duas
espécies silvestres de genoma AA, A. duranensis e A. stenosperma e um total de
170 marcadores microssatélites foi mapeado. Este mapa vem sendo aprimorado e,
atualmente  possui  aproximadamente 188 marcadores  microssatélites.

Recentemente foi construido um mapa genético para o0 amendoim cultivado também
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baseado em microssatélites, do qual 135 marcadores ja puderam ser mapeados
(Varshney et al., 2008).

A subclonagem e sequenciamento do BAC AD25F09 que contém o RGA
S1 A 36 co-localizado com um QTL para C. personatum mapeado no mapa de
referéncia em Arachis, além de ter sido utilizada para a caracterizacdo deste BAC,
foi também utilizada para o desenvolvimento de marcadores microssatélites. O
objetivo deste estudo consiste no mapeamento desses marcadores SSR além de
identificar aqueles mais proximos ao RGA em questdo, visando a selecdo assistida

por marcadores.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal e populagédo de mapeamento

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Biotecnologia (POs-
graduacdo da Universidade Catdlica de Brasilia) e Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia. As plantas utilizadas neste trabalho foram fornecidas pelo Banco
Ativo de Germoplasma (BAG) de Espécies de Arachis situado na Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia, Brasilia, DF.

Todos os procedimentos realizados neste Capitulo, com intuito de gerar
marcadores microssatélites a partir do BAC AD25F09, estdo exemplificados na

Figura 1.

Sequenciamento e andlise de
gualidade das sequéncias

l

Busca por microssatélites

]

Desenho de primers para
regides contendo
microssatélites

]

Amplificagéo por PCR

]

Genotipagem da populacéo F;
(AA)

!

Mapeamento

Figura 1: Esquema de geracao de marcadores microssatélites a partir BAC AD25F09.
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A populagdo de mapeamento utilizada foi obtida na Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia (Moretzsohn et al, 2005) através do cruzamento entre
duas espécies silvestres: A. duranensis K7988 e A. stenosperma V10309. As duas
espécies possuem o genoma AA, sendo que A. stenosperma possui resisténcia ao
nematoide das galhas Meloidogyne arenaria raca 2 e M. javanica (Leal-Bertioli et al.,
2000) e aos fungos de mancha foliar Cercospora Arachidicola e Cercosporidium
personatum (Proite et al., 2002). O cruzamento dessas duas espécies gerou um
hibrido F1, que foi autofecundado para gerar a populacdo de mapeamento F, com 93
individuos.

2.2 Extragcdo do DNA gendmico de Arachis e desenho de primers para

microssatélites

Para os experimentos realizados neste trabalho, utilizou-se o DNA gendémico
dos parentais e F; da populagdo de mapeamento AA (Moretzsohn et al., 2005); os
parentais da populacdo de mapeamento BB (Moretzsohn et al., 2009) e quatro
individuos tetrapléides, sendo dois deles sintéticos (Tabela 1). Para a genotipagem

foi utilizado também os DNAs da populacéo F, de 93 individuos da populacéo A.

Tabela 1: Lista de espécies do género Arachis selecionadas para extracdo de DNA genémico
para utilizagcdo em PCR. A Tabela mostra o tipo de genoma referente a cada espécie.

Espécies Genoma
Arachis duranensis (V14167) AA
Arachis duranensis (K7988) AA
Arachis stenosperma (V10309) AA
F1 - Arachis duranensis (K7988) x Arachis stenosperma (V10309) AA
Arachis magna (KG30097) BB
Arachis ipaénsis (KG30076) BB
Arachis hypogaea cv. IAC-Runner 886 AABB
Arachis hypogaea cv. IAC-Caiap06 AABB
(Arachis ipaénsis (KG30076) x Arachis duranensis (V14167))° AABB
(Arachis gregoryi (V6389) x Arachis linearifolia (V9401))° AABB

O DNA total foi extraido de folhas jovens (recém surgidas e antes da
expansdo foliar), para evitar a extracdo simultdnea de compostos fendlicos,

polissacarideos e proteinas presentes em folhas adultas. Um protocolo de extracao
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de DNA baseado em CTAB publicado por Ferreira & Grattapaglia, (1998) foi
modificado para uso em Arachis sp. Aproximadamente 200 mg de tecido vegetal
foram macerados (com o auxilio de beads) juntamente com 700 pL de 2x CTAB e 2
ML e 2-mercaptoetanol em cada tubo de microcentrifuga de 2 mL. As amostras foram
incubadas a 65° C por 60 minutos. ApGs esse periodo foram adicionados 700uL de
cloroférmio-isoamilico (24:1) para cada amostra e misturou-se até formar uma
emulsdo. As amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm por 5 minutos e a fase
aguosa foi transferida para dois tubos novos de 1,5 mL. Foram adicionados 600 pL
de tampé&o 1x CTAB e os tubos foram agitados lentamente e centrifugados a 14.000
rpm por 1 minuto. O sobrenadante foi descartado e o precipitado dos dois tubos foi
ressuspenso em 300 pyL de NaCl 1,2 M. O volume dos dois tubos foi transferido para
um unico tubo, totalizando 600 pL. As amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm
por 5 minutos e o sobrenadante foi transferido para novo tubo. O DNA foi precipitado
com 1 mL de etanol absoluto e agitado lentamente. As amostras foram centrifugadas
a 13.200 rpm por 2 minutos e o sobrenadante foi descartado. O pellet foi lavado
duas vezes com 500 pL de etanol 70% e posteriormente seco e ressuspenso em
100 pyL de agua estérii com 0,01 mg/mL de RNAse-A. As amostras foram
guantificadas em gel de agarose 1,5% utilizando um marcador de peso molecular
(High Mass Ladder - Invitrogen). As amostras foram diluidas para 5 ng/uL e
mantidas a -20° para realizagc&o do experimento.

A busca por sequéncias contendo microssatélites no BAC AD25F09 foi
realizada utilizando o algoritmo Tandem Repeat Occurrence Locator (TROLL). Este
programa é baseado no algoritmo de Aho Corasick que utiliza uma estratégia
denominada “dictionary approach”, onde as sequéncias repetitivas sdo conhecidas a
priori, isto é, procura-se por regibes microssatélites utilizando-se um dicionario de
motivos. O programa TROLL utiliza este algoritmo para procurar padrbes pré-
selecionados em uma sequéncia-texto e, acrescentado a isto, procura por estas
regides em tandem, tornando possivel a identificagdo de microssatélites (Castelo et
al., 2002).

Depois de selecionadas as regides contendo os microssatélites, o Programa
Primer3 (Rozen & Skaletsky, 2000), foi utilizado visando o desenvolvimento dos
pares de primers para estas regifes. Este software identifica sequéncias de

oligonucleotideos flanqueando as sequéncias microssatélites identificadas pelo
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TROLL obedecendo alguns parametros, como: tamanho dos oligonucleotideos,
temperatura de anelamento, diferenca de temperatura de anelamento maxima entre

os pares de primers dentre outras.

2.3  Amplificagéo por PCR

A reacdo de PCR foi feita com todos os individuos listados na Tabela 1. Para
um volume de 25 pL de reagédo de PCR, foram utilizados: 2,5 puL (10%) de tampao
para PCR sem MgCly; 0,75 pL de MgCl, 50 mM; 0,5 pL de cada primer a 10 pM; 0,5
pL de dNTPs a 10 mM, 0,5 pL de Taq Polymerase (Taq Platinum Invitrogen) e 1 pL
de DNA (20 ng/pL). O programa utilizado foi: 5 minutos a 94° C; 30 ciclos de 1
minuto a 94° C, 1 minuto a 50-56° C (dependendo do primer), 1 minuto a 72° C; 7
minutos a 72° C.

Os produtos de PCR foram inicialmente analisados em gel de agarose 1%
corados com brometo de etideo e visualizados sobre luz ultravioleta. Com a
confirmagdo do funcionamento correto da reagédo, estes produtos de PCR foram
posteriormente analisados em gel de poliacrilamida corado com nitrato de prata, de
acordo com o protocolo descrito por Creste et al. (2001). O tamanho dos alelos foi
estimado por comparagcdo com marcador DNA padrdo de 10 pb (Gibco), e a

presenca de polimorfismo para cada par de primer foi anotada.
2.4  Mapeamento de microssatélites

Cada par de primers que produziu polimorfismo entre as duas plantas
parentais foi utilizada para genotipar toda a populacdo F, (93 individuos) juntamente
com seus parentais e a planta Fi. As analises foram realizadas atribuindo-se 1 para
a presenca da banda e 0 para auséncia da banda, em cada um dos 96 individuos
analisados. O teste de qui-quadrado (X?) foi utilizado para testar a hipétese nula de
segregacao 3:1 destes marcadores.

As andlises de ligacdo foram realizadas através do programa Mapmaker,
versao 2.0 (Lander et al., 1987), como descritas por Moretzsohn et al. (2005). Uma
matriz de genotipagem composta pelos marcadores polimérficos neste trabalho foi

inserida na matriz contendo mais 716 marcadores polimérficos genotipados
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anteriormente (José, 2006; Moretzsohn et al., 2006; Alves, 2008). Um LOD escore
minimo de 3.0 e uma fracdo de recombinacdo maxima (6) de 0,35 foram utilizados
como parametros para estabelecimento dos grupos de ligagdo usando a fungéo
“group”. O comando “try” foi utilizado para determinar a posicdo exata dos novos
marcadores dentro de cada grupo. As fracbes de recombinagdo foram convertidas
em distancia de mapa, Centimorgans (cM), usando a funcdo de mapeamento de

Kosambi, que leva em considera¢&o o coeficiente de Interferéncia (l).

81



3. RESULTADOS

3.1 Extracdo de DNA e qualidade das amostras

O protocolo de extragdo de DNA desenvolvido por Ferreira & Grattapaglia
(1998), modificado neste trabalho, atendeu as necessidades requeridas para 0s
experimentos, entretanto houve degradagdo em algumas amostras, mostrando que
devem existir compostos que atuam neste processo nas folhas de Arachis sp.
Todos os DNAs dos individuos exemplificados na Tabela 1 foram quantificados com
o auxilio de um espectrofotometro (Nanodrop ND1000) e a Tabela 2 mostra os
valores das concentracdes obtidas neste trabalho.

A Figura 2 mostra um gel de agarose 1% corado com brometo de etideo,
contendo amostras de DNA gendmico de algumas espécies do género Arachis para
uso em PCR. A andlise de qualidade do DNA foi feita através de gel de agarose,
aliada a analise de quantificagdo com auxilio de um espectrofotémetro  (Nanodrop
ND1000), permite a avaliagdo da integridade da molécula de DNA. O marcador High
Mass (Promega) também foi utilizado como controle da quantidade de DNA das

amostras no gel.

Tabela 2: Quantificacdo de DNA gendmico de espécies de Arachis em Nanodrop.

Espécies Quantificacao (ng/ yL)
1- Arachis duranensis (V14167) 480
2- Arachis duranensis (K7988) 470
3- Arachis stenosperma (V10309) 250
4- F1 - Arachis duranensis (K7988) x Arachis stenosperma (V10309) 340
5 - Arachis magna (KG30097) 900
6- Arachis ipaénsis (KG30076) 720
7- Arachis hypogaea cv. IAC-Runner 886 320
8- Arachis hypogaea cv. IAC-Caiap6 380
9- (Arachis ipaénsis (KG30076) x Arachis duranensis (V14167))° 980
10- (Arachis gregoryi (V6389) x Arachis linearifolia (V9401))° 1200
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Figura 2: Gel de agarose 1% corado com brometo de etideo referente a quantificagéo de trés
amostras de DNA (Amostras 1, 8 e 10) junto com o marcador molecular High Mass Ladder
(Invitrogen).

3.2 Desenho de primers para regibes contendo microssatélites e

amplificagéo destas sequéncias

Muitas regibes contendo microssatélites com repeticbes mono foram
identificadas (denominadas poli(n)), porém apenas trés delas foram utilizadas para
confeccdo de primers. Sete microssatélites compostos por di-nucleotideos variando
entre repeticbes de cinco a 24 vezes foram encontrados. Um microssatélite tri e dois
compostos por tetra-nucleotideos, todos eles contendo quatro repeticdes, também
foram identificados. A Tabela 3 mostra a sequéncia dos 13 pares de primers obtidos
neste trabalho, 0 SSR amplificado por eles e o tamanho esperado dos produtos.

Para identificar marcadores microssatélites polimérficos associados ao RGA,
os 13 pares de primers foram testados com o0s genotipos parentais e F; da
populacao A; genoétipos parentais da populacéo B; e ainda genétipos tetraploides, de
acordo com a Tabela 1.

Uma analise preliminar para constatar a especificidade e o funcionamento dos
primers na PCR, assim como as temperaturas ideais de anelamento para cada
primer e ainda o perfil de polimorfismo observado foram realizadas. Em gel de
agarose 2% corado com Brometo de etideo, no entanto, a resolucdo de fragmentos
em géis de agarose ndo permitiu distinguir possiveis heterozigotos com precisdo ou
alelos préximos em tamanho. Desta forma visando identificar possiveis

polimorfismos, houve a necessidade de uma segunda etapa de analise realizada em

83



géis de poliacrilamida a 4% em condigcbes desnaturantes com todos os pares de

primers e os dez individuos listados na Tabela 2.

Tabela 3: Primers utilizados para amplificagdo de microssatélites.

Nome do Primer Primers 5' - 3' SSR/poli(n) Pr&)dbl;to

Primer FWD - TTTTCTGGGTAATCATTCATGC ;
AD25F09-PB-H01 . (TA) 364

Primer REV - TCTCTCAATTCTTTTGTAAAGTGTGA

Primer FWD - CTCTTCGATTGCTTTGAGGAGT 0
AD25F09-HIII-P1E08 ) (GT) 347

Primer REV - TACCAAACCCTTCACTACCCAG

Primer FWD - GGGTCAGATTTATCGGTGAAAA 9
AD25F09-PC-H08 . (TC) 363

Primer REV - ATGAGAAGAAGAAGCGGCATAG

Primer FWD - ACTAAAATGGACATCAACTTAGA 15
AD25F09-PA-D03 ) (TA) 302

Primer REV - TTGAGAGTACTAGAATAAGAGTACGA

Primer FWD - CATTTAATTCAAACCATCAGCG ”
AD25F09-PD-A10 ) (AT) 351

Primer REV - GCTGTTCCTTGGCTTTTCTTTA

Primer FWD - ACTCATGGGTTAGAGTCCCTCA 5
AD25F09-HlIII-34 ) (TC) 160

Primer REV - CAAGATCGTAGTAAAGGGTCGG

Primer FWD - TGGAAACTTACAAGAATGGCAA 10
AD25F09-HIII-82 : (A 194

Primer REV - CCAACCCTGTTAGTAGTAGGCG

Primer FWD - TTGGGGTATTTTATCCCCTTTT o o
AD25F09-HIII-100 . (m° (M 383

Primer REV - AGTTCATTAGCCCACTTACCCA

Primer FWD - TTGATTCTGTACAACTCCGGTT s
AD25F09-S1A36-HIII-51 ) (M 346

Primer REV - GATCAATCTTCTTTCCATGGCT

Primer FWD - GAAGCAAGGGAAGAACAAGCTA 4
AD25F09-HIII-37 ) (TCA) 394

Primer REV - AAACCCAACATGCAATTACCTC

Primer FWD - GAAGAAGAGGCTTCACCTACCA 4
AD25F09-Sau-27 ) (TAAT) 232

Primer REV - TGTTCTTTCCGCAGTGTTTATG

Primer FWD - TTTGTTGCCCCATTTAGAAACT 4
AD25F09-Sau-05 ) (GAAA) 139

Primer REV - ACTCTTATTTGGCATTAGCCCC

Primer FWD - ACCAACCTAGGAAACACAGTCCCGT 24
AD25F09-HIIl-P6H06 (TA) 195

Primer REV - AATTCAAACCATCAGCGATAAA

3.3

Andlise dos marcadores microssatélites e mapeamento

Sete pares de primers (AD25F09-PC-H08; AD25F09-PA-D03; AD25F09-HIII-
100; AD25F09-S1A36-HIII-51; AD25F09-HIII-37; AD25F09-Sau-27 e AD25F09-Sau-

05) apresentaram um resultado aparentemente monomorfico em todos os dez

individuos, como exemplificado nas Figuras 3A e 3B.
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-----

AA BB AABB

AD26F03-PC-HDEB.FM AD25FD8-PA-DD3.RM

Primers monomarficos

Figura 3: Géis de poliacrilamida a 4%. (A) Primer AD25F09-PC-HO08; (B) Primer AD25F09-PA-D03.

Seis pares de primers (AD25F09-HIII-82; AD25F09-HIII-34; AD25F09-HIlI-
P6HO06; AD25F09-PB-HO1; AD25F09-PD-A10; AD25F09-HIII-P1EQ0S8) identificaram
um padréo polimdrfico, como exemplificado nas Figuras 4A e 4B respectivamente.

Destes seis pares de primers, cinco amplificaram gerando um padréo
polimérfico de presenca ou auséncia de bandas em um parental ou outro da
populacdo A (A. duranensis K7988 ou A. stenosperma V10309), enquanto que o
individuo F; sempre amplificava de forma semelhante a um dos parentais (Figura
5A-E). Estes cinco pares de primers foram utilizados para genotipar a populagao F,
de 93 individuos, com o intuito de mapear essas regides polimérficas no mapa
genético de referéncia.
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ADZ5F09-HII-34.FWD

ADZ25FD9-Hind|11-82.T31

Primerz polimorficos

(A) Primer AD25F09-HI1I-82; (B) Primer AD25F09-HIII-34.

Figura 4: Géis de poliacrilamida a 4%.

AD2ZSFOS-HIN-B2TI ADZSFOS-HIIN-34.FWD AD2SFOS-HII-PEHOGFM ADZ5F0S-PE-HDMRM ADZSFO3-PD-A10.FM

Figura 5: Géis de poliacrilamida a 4% mostrando a amplificagcdo com cinco pares de primers

nos parentais da populacdo A e F1 resultante deste cruzamento. (A) AD25F09-HIII-82; (B)

AD25F09-HI11-34; (C) AD25F09-HIII-P6H06; (D) AD25F09-PB-HO1; (E) AD25F09-PD-A10.
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Observou-se um perfil de amplificagdo distinto entre os primers testados
dependendo dos parentais e da populagdo testada, Os parentais da populacdo B
nao amplificaram com o par de primers AD25F09-HIII-82, porém este apresentou um
polimorfismo com perfil dominante na populagcdo A e um perfil de polimorfismo de
tamanho nas duas diferentes cultivares de amendoim.

Quatro pares de primers, dos cinco genotipados, juntamente com o outro par
AD25F09-HIII-P1EQ08, apresentaram polimorfismos de tamanho para diferentes

cultivares de Arachis hypogaea como demonstrado na Figura 6 A-E.

Figura 6: Géis de poliacrilamida a 4% mostrando a amplificagdo com cinco pares de primers
nas duas cultivares de A. hypogaea (IAC-Runner 886 e IAC-Caiap0). (A) AD25F09-HII1-82; (B)
AD25F09-HI11-34; (C) AD25F09-PB-H01; (D) AD25F09-PD-A10; (E) AD25F09-HIII-P1EQ8.

Os cinco pares de primers polimérficos para populagcdo A, genotipados na
populacao F,, foram posteriormente foram analisados com auxilio do programa
MapMaker, juntamente com os outros marcadores ja mapeados nessa populagao.

Utilizando um LOD escore minimo de 3,0 e uma fracdo de recombinacdo maxima de
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0,35, os cinco marcadores puderam ser mapeados de forma agrupada no Grupo de

Ligagéo 4, como mostrado na Figura 7.

Grupo de Ligacéo 4

00 HilL_34
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Figura 7: Grupo de Ligacédo 4 pertencente ao Mapa Genético de Arachis (Moretzsohn et al.,

2005). Circulados estédo destacados os marcadores SSRs desenvolvidos neste estudo.
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Os marcadores SSR (e poli(n)) identificados neste trabalho, estavam
presentes em seis dos oito contigs gerados (Tabela 4). Dois dos marcadores
mapeados localizavam-se em regifes que codificam proteinas da familia TIR-NBS-
LRR relacionadas a resisténcia (em vermelho). Estes marcadores sao mostrados
como circulos nos Graficos 2-9, onde a cor verde significou polimorfismo e cinza

auséncia de polimorfismo.

Tabela 4: Localizacdo de microssatélites nos contigs do BAC AD25F09 e resultado da
amplificacdo em alguns genétipos do género Arachis.

Nome do Primer Localizagéo do SSR Resultado da amplificacao

AD25F09-Sau-05

Monomorfico para todos os individuos testados

AD25F09-HIII-34 Contig 1 Polimorfico para pop A e A. hypogaea
AD25F09-HIII-82 Polimorfico para pop A e A. hypogaea
AD25F09-PB-HO1 Polimorfico para pop A e A. hypogaea
AD25F09-PD-A10 ) Polimorfico para pop A
AD25F09-S1A36-HIII-51 Contig 2 Monomorfico para todos os individuos testados
AD25F09-HIIl-P6H06 Polimorfico para pop A e A. hypogaea
AD25F09-Sau-27 Monomorfico para todos os individuos testados
AD25F09-PA-DO3 Contig 3 Monomorfico para todos os individuos testados
AD25F09-PC-H08 Monomorfico para todos os individuos testados
AD25F09-HIII-P1E08 Contig 5 Polimérfico para A. hypogaea
AD25F09-HIII-37 Contig 6 Monomorfico para todos os individuos testados
AD25F09-HI1I-100 Contig 7 Monomorfico para todos os individuos testados

% Em negrito e sublinhado estdo os marcadores associados a genes de resisténcia.
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4. DISCUSSAO

O presente estudo visou a busca de microssatélites em biblioteca de
subclones do BAC AD25F09 provenientes de sequenciamento por fragmentacéo
randémica. A partir dessas sequéncias foram identificados 13 microssatélites para
0s quais foi possivel desenhar pares de primers a serem utlizados para
mapeamento dos mesmos. Em virtude da baixa quantidade de SSRs encontrados,
praticamente todos esses locos foram utilizados para confeccdo de primers,
incluindo repeticdées mono, denominadas de poli(n).

Estes pares de primers foram testados em dez gendtipos representantes do
género Arachis, sendo eles: genétipos dipléides representantes da populacédo A: A.
duranensis (acesso V14167), A. duranensis (acesso K7988), A. stenosperma
(acesso V10309) e F; resultante do cruzamento destes dois ultimos; gendtipos
dipléides representantes da populacdo B: Arachis magna (acesso KG30097) e A.
ipaénsis (acesso KG30076); genotipos tetraploides (AABB) de dois acessos do
amendoim: A. hypogaea cv. IAC-Runner 886 e A. hypogaea cv. IAC-Caiap0; e dois
anfidiploides sintéticos: A. ipaénsis (acesso KG30076) x A. duranensis (acesso
V14167))° e (A. gregoryi (acesso V6389) x A. linearifolia (acesso V9401))°, estes
tltimos importantes para a andlise comparativa com 0s genétipos tetrapléides
verdadeiros. O mapeamento dos genoétipos A. duranensis e A. ipaénsis sao também
de interesse, pois estes sdo 0s provaveis parentais do amendoim (Halward et al.,
1991; Kochert et al, 1996; Seijo et al., 2004; 2007). Os parentais selvagens possuem
um maior polimorfismo molecular e séo ricos em alelos que conferem caracteristicas
de interesse, como genes de resisténcia a doencas e fatores abiéticos (Nelson et al.,
1990; Stalker & Simpson, 1995; Burow et al.,, 2001; Kameswara et al., 2003;
Moretzsohn et al., 2004).

Sete pares de primers desenvolvidos neste trabalho (AD25F09-PC-HO08;
AD25F09-PA-D03; AD25F09-HIII-100; AD25F09-S1A36-HIII-51; AD25F09-HIII-37,;
AD25F09-Sau-27; AD25F09-Sau-05) apresentaram um padrdo monomorfico para os
todos 0s genodtipos representantes das populacBes A, B e tetrapléides que foram
testados, ndo sendo utilizados neste trabalho para fins de genotipagem ou

mapeamento molecular. Os anfidiploides sintéticos testados apresentaram um perfil
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monomorfico para todos os pares de primers desenvolvidos, 0 que ndo gerou
informacgdes relevantes.

Seis pares de primers apresentaram-se polimorficos. Sao eles: AD25F09-HIlI-
82; AD25F09-HIII-34; AD25F09-HI1I-P6H06; AD25F09-PB-HO01; AD25F09-PD-A10 e
AD25F09-HIII-P1E08. Apesar dos marcadores microssatélites serem co-dominantes,
0s cinco primeiros marcadores citados apresentaram um comportamento dominante
guando testados na populacéo A e F;, onde houve a amplificagéo de alelos nulos em
um dos parentais. Esse padrdo dominante proporcionou a genotipagem da
populagdo F, composta por 93 individuos e com o auxilio do Programa MapMaker,
0s cinco microssatélites puderam ser mapeados de forma agrupada na regido
inferior do GL 4 do mapa genético de referéncia AA (Moretzsohn et al., 2005), porém
distantes do RGA S1_A_36 (mapeado na regido superior, junto com outros RGAS).

O mapeamento agrupado desses marcadores ressalta a confiabilidade
desses resultados, uma vez que foram obtidos de um BAC com inserto de 110.000
pb e situavam-se fisicamente proximos uns dos outros (através de analises feitas
pelo sequenciamento do BAC realizado no Capitulo 1). Contudo, 0 mapeamento
distante geneticamente do RGA que os originou é compativel com o fato de que os
RGAs pertencem a uma familia multigénica, estando presentes em mdltiplas cépias
em diferentes locais do genoma, o que ressalta também, a necessidade da
comparacao do mapa genético com um mapa fisico (em construcao), com intuito de
visualizar as distancias fisicas verdadeiras em pares de base que eles foram
posicionados, em relagdo aos outros marcadores e QTLs mapeados.

Os marcadores SSR (e poli(n)) identificados neste trabalho, estavam
presentes em seis dos oito contigs gerados, representando dessa forma, a maior
parte da sequéncia do BAC. Dois dos marcadores mapeados localizavam-se em
regides que codificam proteinas da familia TIR-NBS-LRR relacionadas a resisténcia.
A grande vantagem deste trabalho é que ao se mapear estes microssatélites,
também podem ser mapeados possiveis genes de resisténcia (RGAs) no mapa
genético. A utilizacdo de marcadores microssatélites exibe vantagens adicionais a
utilizacdo de RGAs no processo de selecdo assistida, como alta reprodutibilidade,
alto conteudo informativo, por ser baseado em PCR, e principalmente por ser um
marcador transferivel entre espécies relacionadas. A identificacdo de marcadores

mais robustos e transferiveis associados a locos que conferem resisténcia
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possibilitara a selecédo assistida nos programas de melhoramento genético, o que
acelerara o processo de introgressao dos genes de resisténcia no amendoim.

Adicionalmente, quatro pares de primers que serviram para 0 mapeamento de
SSRs juntamente com o par de primer AD25F09-HIII-P1E08, apresentaram
polimorfismos de tamanho quando testados nos dois acessos selecionados de A.
hypogaea. Esse resultado foi bastante interessante, pois a detec¢ao de polimorfismo
nesta espécie é bastante dificil devido a estreita base genética da espécie o que
consequentemente, reduz a probabilidade de selecdo assistida por marcadores. A
utilizacdo de microssatélites tem demonstrado ser mais eficiente que os demais
marcadores moleculares na deteccdo de polimorfismo e para andlises das relacfes
e variagbes genéticas em varias espécies de plantas, incluido estudos realizados
com o amendoim (Hopkins et al.,, 1999; He et al., 2003; Krishna et al., 2004;
Ferguson et al., 2004; Moretzsohn et al., 2005; Gimenes et al., 2007; Tang et al.,
2007; Cuc et al., 2008). Por conseguinte, as andlises feitas neste trabalho,
juntamente com testes futuros utilizando os pares para SSR em mais acessos de A.
hypogaea, proporcionardo mais informagédo e marcadores polimorficos robustos para
a espécie cultivada, acelerando os estudos genéticos e o melhoramento da espécie.

Futuramente serdo necessarias andlises com os SSRs desenvolvidos neste
trabalho com a populacédo F, composta por 93 individuos, utilizada para a construgao
do mapa B, proporcionando novos dados que serdo importantes no estudo de
sintenia entre esses dois genomas. Uma vez que esses marcadores foram
desenvolvidos a partir de uma sequéncia contendo partes de genes de resisténcia
associados a um QTL de resisténcia a cercosporiose, com o alinhamento entre
mapas A e B, poderiamos identificar regides associadas a resisténcia a
cercosporiose também no genoma B.

Os programas de melhoramento de A. hypogaea tém conduzido a avangos
significativos. Entretanto, a inclusdo de genes oriundos de espécies selvagens
relacionadas possibilitaria o0 aumento de variabilidade genética para varias
caracteristicas agron6micas de interesse, principalmente a resisténcia a doencas
gue afetam o amendoim. Com o desenvolvimento de mapas para o género Arachis
utilizando os genomas A e B, que sdo evolutivamente proximos, € esperado que
haja sintenia entre os marcadores e 0s genes em ambos 0s genomas. Desta forma,

uma vez alinhados os mapas, sera possivel transferir informacdes entre eles,
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acrescentando assim, dados importantes aos dois mapas. Alguns estudos utilizando
marcadores SNPs e SSRs foram realizados recentemente comparando os mapas A,
B e espécie cultivada de amendoim (Alves, 2008; Moretzsohn et al., 2009) e de
Arachis com mapas de leguminosas (Bertioli et al., 2009).

A localizag&o de clones BAC em mapas genéticos, através da identificacdo de
SSRs, por exemplo, possibilitardo a interacdo entre mapas fisicos e genéticos.
Marcadores microssatélites identificados a partir do sequenciamento de
extremidades de BACs, por exemplo, permitem também estudos acerca da
correlacao entre mapas genéticos e fisicos, como ja observado em algumas culturas
como a soja (Shulttz et al.,, 2007). Portanto, BACs s&o excelentes fontes de
marcadores microssatélites como demonstrado em diversos trabalhos (Qi et al.,
2001; Lichtenzveig et al., 2005; Joobeur et al., 2006).

O desenvolvimento de marcadores microssatélites a partir de sequéncias do
tipo GSS, ESTs e RGAs também tem sido foco de estudos (Cheng et al., 2009;
Senthilvel et al., 2008; Sledge et al., 2005; Yi et al., 2006; Di Gaspero et al., 2007).

Em um trabalho realizado por Claverie et al. (2004), um clone BAC isolado de
uma biblioteca construida para Prunus cerasifera L., continha o gene Ma para
resisténcia contra nematéides das galhas (Meloidogyne spp). Visando a clonagem
deste gene, foi realizado o mapeamento de dois marcadores SSR flanqueando o
gene.

Enquanto os métodos de melhoramento classico tém tido grande sucesso ao
longo dos anos, a engenharia genética tem o potencial de superar muitas de suas
limitacbes. A identificagdo de marcadores associados a locos que conferem
resisténcia permitirdo a selegdo assistida por marcadores nos programas de
melhoramento genético do amendoim cultivado, 0 que acelerara o processo de
introgressdo dos genes de resisténcia pelo método de retrocruzamento. Uma vez
que serdo mapeados genes de resisténcia tanto em espécies possuidoras de
genoma A como em espécies de genoma B, plantas AA com genes de resisténcia
poderdo ser cruzadas com plantas BB também resistentes, obtendo-se plantas AB.
Estas, apoOs poliploidizacdo, poderdo ser cruzadas com A. hypogaea, para

introgressao desses genes.
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CONCLUSOES GERAIS

Ambas as metodologias de subclonagem do BAC AD25FQ9 utilizadas
neste trabalho (enzimas de restricdo e nebulizacao) foram satisfatérias
e garantiram uma grande porcentagem do BAC sequenciada.

A andlise do conteudo génico da sequéncia do BAC contendo o RGA
identificou cinco regides relacionadas aos genes de resisténcia
pertencentes a familia TIR-NBS-LRR, além de um transposon e trés
retrotransposons LTR do tipo Tyl-copia.

Cinco marcadores microssatélites puderam ser mapeados de forma
agrupada (pois se encontravam no mesmo BAC) no Grupo de Ligagéo
4 do mapa genético de referéncia de Arachis. O mapeamento destes
marcadores derivados do BAC foi uma etapa inicial de mapeamento de
outros possiveis genes de resisténcia (RGAs) a pragas. Mesmo com a
identificacdo de marcadores SSR a partir do RGA, se faz necessaria a
identificacdo de outros marcadores mais proximos ao RGA S1_A 36
para a utilizagdo segura no processo de selecdo assistida.

Com a montagem da sequéncia do BAC, constatou-se que dois dos
marcadores mapeados, situavam-se fisicamente em regides
relacionadas a genes de resisténcia.

O fato dos microssatélites mapearem em algumas regiées associadas
a genes de resisténcia no mesmo grupo de ligacdo onde estédo
mapeados QTLs envolvidos na determinacdo da resisténcia a
cercosporiose reforca a hipotese de que os genes de resisténcia a
doencas em plantas devem estar organizados em blocos (clusters) no
genoma.

Seria importante a comparagao do mapa genético com um mapa fisico.
Para S.A.M. serd necessario 0 mapeamento de marcadores mais
proximamente ligados aos RGASs.

A identificacdo dos varios genes relacionados com a resisténcia ao
fungo foliar C. personatum além de outras doencgas € fundamental para

auxiliar os programas de melhoramento. Assim, espera-se no futuro
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que a selecao de gendtipos resistentes seja auxiliada pelas
informagBes moleculares, permitindo também a piramidacao destes
genes, e como consequéncia a diminuicdo dos custos para o agricultor
com inseticidas e os danos causados ao meio ambiente pela aplicagéo

destes defensivos agricolas.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Os pares de primers para microssatélites desenvolvidos neste trabalho,
também serdo testados em mais acessos de A. hypogaea, 0 que
proporcionard mais informacao, além de marcadores polimorficos para
a espécie cultivada, acelerando o0s estudos genéticos e o
melhoramento do amendoim.

Com intuito de completar a sequéncia total do BAC AD25FQ9, primers
serdo desenvolvidos para aplicacdo da técnica de “Primer Walking”.
Novos microssatélites encontrados no BAC dardo origem a novos
pares de primers. Além disso, os pares de primers desenvolvidos neste
trabalho também serdo testados na populagdo B visando a obtencédo
de marcadores a serem posicionados no mapa B de Arachis.

Outros 17 BACs contendo RGAs sdo objetos de estudos. O BAC
Ipal23-Al7 (clone da biblioteca BAC de Arachis ipaénsis) ja foi
subclonado pela técnica de nebulizacdo e 1.056 sequéncias ja foram
obtidas.

Trés pares de Primers para RGAs, mapeados na parte superior do
grupo de Ligacdo 4 (As-14D-1; As-26A-1; P25M46-2) do mapa
genético para populacdo A de Arachis, foram construidos. Os produtos
de PCR ja foram clonados em plasmideos e espera-se que estes,
possam servir como sonda para realizar um novo screening nas
bibliotecas BAC, com intuito de selecionar outros BACs que contenham
RGAs, e entdo, subclona-los, caracterizar as sequéncias e gerar mais

marcadores.
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ANEXO 1

Solucgdes utilizadas para Extracdo de DNA

Tampao CTAB 2X

2% de CTAB

100 mM Tris-HCI (pH 8,0)
20 mM EDTA (pH 8,0)
1,4 M NacCl

1% pvp 40

Tampao CTAB 1X

1% de CTAB
50 mM Tris-HCI (pH 8,0)
20 mM EDTA (pH 8,0)

Solucgdes utilizadas para confeccao de gel de poliacrilamida

Gel 4% Desnaturante (1000 mL)

453 g de Uréia

534 mL de agua destlilada

50 mL de TBE 10X

125 mL de Acrilamida: bis (19:1) 40 % (solugdo comercial)

Preparo: Misturar em um béquer de vidro os reagentes na ordem em que aparecem
e agitar com agitador magnético a temperatura de 55° C, até a total dissolugcédo da

uréia. Filtrar a solugdo em filtro Milli-Pore (20) e acrescentar 670 pL de TEMED.
Estocar a 4° C.
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Tampdo de Amostra para Gel desnaturante (Formamida Deionizada) (Xu et al.,

1997)

Formamida Deionizada 95% (v/v)
EDTA 10 mM (pH 8,0)

Xileno Cianol 0,09%

Azul de Bromofenol 0,09%

Placa de Bind (placa menor)

995 pL de Etanol Absoluto
10 pL de Acido acético
6 uL de Bind Silane

Preparo: Lavar a placa com agua e sabdo e deixar secar. Espalhar a solugao

preparada e deixar secar por 5 minutos. Lavar uma vez com alcool.

Placa de Repel (Placa maior)

1 mL de Repel Silane (ou silicone)

Preparo: Lavar a placa com agua e sabdo e deixar secar. Espalhar a solugdo e

deixar secar por 5 minutos. Lavar uma vez com agua destilada.

Montagem do gel desnaturante

Colocar espacadores apropriados na placa maior e colocar a placa menor por cima
nivelando-as. Misturar 100 mL de acrilamida 4% com 666 pL de APS 10% (1 g de
Persulfato de Amoénio em 10 mL de agua destlilada). Verter esta solu¢do preparada

com auxilio de uma seringa e esperar 2 horas para a completa polimerizacéo do gel.

112



Pré-corrida e corrida efetiva

Apés a polimerizacdo, colocar as placas na cuba de eletroforese e correr por 40
minutos a 90 W. Aplicar o gel e correr de 40 a 90 minutos, dependendo do tamanho
dos fragmentos.

Coloragcao com Nitrato de Prata (Creste et al., 2001)

Solucao de Fixacdo (2 L)

200 ml de Etanol Absoluto
20 ml de Acido Acético Glacial

1780 ml de agua destilada

Preparo: Apos a corrida, num recipiente adequado, colocar o gel e agitar lentamente

por 10 minutos. Lavar o gel por um minuto em agua destilada, agitando lentamente.

Solucado de Oxidacao

30 ml de Acido Nitrico
1970 ml de agua destilada

Preparo: Agitar o gel lentamente por 3 minutos. Lavar o gel por 1 minuto em agua

destilada agitando lentamente.

Solucado de Nitrato de Prata

2g de Nitrato de Prata
2000 ml de a4gua destilada

Preparo: Agitar o gel lentamente por 30 minutos. Lavar duas vezes, cada uma por 30

segundos, em agua destilada, agitando lentamente.
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Revelador

60 g de Carbonato de Sddio
1,08 ml de Formaldeido a 37% (adicionar na hora de usar)

2000 ml de agua destilada

Preparo: Agitar o gel lentamente na solu¢cdo (10 a 12° C) até que as bandas

aparegam.

Solucéo Stop

100 ml de Acido Acético Glacial
1900 ml de agua destilada

Preparo: Agitar o gel lentamente por 5 minutos. Lavar o gel em agua destilada, por

um minuto agitando lentamente. Deixar o gel secar completamente.

Solugbes utilizadas para Southern Blotting

Solucado de Depurinacao

HCI 250 mM

Solucado de Desnaturacao

NaCl1,5M
NaOH O0,5M

Solucado de Neutralizacdo

NaCl 1,5 M
Tris-HCI 0,5 M
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Solucdo Denhardts 50X (100 mL)

1 gde BSA
1 g de Ficoll 400
1 gde PVP 40

Preparo: Dissolver em H20 Milli-Q autoclavada.

Solucado de Esperma de salmédo 4 mg/mL (10 mL)

40 mg de espermidina

Completar com &gua Milli-Q autoclavada

Solucdo de Pré-hibridizacdo (25 mL)

6,25 mL de SSC 20X

2,5 Ml de Denhardts 50X

0,625 mL de SDS 20%

120 pL de esperma de salmédo 4 mg/mL

15,626 mL de agua Milli-Q autoclavada

Solucado de Lavagem | (500 mL)

SSC 1X
SDS 0,1%

Utilizar a solugdo a 65° C

Solucado de Lavagem Il (500 mL)

SSC 0,1X
SDS 0,1%
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ANEXO 2

Sequéncias dos oito maiores contigs gerados a partir da subclonagem do BAC
AD25F09

Em cinza (claro) estdo localizados os primers Forward e Reverse. Em cinza

(escuro) encontram-se os SSRs e poli(n).

>AD25F09- PO F10. FM

t gagaact agagt aaat ggct cccaat cat caat cact t ggacat t agt gact caagaggt cct aagt t acct tt ccaagccaagagt at aaaa
ttctactctaaaat ccaaccaagcat tt cat caaacact t ggaaggcacaaaagaaaagcat agt aaat t gacaaat t gacaacaagaat t aat
t ct aacaacaat caaat gt aaagaat t agcaacaacaat t aaagggaacaagat ct acat gaat t acct ct t at t gaat t gaaagaaaat ggaa
gaaacaat agt agat ct acaacaaaacat aagaacaacat aaaagagat t acaccaaaagaat agaagaagagt gaat gt aact at aaggaat t
gagaagat agaagt agaagaagat gaat t aaaacct agat ct aagaact aat cct aat cct aat cct aat t ct agagagaagt gagagcttctc
tct ct agaaact aat cct aact act aaact aaact aat ggt aact aacat ct aaagt at gaaaagt atattgattccccttcagtccttgactt
aaat agcat cagaaat gact t ggat t gggcccacaaggct t ct aaaatt cgct ggccacgttttgetttaagt gaact aggt ggcagcaacggce
gcgt gcgegt act t t gcgegt gcgegecact at acgt gt agcaact at ggcaaat ctt at at cgt t gcgaagecccggat gt t agettt ccaac
ccaact ggaaccgcat cat t t ggacct ct gt agct caagt t at ggt cgt t t aagt gcgaagaggt cggct t gacagetttccggttctttcatt
tcttcatgagttctccaacttttcatgettctttcttcattcecttgatccaatctttgectcct aaaccttaaat cacttaacaaacat atca
aggt at ct aat ggaat caaggggaattagatttagctattttaagt cct aaaaagcatgttttcactcttaagcacaattaaaggagaat atac
aaaaccatgctatttcattggat aaat gt gggt aaaaggt cat aaaatt cctt aaat caagcacaagat aaaccct acaaat ggggttt gt caa
cctccccacact t aaaccaagceat gtt ct cat gct t aagccaagagaaagcaaaggacat caacat tt at t caat gt aaat aaact at at gcaa
cct aaact at at gcaact aaat gcgaaat ggtttt acct actt ggt t aaaaat aaat caat ct ccaagacat at at gcacaagt agggccaaga
t cat at aacgatt cat gagt cct accaat t gaagt at aaacat gaagt t cacat agact t gcaagaagaacgct cgt gaaagccgggaat caag
gaat t gagcat cgaaccct caccgggagt gttt gcact ct agt cgctcggt gttt ggggt t aatt ctct caattct cccct aat catgetttcce
aaaatttgtttttcatctaacaatcaacaattatttcatgcatgcatacaattatcatgaggtcttttctttaggttgtaatggggctagggtt
aaggt aggat gcat at t t ggt caagt gagct t gaaattt gaat ctttgat aagctt aaacttcccacct aacct at gacat cct at acaatttc
aaagct aacct aact acccatttctcactttttcacatactcatgcaatttcttttcatttcacaacacttatgcattgatctttattgagett
cactttgttttggggcattttgtcccctttttatttctttctttttctatatatttttttcttttccttttccatattatttttcttttetttt
tettttgtttttctettttttttttctttctatatacaaaaacct caat gcat aaggttttacatttgatcaatacat gagtatgtacccaatt
cccaat aat t t caat gaaaat acaaaact acccttttattcacccaat gt cccaaggttcccacactt aaat gat act cacacacact agect a
agct aat caaagat ccaaat aaggacatttattgtttttcgcttcaaggcttgtaat gt gct aaaatt aggaacaagt gggtt aat cgt agget
caaat t ggct aacaaaggaagat acaaggt aaggccat t t gggt aagt gagct aat gaaat gat ggcct caat cat at aaat gcat gaat acac
aaaat aat ggacat aaagaat caaacaaat t aaagatt acatt cat agaaagagaat aat gcacacaagaaggaaaaat aagt ggt t at aagat
gtaaccacaccatt aggct caaat ctcacttgcttgtgttcttaget caaaaaccatgttccaaaatacattctttcaagcaagttcaacaaaa
aattttcaaattggtaggttgccct aaaacggtttctt ggggaagaaat cat caccct aaccaagt agt cct aat aagaaagaagt ggt aaaaa
atat gt acaaat t ct aact aacat gcaacct at cat gccat gcaat aact aact aacat t ggt gt t gaaaaagaaaat t gt t acccat ggagat
cggt cgacgacct ccccacact t gaagat t gcaccgt cct cagt gcat gcaaagaagagcaaggt ggacgggt t gct acaat t gat gagcet t ct
t caaaaggt t gt gcggat gacttgtttgttgecccatttagaaactttccttttcttccgt att ggt ggccaacccaaaag

@8dat t aagcct at aacaaagat at caaggcaat t agaacat aggcgggggct aat gccaaat aagagt at gat t ccct act acat ggt agct a
caacat gt agaggaagaaacaacat aagct aat ggcat at caat gat act t gat gcaagagt aaagtt aaagcat gaaaaacat at t gagcat ¢
aagat caaat aagaat t gacat aaacaagat t agt gat aagcat gagagcat t t ggt cccaacct aact caat gat gat gaagcacaaaaat aa
aggacaat gagt t aggaaggact aaagcact acct t gt at gt ggaacaaaat at t t caat t aat gt t aaacaggt cacaaagcaccaagat aaa
gcaagagagt ct caat aat t gagt at aagaatt caacaccatt att gaaat gt ct t agaaaaaaaaaaacgaaaacat gct acaaaaact agat
gaaaat gggaagagt agaagt at gcaaat gt gat aagcaaaagaaaat ggaaggggagaaaaaaactctttttttttttaccgacgcgt gcgeg
t cat gcacgct t acgegt cgat gggcat at t ggt t gaaggacgcgt acgcgeccaggt gcgcgecacgegt gect cgagt t aggccggaggcat aa
t gt cggcccaagt ct ggcacaact ct cgggt aaaagt accggggt gcagat t gt gcaat cgacgcgegegegeacagt gt gcgt gcgegt geat
t gcgaact t aagat gat gt gcgegt acgcgccaggt gcgcgecacgegt gcat agact t gt gt ct gaggcccaat gt t cgcacagt ccaggcect a
actctcgggtttttggct ggggttgaatttttt gcatccacgegt acgegt acagt gcgegt ct gecgt ggt t ggt cgaaaaat get caggt geg
cgtacgcgt t aggt gcgcgcacgegt ggat ggt gttctgtttttcagaaaatatttttctatgttttt gcaccaattcaggcattccaaacctc
caagct act accaaaacaccct aaaaccttatttaacat gt t aaaat act aat t aaact ct accaagt at t ct aaacat gaaat t aaact agt t
ctaccaat at gt acaaaagat aaaaat gaaaat gagaat ct acct acaat ggcaact caat t cact t at t aacaaact aaaagagt at ggaaag
agtttaccat ggt ggggt gt ct cccacct agcacttttatttattgtccttaagttggacttat ggggagcet cct cat caaggt gget t gt get
tgtattcatcttggaacttccaccaatgcttggttctccattgtgccccaagattcttt at ggattgagccaagt gtt gatggagttcttcaca
agcttggggct cccaaagttgatcctettcttgt gatccgggat cccacactttattttcacaccegt cttgaggttgatcatcattattagtce
cat ccgggt ggt gaacaagat gaat t ct ct at gaagt gcccaacaat cct cct agacccatctattt gt gcact attccaacctttgtattcaa
ctcttgaagt at caaccaaaat gagcct t gattt gcaacgccaaccacgaaacatctttcgcettacgettcat cccacaaageat cctaagttg
accat ccgttt caagcacgccat act caagt gggacaat aaagct aat agaaat gaact t t acccact caagt gagggagt agat ggcaacct a
ggt aaagaagcttt ct aaaaaaccaaagat caaaattatctgatttctctagcct cagaaat aaaggaaaaat cgt gact actt t gcagt gcat
aaaaccagaaaaacagcagcagcat gt gat att caaaat t caat at aaaat ccaagtt aaat ccaat gact tt aaaaat t aat gt agt t aaact
ttactcatccaggtttctttctcgattggttctgagttaataccatttttaat gaagaagttacttacttggaagttaagt aaaaat gagt caa
aatctgtttttgaaaccaaaaagcttagtacctttcaatttgaataaattttattacaaaactccaattgagctaaattttgatttgggaactc
ctagct cat ccagaaacaagt gt gt cttagttt caacccaattgctatt caattct aagagtt acaagt att ggaagt t gat gcat agct t gct
gaaatctgtttcttttcagatttgaccact aat attaaaaaaatttacaactcccaat cctcaactcttaaaattctgaagttttagagaaata
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aagcaagtt aat caaatttt at aaaaaaat t agt tt cgct ccaaaact caact cgt agaagt cgcagcaacacaaacaagttgctgccctgttt
gaccttttttgctgcaggacagatttaacaacct aacttt aaaaattt gccat aaatt gt atatttaacaaaaaggtcccaaattttttagttt
agtttcttatattcccaagtttagcccaaacttggtctcatacaattccgatcattacat aattagttacggcat at gcaat accaccacaaca
caact ctacat ccttattaacaaacaccaat cct aat ccat cat aaat aaat at aagagcacaccatt aat aactt ccacacct cataattcca
at at at aaat caccaacaaat ct att ccaacaacat t acaaggct aat cat t aaat acaacaaacaat t caactt atcct at ggtt cct ct aac
ctaagttttcacaacaccgt aaat at t aaacgt gcaaaact t aaat cat acct t ggct gat cact t aat t cacccaagt cagcct ct caacaca
aaat cacagcccct ccaagct caat caaacagccccaaagcaagcct t gt caccaacaaagct ct aagt aat ccaaat t caagt ccaat gcat a
aacaccct ctt aaact acacct aat acacacat at atat gtt ccaatt cagttttctattaccaaaaat aagatt gagct agggt t agggt gt t
ctttccatacccat at gct caat agct t gagcccacaaat t ccggaagct aact t gaacct agaacat agaaat t gcacaagat t caccat agg
tttctaagtttaccaaagaaagagggat agggatt ct gaagtt aat aggaggct t accagt gaaat t gt t t agat agaaaggt ggagct cgacg
cgct gagcgegt ggccgecgaacggt gcggcgat cggagcccgaacagaggagt t at ggt ggat gaaagggt t agggt t agggagcet tct ct ccc
tttcctccaattctgttttggegttgcagcaact aat gaggaagaagaaggct gccgtttcctttatattatgggt ccggttggacct acggge
tcggtttgggccccgatt caaccggttcggtccttccggtccgatttt gagccaaattttcgaatttgatattaaaattctcattttgatgage
tctatcctattttaatattagttttgecatttttagcttttctaatttaaatacaatttattaactaattaattaccgattttagcggggtttac
attattcacct act gaat cat aaact act aacgaaaat at t aact agaat cgaaccacacat caaccact t gatt ggatt caaaat attaattc
actttactctggttcaattgacaatctgaacttgaatcattaattatcttcaacaacgagataactgtttaaaactcatttcaaagtttgattt
t aaaaacat agaaaat gaaggaaat cgcgaaaaacaaaaaaaaagat aacgt agagaacgaacaaaaaat at agagat agaaaagt acat agat
cgaaaat gt t aaaaaat t t aagaaat gaaacaaaact cct t caaaaaaaagttattatatatttacgcattaattgaaaagttgtttaaat agt
aacgcat gaggt aaat t aaat t aaaaaat aat at at at at at at at at at at at at at at aaat t gt t gt gacgaggat gct at gaat aagaat
agat gt ccat t aat gagcaattcaattttct at gtt gagaggaat aagt ct tt at gt t gaaggaaat t aat gaggt t t gaaaaagcaaagtttg
tttgcctat aaaaacat gt acgaggcaaat ggaat at acacagcat caat aaat aactctctctctctctctcttttgecattgcaatatttctt
tcactctctttatattttatatttgttacatcttccttatttatttatttagttattatataacatgttatcagcacgaagct ct aacaaaat t
ttaagaagact t caggt aacaaatttttattat gt caaaactctttcatcttgaatataatgcttttgatatatttggaaacaattatttatca
t ggat act agat gt t aaaat ccat ct t gat t caat ggat ct t ggagat accat t aaggct gaaaat aat gcat cccagaat gat aaagccaagg
ccatgattttctttcatcttcatcttgacgt at gat t gaaaaat gaat at t ccacat t aaaagat cct gcagat ct gt ggaaagacct t gaaaa
aaggt acaat cat gt gat act t cct caagcccaat at gt t agagaaaact tt ct ct acct t ccat gcct cgaat gt gct cct gcagt agcaat ¢
gagaaaaaggat t t aaaaaat at t at gagctaatttcttgcctttttgtt gct gaacgcaacaat aagtt gct ct t aagaaat cat gaaacgcg
cccagct ggcget gececccat ttt ct gaagcaaat ccggcaaat t at aaccccagaagaggt aaat ggcaagat t t t gat aat aagaaaaat t at
t gaaggaaaagaaat t at gt t cacaagaaaagat ct caccagaagt gggat aaagaaagaaacaat gggcaaagt at at caat t gaggat aaat
atttccgttgt ggt ggaaagggccat t ggt cacgt acct gt cgt accccaaggcacct agt t gat ctt t at caagcat cct t gaaaaaggat ga
caaaggaaaggaaat aatttttattt caaat gat gaaaattccaccactcattaatatgtatctaatttcttcaaggattctgaaggaaatatt
gggt at t t gat caat gat ggaat agt tt gat at at gt at gt gt t t gt t aagt at t cat gt gaat aatt tt act gt gcat gt act t ctact catt
ttattattattatcatttgtttttgaagaaaaat ggcaaggacat att ct gaagatatttgccttgcggat agt gcaagtttgcacact attct
t aaaagt gat atat at tt acccat ct t gt gccaaaagaagagt at gt t aat act at t at t ggct cagacaat gt gat agaaggct ccggaagag
ctataattttgtttcctggaggaacaacat tt gt aat aaat aat gcact at t at ct agcaagt ct ct aaggaactt gt t gagt t t caaagat at
t cgccgaaat ggat at cat at t gaaacaat gaat gagggaaat cat gaat at t t at gt at cat aact cat gat t t aaat aaaaaagttatatta
aaaaagttaccctcactttcatctggattgtattataccaagattagtgtaattgaat cacat gccatt gt aaaccagaagtttactagcccaa
at gaat t cat aact t ggcat gat agat t aggt t at ccggaacaaccat gat gaggaggat t at t gaaaact ct cat ggacat t cact aaagaag
cagaagattcttaaat ctagt gaattttgttgtgct gcat gttctcaagggaagttaattttaaggtcat caccagtaaagatt ggattt gagt
cccct gaat t cct agaaaggat t caaggt gat at at gt ggacct at t cat ccact at gt ggatcttttagatattttat ggt ctt gat agacgce
at ctt cgagat ggt cacat gt gt gcttattatcttctcgcaacct ggcgtttgcgagatt act ggct caaatt att cgatt aaaagcacaattt
ccaaaaaat ccaat caaagcaat t cgt ctt gat aat gct ggt gaatttacttcccaagattttgat gcttatt gt at ggct aat ggaat aagt g
ttgaacat ccagt agctt at gt t cacacaaaaaat gggt t agt agaat ct ctt att aagcgctt ccaatt aatt gct agacccttgcett at gag
aacaaat ct cccaacctcggtttaggggcat gctattttacat gcagcat aacttattcgtttgaggccaacgagttaccatcaattctctcct
atgcaattagcttttggccagcagccaaat atttct catttaagaatattcgggt gt gcgat at at gt t cccat t gcaccacct aat cgcacca
aaat gggaccccaaagaaaat t ggggat at at gt t ggat at gat t ct ccct ct at agt aagat at ctt gagat acaaacgggagat gt atttaa
agcccggtttgtggattgtcatttt gat gaat caaaatttccagcatt agggggagagaat aagct t cct gaaaaggaact t aat t ggaat gca
tcat cgttgatgcatttagat cct cgat cagggcaat gt gaact agaagt t caaaagat t atacat tt gcaaagaat agcaaat gaat t gcctg
atgcattttccgat acaaagaggat aaccaaat ctt at at accaacgaaaaat accccaat t cgaatt gat gt cct agt aggacaagt agccac
t gaagcaaat t cacgct agaagt gt ggcagggcggaaaaagccccaat t cgaat t aat gt cccagt t ggacaaat t gccaccgaaacaaat aca
cgccaaaagcgt ggcaggcect gt cggt t ccaaagacaaaaat cct cgaaagagaaaagaggt aaat att attctt gtt gaaaaaagacat agt a
gagacacct gt agt t gt ccaaaat t ct gat at aacgccagaagacgt t caggt acct gaaaat t gt gaaaat gacgagat ct cgat aaat t at g
tctttacaggagagaaat gggaccgaaat aagacaatt gt caat gaaat at tt gcat at aat gt gacat t aaat at cat gcat gaaaat aagga
t ctt gagccaagat cagt cgaagaat gt caacaaaggaat gat t ggccaaaat agaaagaagccat gaaggct gaat t agact cactt gcaaaa
cgt gaagt ct t t ggacct gt agt ct gt acacct aaagat gt aaaacct gt t ggat accaat gggt at t t gt aagaaaacgaaat gagaaaaat g
aagt t gt gcgct acaaagcccgactt gt ggcacaaggt tttt cacaaaggcct ggt at agat t at gaagaaacgt att cccct gt agt ggat gc
gataacattgcgttatttggtcagtttacctgcatatcataaact gcat at gcatttaat ggat gt ggt aat agcctatttgtacggetcatta
gat cgggat at ct at at gaaagt ccct gaaggact aaat at at ct aaaccat ccagt gaat att t gcaagggtt at act cagt t aaat t gcaaa
gatctttatatggtttaaagcattat ggacgaat gt ggt gt aat cgtctt act gagt at ct ggccaaaaat ggat t caagaat gat gat at ct g
tccatgtgttttcataaagaaat ctgcatctggattccttataattgctgtgtacgttgaagatttaaatatcattgggactcctgaagagatt
ccaacaat t at aaaaact ct aaaagaagagt t t gagat gaaagat ctt ggaaagact aaat t t t gt ct cagt ct gcagat cgagcat acaaaaa
atgggatctttattcatcaaacgacat acacagagaagat ctt gaaaagatttt at at ggat aagt cacat ccat t aagt accccaat gatt gt
aagat ctttagat gt ggaaaaggat caact ccat cct aaagaagagaat gaagat at cct t ggt cct gaagt accat at ct t agt gccat t gga
gcgct aat gt at ct t gct aat aat acgcgacct aacat at catt cgcggt gaat tt accagcaagat at agtt cct tt ccaaccagaagacat t
ggagt ggaat caaacaaatttttcgat aat ggaacggttgatataggattgttttatccttat ggatccaagt cacaact agtt ggct at gcag
ataccggat actt gt ct gat t cacat aaagggagat ct caaacaggacacct gt t cacat at gat ggt acaact at at cat ggaggt ccacgaa
acagacgat agcagcaacct cct ct aat cat gct gaaatt tt ggcgat t cat gaagct agt cgcgggt gt t t t t ggct gaggagt ct gat t caa
tatattcggt cat cat gt agact gat t gat cat aagat agct ccaatt at cct gt t t gaagat aat acagcat gcatt gct caact t aagggt g
gat acat caaaggt gat agaacaaagcatatttctcccaaatttttcttcact cat gatcttcaaaat caagggacaatt gat gt ccaacagat
ccat t caact gacaat ct ggcagatt t att cacaaagt cact cccaaaaccatt ct tt gaaagatt ggt acat gagat t gggat gcgct gattt
cgagacat t aaat gat gt cggcaagagggggagact at t gat t cgggt gggt t t cgt aaaaaat at at t aagcagaaaat aat ggt t aagat ga
gagat t cggggt aagt aaat t t gt gagaaaaaat actttt att aat ggcagat aagcaat acaaaaact aat gat gagaaat agaggt ggagaa
caagt gtt gagacct ccact aat gt cacaagaggat aaat gagt tt t gt t t aaagt ggacat gggt t ggt t aat ggtt gt caagt gttt t ggga
gaacacct gaatgccagttttttact cgt gaaggcgat gaat at aat gaagaacaaaat gagaggaaat t t ggggagaggaaaagat aggt ttt
ttagcttattagcttcaaaagttagaaagat ct agaagaaggt gaaggt gaaagt gaaaagt agt gaaagt gaagaagaagat gat cgt aat gg
t aat ggt aaagggt gaaggt gaaaagt gagcgt gct tt acaaaggt ggctt gaggt cct tt tt at agt gt aaaaccat gat gaagaggagat ct
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attgtccaatggttttagtctgacatttggtttactgctttttccaaaatatctttaggtgttccact ggaaaggt aagaaat t gaat cct gca
cgtt aaact aaagct cct gacacgt gacat t agt gaagggacat ctagtttggttttcttttaact agat gacacatttacact ccaaat ccaa
ccaat ccactt ccaccaat at agt t t ccact gaagagaaat t caact cct caaggt gttcttttgggttccatccttttagcccaatactttta
ggaggaacttaactcttttttgaccatgtttgt aggtcatt at aaaaattaattat gt acaaaaaatgtttatatttttagtacacaat caact
gtactcttttttttttgtcagatttttttcattggattttttttacaaggttttt aat gaggt agt cccattacaatggattttgtactctttt
tctttcactaaggttttttttccactggtttttctttagtaaggttttaacgagacat aat cct aaat ggacat ccaaaggggagt gt t gt gac
gaggat act at ggat aagaat ggat gt ccat t aat gagcaatt caattttctat gt t gagaagaat aagt cttt at gt t aaaggaaat t aat ga
gatttaaaaat gcaaaat ttgtttat ct at aaaaacat gt acggagcaaat agaat at acacggcat caat aaat aactctctctcttttttat
attacaatatttcttttactctctttatattttataacataaataactcctacgcaaaggat at at aaagat aaat t gt cat gaat t aat gcag
ttat gcct ggt at aaaaggagcact t gcat t gggagct t aaaaaact aaaaaagagaact cgcaat gggaat caagcacttactattctcattg
gttgaggct t gagat t gagaacaat t cct t t agat aggt gagagacacaaatttaaattttgttgggattttataaatatttttggat aaaata
ataaataaatttttaaaaatttattttttttgatagattagattttttt aaaaaatat caataaatttttttaaagtagtagatatggatatac
aat at acagtcatacactattttcaaattaatctttagattaataatttaatttatttatatttattattgtaagtaactttattaatattttt
ttaaaataatttattcat ataaatcttcagaaatttctttgtttactgtttattggtcactttactagttcactcattattttttaatttatat
ttttaatcatgtttactaaacccttcactacccagcagcttccgettagtttegttcectcttttcagaagtgtttcttgagtgaactgttttga
cttttgtgttaaccacaact ctt gt gcagcacat acacacaccacgat ccacttcttcaaacttcgaacat ggcat ccacctcttgttcagett
caat cccaccgccaccaccaagat cat gcacct at cacgt gtt ct t gagt t t t aggggagaagacact cgcacaggcet t t act agccat ctct a
t gccget ct cagaaggaagggaat cacaacct acaaagat gacaat aacct t cgcaaaggcgat at t at t t cagat gaact cct gaaagcaat t
gaagagtctatgtttgcagtcattgttttctcaccagactacgcettcct ccagttggt gctt ggat gagct ccaaaagat cat ggagt gcaaca
acaaagt ggggct acagat cgagat agt gt t ct acggt gt gaagcct t gt gat gt gaggcaccaaat aggaacct t t caggaagct t t caagaa
acacgaacagagacat ggcact gagaaggt t caaagat ggagagat gcgt t aaaacaagt t gct gctt at t ct ggt t ggacct ccaaaaat cag
taagct aacat at cattaattacacttgttattacttcaatttatctgctaaat gatact gat at gaat aaaaagatt at t gaaacat aaagaa
gt gt acccaaaagt aagat agat cgat cgaaagcaaagaaacaaact cgaaaat tttat at at gat tt cct gaaagct tt ct aaat cct gcat t
atgact act gcgcttctcegt cat gt aat gt agctctttttatcttcaaaaaacttat at at at at at at at at at at at at at at at at at at
atat at at at aat t act aaaaact t t aat t caaat at aat t aat t aat t at caaat aat aatt agt tatttaat gaagggt gaat acctatttt
gacat ctgataattttttggaaggacttcgagcgaccaaaaaaat ccttctat caataatctcttttcaaaacatacttat at gacacgtt aat
tcctaatatattctttatttaatttttat aagt agaaacaatttaaatatttcttagttttataccataaatttagctaatgtatttgaaaaag
gt aacaacaaaat at agaaaaaact aaacggt ct t aacaat t at ct tt t aaagacaacgagact cccaacaaaaaaaat t gt caattctagttg
gctcttaat ggat t aat caagaat at aacaagt cat gt aggct t at t ct at t aat acaaagaact act cat agaagt aat gat t aaggggcgaa
aatgatttctttttgttgagagtctcgttgtctttcaagataat ggtcagagt cgcttagggtattttctctttgggagggacaaaaaat gttg
gggt t aaat agagacgaaagaact aaat t gggt ct aagt t gt aat t t t gt cacct aagt t agt t at t gt acact t cagcat ggcacat gat agc
cacat t agcact gaat cagct gagt cat aat aaaaaagat gcacat aaat t act at ggt gt t gggagct caat t t ggagaat caat at agt aaa
attggaact t cgaaggccaaat t agat aat t ccat aaat agcaggacaat t at aaaaatttact ctattt aaaat cccacatatt acaaattaa
accccacaaaat caagttcattactatttggcggat cttttaaaat agggatcgt att gt ct caact ct caaat aagaat t t gggagct aaagt
gtccctgtgtttttggtaaggggt cat gt aatcttttgt gaaaat gt acat gacggggttagattttactcttgtatt gagaat gaatgatttt
actttgttgaatattgcgttatgttttttctttttatttttttaactggacat aaatagat actaagagttattattttttatgatgacttata
taacttgaaattcttttcctatttaagtatttaacagtcttagtatacggttggttagtataccacgt aattaataatgattcagttaatcatg
aattaaattaaatttataaaaattaaatacatatagcttattgcaaataaatttcgtaaaagaaaattgattttgtaaacttttgttgtcttgt
tttgtattgtttttctttctcttattacaaattttcatttttttaaaaataaaagtcgttgctttattttcctatgtcttgctagacttacaaa
gaaattat ctttccct gaat agggacgaggcagt act t gt ggaaaacat t gct caacat at at t t gaaat at t gat t ccaaagct gccat cttc
aat gaagaat ctt gt ggggat t gaaccaagagt ggaacaagt gat t agt caaat aggcct t ggat t gaat gat gt t cgct at at aggcat at gg
ggaat gggcggcat aggt aagacaact at t gcaggagt agt ct t t gaaaccat t cgaagt agat t t gaagttgcttgetttcttget gat gt aa
gggagcaat gcgagaaaaaagat at t act cacat acaat t gcaact t ct t gat caaat t aat at gagt t caaat gct gt t cat aacaagt at ca
t ggaaggacaat gat t caaaact ct t t acat ct caaaaaggt acttctt gt tctt gat gat gt aaat cat gaaaaacaat t agaggat t t ggct
ggggagaaagat t ggt t t ggt cct ggaagcagaat aat aat t acaact agaaacgt agaggt gct aaaggagcaagaggt gcat gaaact t at a
aggt t gaagggt t agt ggaaagt gcagect ttaacctcttttgtct gaaagetttt aaaaaaccagaacct acagaagggtttttggatttgtc
t aaaaaagt gat t aagt acagt ggt ggt ctt ccat t ggcactt aaagt gt t gggtt ctt at ct t aatt ggt agat ctatt gcagt t t ggcat aa
t gct at t gaaaaaat aat gaggt t t t cacat t ct gaaat t at t gat gt at t gaaaat aagct at gat ggt t t agat t ct at ggaaaagaat at t
tttctagatattgcatgttttttcaaaggat gt gaaaaagatt at gcaacacagat at t agaaggat gt ggt t at cat gct gaaattggtattg
atattttgattaatagatcattggtcact at aagt gact at ggt at act gggaat gcat gat ct gct t gaagaaat gggcaaact t at t gt aat
t caagaat ct ccagat gat gct agt aagcgt agcagat t gt ggt gt t acgaggat gtt gat ttt gt act t act caaaagaaggt aagt gt cat t
tttttctcaactacaggat gcat agaat t aaaat aagaat t t gt gaagt t ggt agt t gaaaagt t t agacgat aat t t agt caaactt gt t caa
t cat ct aacgatt ct caaat at caact t cacat aagacgact at agacact aagaacaggacaggacaagacact gaagaaaattttgtattct
tgtattttgtttggt gat aaact agaacaaattattgaaattcaatttattctcattttttttcattt aaaaaatttaagatgaaaaat at aat
aat aaaaaat aaat aagaat aacgaaaaaaaat gaaaaat aagtt gtt at t agt gt ct ccgt gt ccttt ct gccagaat ggacacaaaat acac
taatttagtgtctctagacacattgtctctgtctatgtctcatctgccaaacacgattctgtgtttatgtgtcectctcagtgtcetgtetttt
ctgtaaacaaatgcagtctat gt gacttttcaccatgtatttaatattctatctataggtaattaaactattttttgtttttatggttttctca
atcagtatagttttttcattggttttcttattgtttatttattaatttatgtgtatgt gt aggaaact gaagcaact cat agcat cgt t ct aca
t aaggt gt acat gaagact gaagggt at aggagagatttatctttctcaaat at gt gcaagct aaagcttctcattttaggtggect ggt aget
cccattctctgecgatattccttgtacattaaaggttttgeattggagaggttgt ccaat ggaaactttatcctttat ggat caat gct at gaac
ttgttgaaattgatctgct cggt agcaaaat t gt ccagt t gt gggat ggaaagaaggt aaacct t t cat t gat agct ct at caaattttattac
gttaacatttccagcaaaaat agt aaccatgtgatatttctttaatgttttccaggtt ct aaaaaagttacagcactt gaatttgtccagctgce
cacaagct gaagcaaacaccagat cttt ct ggggct t ccaat ct t aaaacact t cat ctt gagcat t gt t at gagat gaat t at at t caaccgg
ctct cgcacaccacaagagcectt gt t gaat t ggat t t agggcaat gt aagagt ct t gaaacact t ggagat aaat t ggagat gagt t cact cga
gacact agat ct t aat ggct gcagt agt t t gagaagact gccagaat t t ggggaat gcat gaaacagtt at cgattcttattct gacagat aca
ggt at agaagagct acccct gacgcet t ggaaat t t ggccggegt gt ct gagt t ggact t aact ggat gcgacaagctt act agt cttcccttct
cacttggatgtttctttggcct aaaagagt t gat gat aagt agat t cgt ggagct t agt t gt gt t cct t accgcact cat gggt t agagt ccct
cact gctt gggat gat t ct gacaacccaaat at t gt t ggact ct t gggt fleHlelielietiéocct cacct ct t t gagt agcct gaaat t agaagga
tgttttgaaacat ct agagaaaacccgaccctttactacgatcttggccacttagaat cgttgacggatttggatttatcggacaactcttttt
t aaaagtt ccaat aagt at ct at aaact t cccagactt acacgt ct gaat ctagat tatt gct gt t acct gaaggt ttt gccagagettccatc
aagt ct aagagaat t acgcgcacggggt t gt gat t cact ggt t gcat ccaat gt gaat gat gt t gt at caaaggcgt gt t at ggct t t gcagaa
t cat cgagccaagat cgt gaagacgt ct t gcaaat gt t gat ccat gggaaggaaat t ccagcat ggt t t gagcat caggaacaagacaacggt g
tttcagtctcattcccgettaattgecct gcacct gaat ccat cgecactttctctctgtttcctattacaaggt aaagegttcttaagcaaaca
gccat cagt gat ct gcaacggt aaagaat t cat caacacgagt tt att gaacgt gt ggt ct agt t cat at aat t t gt gcat t gt ct gcgt gaac
agttactattttagtaacctgttatgccaacacaat cacttccaaatgctatttcccagtgattataacat ccgagt acagagat ct ggagcac
gttgggt gt gcaagcaaaacat t caagat t t caagaaaggaaaat ccgaaat agggaaaagaaaaagaaact ct t gaaccaaact t ggt cat ga
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tctcacattcttcagettct gggaacaagat get cgt ggtt gccecttt act gcat gaaggagaggaagagcegt gct gccacaacggagggegt
tatgcaccatttggcgtct cgcaaaaget ct gacccacct gaact cttacctctcttecctttgeattcccacageacttgget ctaatagetc
atgacacaggt ttct caat at at aacat gt at cat t gcaaaat t t agat ct cat gat acat gacagagcacaat ggcgt catttgattcatgta
gccaaccccacttagt gggacaaggetttgttgttgttgtttatt gcaaaatttagat ct ctt caget aaatggttccccagatttgaagetta
act gccat gt gaaccccagaaggaaat t t aaat ct t ggggacaaacagaacacat gaagggcegt at at at att t ggggcet aat act agt t gt ct
ttagggggt gt cacaaat gcagacagggt cct gt gctt at gaaaat ccggeatttgtttttgat ggagaat tatat ctaccgaagetctecttt
atgtcacttttcaattttcatgtcgcttcagttagtcttcaaaaat caggtaattgattctatttattatggatctatctcgettggettcagt
taagttgaaattattcaggccgatgatcaattcagtttatataaatatgggtatttcatgtttgtattttagtttgttaattctttttctttca
acttttgt gaaaaat aatatgttgggttctgat agaggagagt ct gt gt t at gcaatt act gggaat gt gctt ct gggat aaattgeatgtttc
aaat t gt ggat at gagaaaaaggggat ggggaggaat at gaat t gagcattt ggaggt t gt at t t gagt t cacgt gt gat ggcttttctatttt
ttttaatatcttgggaaaagcaacatttaatcttggtttcatgt gt aaattgtt gcaacgaagttacagtgattttgtttattgggttggaggg
tttttaggaagat ggcact t gagat t gt gat at gaact gagat ct agcagaat t aaggat att at t gat gaact agggat t gccaat t agcact
ccct agaggat t ct acacagt t ggaact accaact cagggagagggat t ct ct cgagt t t ct aacagaat t cacaacagaaaat gcact at ct ¢
taaactaactataacctagct at t t at aggcagt gagt aat agagt ct aacaacct at cagccagct ggaccat gct aacaact cct aaaact g
acacttaacttctacttaccacagcccaaccct gt t agt agt aggegt ct ct at at cagat t gacaat gt t ct gaat afififiooottot ttt g
gct gcagcat agagt gagat t t ggcaagcat aacgagacaaat t cagat t cct t acagagagt gaagt agaaaat ct acaagccat agcaaat g
tcaacttagttgccattcttgtaagtttccagttgtctaattctgt gggttatgtctttgatgtaccccattagaactttgattactaatgttt
gat gatcaactaatttttaatcacacattcttttaagagttcttacttgataagcttttaatatgctatttcttttctttaaacagctatattt
tttcaatttgagacatctttcctttccaact at gt caaggt ccagcttt cagacaaaagaatacacattggtccagctttcaatcaagttcatc
ttgaattgttatcagaggatttgtcagtccaggtgectgtctagttctgatttttttttatcctttaatttgaaaacttctaatcttatggtag
ttgaaaat gaattgtggccttaatattggtgtaggatttttccttttataatt at ggt at gaaaaat at at t aaaaaaaattccactttgtgaa
attact aaaagat at gt t gat gt t gat gt cat aat cat aaat t gaat aggat at aggt at ctt at aaagt agaggt tt ggacaatatattttta
t caaagat aagat at at t gacagaaaagacat ggat t cact aggaaat t ct gt cactt caagct gat aaat gt gat caat t acct t t at aaagt
ttcatggcattggaggaatcattgeattttttcctectttgatgtaacttctttt ctaat aaat catgt gacattttcaggaaaat gagatata
aat gt at aat at gt at gat gaagt t ct at gaagggt t aat gcagat aat t aact gaagt gct gaagccaat tt at at cct agt gcaat aacttc
aat agt t aagt gct gaagctt gggt agatatattctaatattttctttgettagtttct cact gatgacattattttgtgttat cagettcaaa
ttacagaggcagttggatacttactttctcctt get cacat gt get ct gtt caagctt aaagaat ggat actt gtcctgcttactctgttaaga
agt t ct gaggt at ggt t ggat t cgt t gacat gat ct cagcagcaacggt gt caaaat aaat ggt aaaaat gt aat agat gat gaaaaat agaat
tcttaatcatttcgttatatatataatat gaggt gacaacagcgat aacact gacat gat ataat t at gt t aact at gt cggact ggt acaagg
ctagt caaat ggcatt act at t agat t cct aacat gt gaat agt t ccaat gt ct cagcaat t agt gccct cttatctttggttctacattattg
ttagatgatttttataacatgtttggaattaaacat gcaaat cggagaggacatttttaagcaaacacagcaat atgccagtaattattgcatg
tcttcactgtcattgeacttttcctttt gt aaagggagt catttagacat gtatttggegtctttttaattccattctagcaaaggttcacttt
gttggcaagtgcattctcctaatgagactttacaggtgetttttgacttattccat cat gatgttcagcat acagcaccat gct gcagect gca
ggtatatctaatttagattactgtgggaaattatagcat gccagaat gt aact aaat aat aat t aat at agcat at aaat atggtttctgecta
ttacgtgtgcactatagttacaccctacatttgttgaatatcaagatttacttgaagacattgaagagaaact at cat caatt gcaaat acaga
agaat aat gaaact ggat ct acaact at at t agaat agt agaaacagagt cacat at ggggcaccacaccattat t t at ct gt t gaagat aagc
agct aaaat aaaaatgcatttgtggattttgtccatgattatggtaattttttctactctacttttct gcaaaatagatacaatttttttaaaa
gaat gaaaaat gaaaaaaaaaagagaaaagaaaaagaaaaacggaacct aaagaat gtcttatctttttattgtgttgt gt gataatatgctca
aacgt ccaaggctattttatcctttttttaattatttttcctcttatttaatttct cattt gaagagt accacatatttttgeggttcat aaat
cttttgccactttataaaaaagggttcactttcttgacctgtgeattctectetttcaatgttacatattctettttacttgtttcctcacaat
gtgcattct cat gaacaaaat at at gat t acct cct gct at ct gt ccat t gcagact cat t caagattt at t ggaagagaagacttttgcaatg
att gaagat at at gagagt gaat gt agatttcatctttgcttggtatacatgttttcttgctgacaaagttat at gcccgagt gggtttcttca
ccttgatctgettgaaaget ccgat ggat t at at ct caaacat aaat ggcccat gcattcctttattatactt gattgt ggt gacaagcaaaca
ttgtttatattctggtaaaccatggttttcatcacaagtcattttgctggtgct aatcccatgaat at gccgt agtttgt gt ggccagacgt gt
gcatataattttgaggagtgcattattctcttcacttttccatccaaattgtgtaacatttttttttctgatttt gtaaaatat gaacagacce
atttgtatataatatattgttatgctccctttttacccttccttageatttcacagetcaattcattttttggttgacttggtttgttaagtat
tgccatcaattctttgttaggagt aaact cttagttaaatttact gt gt gcaaaaaaat aaat aaat aaat aaat aaat aaat aaat aaat aac
agaaaat aaagaagtt gt aaaat at gat catatttaccatattttgttctttctaacgt gt atttcacaaaat ct ctt ggt ggacagaaacaag
t caat aaagcaaggt cttt gt gcaaaggt t gaaggttccctattt gttt cct gt agt gt aggccat agt actt cat t aaccaat cagat t ccac
aaacttcctatattcagagtttcacacacgcatgccatgatcttatctcttgttccttagt ct acaagcacccaagaaaccacact get acaag
ctgcagatttcagttattcacagcgcaact cactctgctttttget gagat acacat ct gaact t aagcat at ggagt ct gct at aggt agagt
ctcttctagtccattcctaccaccacgat cat ggacat at cat gt gttcttgagttttaggggacaagacacccgcaaaggat t cact gat cat
ctctatgcttcact gcagaggaagggaat caggaat t t t agagat gat at gaacct t gagagaggt gaagt tat t t cacat gaact t ct cagag
caatt gaagagtctatgtttgcagtcgttgttctgtcgccaaact atgettcctct cctt ggt get t agat gaget ccaaaagattgttgagtg
caagaacaacct ggggct acagat t gt gccagt gt t ct acggt gt ggaccct t gt gat gt gaggcaccaaaaaggaacct t t gaggat gctttc
aggaaacaagaagagagat t t ggaggagacagt gagaaggt caagagat ggagagat gct t t aat acaagt t gccatt t act ct ggat gggact
ccaaaaat cagtgagttcact gt ccatcagcttcaattgttttatactgattatgtgeccttacat aaat at aaagt aat t gt cagcaagt t aag
gtgatttaagattccaacattttaagtagttgt cagcaagt gt agact gat aact gagaggaccaaat gaccaat cttattat acctttgatat
at aaaacat aaaat aaaacat act t ggagcaaggt t aagcaat t cctct t gt caaat t at gct ct ccacat get at agt agt t gaagaaaacat
gcaagtcattcatattcagccaataatttgagaactttatttatactcttccttctatcctaataattctaatttgttttttcaaat aagaaaa
aatgttaccttattttgtatgcgtttcattttagacccaat aaaaagttctttcttatat aggcat gaggcaacactt gt ggaaageattgctc
aacat gt gcat acaaggct aatt ccaaaat t gccat ct t gcat agagaaccttttt ggt at ggct t caagggt ggaggat gt aact acact cat
gtgtattgggttgagtgatgttcgatttacaggcat at ggggcat gggt ggt gt t ggt aagacaact att gct agagcaat ct at gaagccat t
gaagat caatttcaaattagttgttttcttgctaatattagagagacat gt gagacaaat gggat act t caact acaaaaaat t ct t ggt gaac
atattcat gt gagt agat gt act t t cagt aat t t gt at gat ggaat gaggat cat aagaaat t ct t t at gcaacaagaaggtt cttattgttct
t gacgat gt gaat gat gt aagccaat t ggagaat t t ggcagggaat caagact ggt t t ggccct ggaagcagggt aat gat aacaaccagagat
atgcat ct act aaagacacat gaagt gt gt gacact t at gaggt t gaat gt t t agat aaaagggaagct cttcgtttcttttgtt caaaagect
t caaacgt gat gt t cct gaagaagggt at t t ggaaat gt cccat gaagt ggt caaat at act ggt ggt ct t ccat t ggcactt aaggt t t t agg
ttcttatctttatggaagaaat gt cagt gctt ggcat agt gct gt caaaaaat t aagaagt gt t ccggat gccaaaat t ct t gaaacact aaga
ataagttatgatagtttggattccatgcaaatggaaatatttttagatatagcctgettttttaagggaaagect aaagacaaagt attagatt
tatttgaaaagcgt ggttat aat ccacaaattgaaattgat gttttgattgagaggtctttggttacagt aaagcaggacatagatgtgtttaa
gaaaaagt tt gat gt gt t ggaaat gcat gat tt gct t caagaaat ggggagaaact tt gt cat t caagaat ct ccaaat t at cct agt aaacgt
agt cgat t gt ggt ct ccagaggacct t gat ct cat gct t acacaaaacaaggt at gt gccaact ct tt cacaat t ct aaggt gt t ctagcact t
tatttgtatttcaacttgctccataagactttctcatattttaattttctatacagggaactgaaacaattcaaagcatagttctacctccaat
aggaaat gggacat act at gt gcaacgt t ggagagacaaagct t t t ccaaat at gagt cagct aaaattt ctcaactttgattttttgagagcet
cat attcatat caatattccaagtaccttaaaagttcttcactgggaactttgtccact ggagaccttgcccctt gt ggat caaagat at gaac
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ttgttgaaattaaaat aagttggagt aacattgtacaactttggcatggatttaaggtaagactcttttttctttacaaattctcaggagctct
ttcaaattctgttacattagcctttaaaaacttggcaagtttaacatatttctaatgtgatcagtttctagagaagttgaagcacttggatcta
agct gt t caggct t ggagcaaacaccagat cttt caggggttcctgttctt gaaacactt gatctttcat ggt gt caccgcct aacacttattc
acccct ct ct cat at gccacaaaagccttctt gt gt t gaattt gt gggagt gcacaagt ctt gaaact ttt ccaggt aaat t agagat gagttc
gct caaggaact ggat ct t t gt gagt gt aagagt t t cat gagt cct cct gaat t t ggagagt gcat gacaaagt t at caagactttattttcag
gacat gact at at ct gaact acccat at cactt ggatctttagttggcct at ct gaat t ggact t aagaggt t gcaaaaagcttactt gecttc
ctgacagt at t cat gaat t agagt ccct cagaat t ct gcgt gctt ctt ggt gct caagtctttgtgattt gecacattct gt gt cagttatacc
ttttttaagcatccttgacttacgagattgttgtctaactgaggagtcattcccttgtgatttcggacagtttccatcgetgacggatttggat
ttat caggcaaccattttgttaatttgccaataagtatccatgaacttcccaagcttactagtcttcccttctcacttggatgtttctttggec
t aaaagagt t gat gat aagt agat t cgt ggagcttagtt gt gtt ccttaccgeact cat gggt t agagt ccct cact gctt gggat gat t ct ga
caacccaaatattgttggactcttg
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ccaat t gat ggtt t cagt ggct aagagaagggggggt t gaat cttagcccectttttttggtt gattatactt gct ggaat t agaggagacttt
tctgtttttagetcgtcectagt cacgagactttttcattttgtctcgtcacttggcacgagacattttggtttttget cctgtgcagt agaaa
acagaat t ggagt aggagagagaaaaaat t acacccagat at at cct ggt t cagct get aagt gcagt gcagect acat ccagt ct ccat caca
acaat gat ggaat t t t act at aat caaccagat t acaaact gt aaagt gct aacccaact t acaaggggat t cccacagaat cat gaaacacaa
cat agat gaacaaaggaact ct aaggacat ctatggctttttcttttaatttt gcactctctgectttttccgetctatggetttttcatacaa
acctcactgtttgectttttccat gagact caagacat gacaaagt t aaacagaaaaat act aaacagaat acat t gaaggagaagaaaat tt g
t aagct t aggt agct ct gagact t ct gt gectt gcact ct cact gcttact t ct aact ccttget t caagccat ggct gt t caccecttttata
caggagt gaagcct ccat agt t gaaaccaaaaat caaaccaagct t aact t ct t ct ccaagaaaacagaaccggt t cggccacat agagagaga
agagat aaccat gcaaaacccaacat gcaat t acct ct agt ccttt ct t gat cat cact ct t cat caat ccgagct ct ccat cct t gget t get
ctccaagat ggat tt ct ggccct t gat gct t cat gat gat gat gact t cat ct gct t caat ct ct gecct ct t ccat cact t cgecact ct aget
acttcct gt agt ggt t gagcagaat caaagacaagccat gcct ccaagaat ct cactttget ggccgaatcttcttcttecttttt gageatga
agagct cgagatttcctcaccaaat cttaccattcttggt gaaaat ct cagtcacagctcatttttaattttttatgttttcttgecatcattg
tgatggacttgtagcttgttcttcccttgettcggt agetcecattttgetttcat ggaageeattgtttcct gt gt aat aaccgaagagagaag
gaaagagat gagagagaagagagaat gt gaagaaaagcaat t caaagt gat t aaacaaat t aat t gaagat agctt gct t t tact t ccct gggt
ggcgt gecageact aat cat aat gat t cccat caaat caaagt caagtt ct ctct catgtt ccccat get agtt aat t aaat tt caaat ccttcc
aaagagt gaaat ggaat ccgt t ggaagcat ggaggct t t gctt cat ggat t cggat aaagcat ggaaact t t cat t aat gt t ggget t ggt t ge
aataatacttattcttggcccaacttgtaacatttgetttcgtgatgaatttggat caagcat aggaagcet tt cat caaaat caaat at ggact
aagt t acaacaacat t gagct t ggccct t t t aat gcaacaat t cagccacat aat agaaaacacgt aacaaggct gattgttggttttaatttg
ggcttgeatcaaattattttaattttcggcccaaat aaacctgcattacaaaatt aatttaat caacattaaat ccaaaattaattttgcaatt
tatcatattaataatgtttagtcatcacaaatattaatttagagttttccaaactcatcaccattcttgcaagtttccagttgetttgatatge
aattatt aat aaagaat aacctct at gt t aact agt t ct gt gggct at gt ctt t gat gt acct cat tagaacttt gattactcat gttt gatga
acagctaatttttaatcacacattctttaaagttcttacttgataagectttaatatgetgtctctttccttaaaaggat gtgtaaatcctgat
attccact aaaaat gact gt at aact t gat agcat t t t gat ccat cat ct t at cct caaat gt gagt aatcattttgatcctttggtttt caat
ccat cct agt caggat ggt t t at agcat cct gt cact gaaact aat aacat aagat t agt gggat ct at gagt cgat aaatatattctgtttat
actttatagttagattctgttgggattcaagtttaagt ggt aaaaaat ct cccgt caat caagaat t gagt at t t aat aaaaggat ccat aaac
ttgttgecct aaggtttt ggaacaagat acgeat gttatctaatttgttgettgttaattaat ccat gaat ccat gtageggcttagtttgtce
atatacttaaat ggct at t caat gat gt aagt aggaaaaaattt accccggat t at aat ggcagt at gt at gcat at agcat acgt agt t act t
atgaacaat aatgt gt gattgatttctgttacct gt t cagt gcggat acagat t cacccagceat t gct gaat at caagat t t gt t ggaat agaa
agtagtactttcat ct gtt gt aaat gt cgacgat gaat gaaagaaagt gt gacacat t act t t ccaat gct t gat aggact t caccct ggt cca
cat gaatacattt gt gctat gaggacttttcctctgtatttgattatgcacattgcacacaacagaaact cgtttaggt ggt gat ggcaggt ge
atatatgtatgttagaagattaattattcttttttttttcgtttttaaattcacattttgtttaacagct caaacagttccat ctatacacatt
catt gt gct gcaagcaacaaagt gagatctgttcctgtttttgtgtttattaccttttctttatacactgecaattttctctcttagggtgttat
at aat t aacat gaaat t caaagaat ggat agtt gt cct t gctaccctat t aagat gt t ccgaggt t t gcat t gcaat at t gt at acat gcat at
agcatttctccactcccattgtgettttcctttt gt aaagggaggeat tt agacat ggttttggeatcttttcccattttagcaaaggtt cact
tgttggcaagtgcattcttctgatgagattttacaggtgcttttcgacttgttccaacat gat gttcggct at ggaaagcat acagcaccacge
tgcaggtatatctaatttagattactgttggaaattatagtatgccattatgttcact caat aat aat caat at t ggaggt agt ccat t gaat ¢
cggagt agt gcgt gt agacagaggt t agaagt at t t gt agggaggctt gt gcat gttt gaggatttcattattcttttaactttttaatacaca
atcttgttatatgtcttttattgtaaaagcatgagcagatccatttgtatatatattagttatccttctgaattttgatagctcaacattcata
gtggaatttattgattctgcaacttgtactttactcaacattcatgtttggtacttttcccct gtaagetaccattttgaatt ggaaagacttc
ctcattatttcttgtgcacttgttactttgctttttagagatt aggaaccagagaaggt gaat cat acat aat aagat aaat gagt at gattct
ctcattcat gaccgaaat ggaaggt ggt t at tt aaat at cagact t ct aat t aact t gccacagt ct aacgaat t act aat cat t t t ggat caa
gatct ctt aaaat aaaaaagt t gagaaagt gat t aaat gact ct t aaat t aaaat agt aggacacacat t t t at ggt agt t acaaat t gaat aa
taattaatctttcaatttattatgttactaacgttttcactttacagtatctaaattctctccaatcaatatatgtaaatttaagaatactatt
gttttatcttttaggtttggatcaatgat at at aaaacaaggt aagtt ctt caaagagggcaaat t at t aaaagat ct cgat agat t at aagt a
ataat at aat t t at aaaacaat gat ggggt gcat t t aaaaatat attaggatttattttttgagtttaatttt gat gcat gt aaaacattttac
acggt cacgttcct ttttctgggtaatcattcatgcgat t aat gt aaaacatagttatttttgttaat gt gacatt at gt aat t gaat gt acgt
gtaaaattattctacact gaccgt gcat caaaattaaattattatttttatacataattatttttatattagttaaattttattgattaaatat
agt aaat agcaat t aat aaat act agfidfiatiatiaatataaacaaaaaat aagagagt gaaccttctcattttttttaget gattt at aaaat a
taattttttattatttaatattttttacatatcttttttttattccacttaaagaatataaaat aagagatcacactttacaaaagaattgaga
gaattcattatttggaaaat aggt ct aacactaattacttacaattaattctaatctccaaaaaat aaacatacaattttttttataaatatta
aaatttacttttacaaatttaagaaat caaataataatttatgaatttagataaatctttattttaagtaaaaat aaaagttatcccctaatct
at gaaaaaaaaat t t act at at ggaagacaaaat cacaat ccat aagacaaat t aggct t t tt agcat acaagt t cat acaagt t agt ccaaat
ccaacaaaaacaacccttagcttagatt gcgt gt aaat at gcget ttt ccaact ctt gaat agcgt aaatagttctttttcct caat caaaacc
gcaacgct caaaat t caaat aacgat caaaat ct t t caaaaat ct ct t aaaat cgt cacgaaaagt gcaggaagt t t caaagct gaat t caaaa
agaat t at at at gagaaaat gaaat aaaaagat gaagaagaagaagaagcagaagat gaagaggaggaagagaaagagt t t gaat t at gcagaa
tttat cagt acaaatt caccgaaaagt ct t aaacaat acacat aaat gt ct t agt ctt acaccaaaat t t gct acaact at acgaaaatatttt
ttctaatgctacatttttttcttcttttttccatatttttttctttcttttagttgaat gaacctaagttcatcctcttccaagtaattttaca
gcattatgtgtttcttctttttctttatttgattttttttgtttttattcttatt aagagagt aaaat aagaaaaaact t t gagaagat aaaac
aat aaaaaaaagat gaat aagt aaaaaaagaagat ggt gat gat gat gat gaaaaaaaaaagaagaagaagaagcagaagat gaggaggaagaa
gaggaagact t tt gaatt at gcagaact t at cagt acaaat ccaccaaaaatt ctt aaacaat acacat aatt gt cttaatttt gcaccgaaat
ttact gcaaat acacaaaaatattttctctaatcctgtatttttttcttcttcttttttttttcttatttcttgttttctttttgttgaatgaa
tgtaagttcatcttcttccaagtaattttgcagtattatgtgtttcttcttcttcttetttgtttgattttttttgtttttattcttgttaaga
gagt aaaat aagaaaaaat t t gagaaggt aaaacaagaaaggaaagat gaat aat aaaaaaaat at ggt gat gat gat gaaaaaaagaagcagc
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agcagaagat gagaaaggaagaagaggaagagct t t gaat t at gcagaact t at cgat acaaat ccacaaaaaaat t ct t aaacaat acacat a
aatgttttaattttacattgaaatttgctgcaact acacaaaaatattttctttaatgctttatttttttectttttttttatttctttctttct
tttagttgaat gaaaataaattcattctcttccaagaaattttgtcacattatgtgtttttttttcttttttatttgatttgtttagtttttat
tcttgttaaaaggt aaaat aagaaggaaaagaagaagaagaagagttttgaattacacataaatgtcttcgttctataccgaaatttactgcaa
aaat acaaaaaaat t at gcagaact cct acat t acattt aatt caaaccat cagcgat aaat agt aat t t t cacaaacaaaaaacaat att att
t gt aacaccct accat act t agt at t at gct t aagt cat aagat t gagat agt aaggt at t acgacct ct aagaat agt a

aat aaagaaaaagt t at t t aact aggagcct t gaaaaacgggt aaaacaaaat t gcaaaa
t aaaaagcgt aacgct caggaaaggatt act t gcgt gct aagaaacct aat agaaacat gat aaaacaat aagcgaaaggat aaagaaaagcca
aggaacagcat aact agcct ct gact cagcct gcgaaact aaggct ggccggaggat acat at at acat acaaacat acat aagt gt ccccaaa
at at accaaaat at caaagt aaact cct at ct at ccct caacct ct aagaggagcagcgt acat aagt t act t ggagagt aagct acacat at a
t at acat at at acaaat agaaaccaaaat at acccaaggactact t cgcttt ccaggat ccagacgcct agcgaggagcct ct cgacct gcat ¢
t gaaaaacaacaat acaat at ggaat gagaaccggaggt t ct cagcat t gt aaaagt gccacgcgt at aat aaat aaggt ct t gagaat gt cat
aggcaat cct agaact ccat t at acaat t at ccaact t aat t act aat t agaagct at aaat aggggt aggt at t ct aaat ct acct aactt ac
tcaatttcaat cct aat ct aacaccaaaccatttttccatttcctccattcctccatcat ccacaat gcaacagaaacaagcaaccaaacaggg
ttacgcacaagt aat gaacagat agt acaaat agcaagt at aacagat agcaggt gat at at at caat t aagcaaacccaagaaat gcat agca
at caaaacaagcaaat gcat at gat gcat gt ct gt cct at ggct gat ggggceccat ct gt cggt t at ccagccaccccgacaagt ccgaaaacc
ttagact at ccccecgt cgecgeat cct caagagt ct at gcat agagt t cacat t caat cat cat at aaat cact caat gggggt t at ccat accg
gggaat tt at acgt gcacggt caccctt acgacgt acggt t aacagagt at cgagaat caacct ggaacacgt ggt ggcgagccacagttttaa
cccaggaaaact cat at ct cagat at cat cattt at aagccatttcat agt cacaatcattattt aat cattcat caagccat ggcat gt t aac
tccttttattaacaacctcccttccacatttttcatcatcattcccttataattcatcttgattaccctttttgggtcttgaccaaactattta
t caaat tcgt ct caacct t ct t aat at cgaat aat ctt aaaat caacgcaact ct aacat t aact caat aacat cacacgaagat t aaacttta
actt ct t gaacccat gact at cact aagact agggt t ggcaaacggt cct t aat ccgccgggecggect gegt aacccgccaaaaaggcggget
gggct gaaaat t t gggaccgccaaaagacaaaagcccgcect aacccaaaccgt t t aaaccgt gggett t ggegt ggcggggeaggcett cect gg
cgggct gaagettttttttt gget gaacccattacccat gaacccagacccat aacccat gaacacacccgacccgacct gacccgat caccat
t ccccacccagcgaaacagccaaaaccct aaat t gaat ccccaat ccct aat ccct aat t ccagattt gcaget gccacact ct cactcctctce
aat t cct cggcagt act cagacactt agtt gt ct cgt ct ccagt ct cct cgacggct ct cagect ct cact cggtt cct caacct cagtt cctc
accgtcagttcct caccgt cactcttagt ct ct cact cggt cat cct caget cct caccgt cact ct cagt ct ct cactt ccat cgt ccat cga
cct cagct cgaact t t agagt t ccgt cct cacccct gacggt cget gagt cggagt cagt t cct caccgt cgat ct t cggt cgt cgt ggect ac
t gagtt at agccaccgct act gct ccgt ct ggeccgt cgt cget gett cct get ggt ct cggt cct gget cct gggt ct t gt gagt cgt gacttg
tcctctgact ctget ggt ct cact ct cggt cacggcaact ccacgetct gggtcttgt gtttt gt gct gttt gat at aggt aaat t agggt t ga
tatttggttgagttttgattatggttgatattt ggttaaatctgattatggttgagtttcttatttacattttcttatttacacacttcttgat
cctt caaggt ct ccacaact ctaacctttgct aat gct att acct gaacacatatttgtaactaattctttgttttcaaattattaacacaagt
tgat at at gat at acttgat gatt gt aatt t at agt gt gt gt t gct aagt gaaggt gcat ggt gt t gt t at t t at t at gt acagaaaagggt gt
t act aaact acgaaaagt accaaagatt t ggacaaaat aaaaccagaggcat at agat agt ggt t t t gaggaagccaat ggt at at agat aat g
ttgtttggagtttcggaat aaggttcaatgcattatccttatattttggatttggaccacttgtctttgtcacacaaagtgtcatgctcactta
atgttcgt at at gagcat aat gttt at ggat ccat cat gt cat gccat cat gaggagaat ttctttat agggt t gat ct t t aaagagaaat aat
gatt gt t ggt t aaat act t gaat ct gat gcagat t cagaaattgtttcttgttttttgtgttgtttcataatggtt gagttttgattatggttg
ataatggttgatatttggctgaatacttgaatctgatgcggattcagaatttgtttcttgttttttgtgttgtttcataatggttgagttttga
ttatggttgataatggttgatatttggctgaatacttgaatctgatgcggattcagaaactatttgetgttttttgtatggtttgctaatggtt
gaaaaacct agttcat at aaacaatttacatttacttttatttcaggaaat at aaatt ct gaaact gt gagt aaccttgttactattggagttg
gttctgaggct gct ccggt cgaggt t gat gaacct agt t t gaaaaggcet gagaccagcaacct ccgat gttt ggaattttttcaaaaagct cag
t ccagat aaggat ggagt agaacgt gct gagt gt aaaggat gcaagaaagt gt t t aaagct ggaggt aagcgat at ggcact t ct act at aaaa
cggcat ctt gat agtt gt act aaaat t aagcat gaagat at t ggt cagact at agcagaat t gcaact t aaaat gggt t cactt aagatt gatt
caggagt ggct agagat at gt t t gct gggt at gt agtt gct ggggat aagcect t t t aat at ggt t ggt gat aggagat t t agaaat t gggt gaa
at at at t agt ccaact tt gaaact t cct t ct aggaat acggt t aaggct gacat agt gaaagt t cacaaaagagaagct gcgaaact t aaaaaa
aatttagtttccattccaaatagaatttgcttaacatctgatctttggacttccagtaccaat gaggggtttatatgtttgactgcacattttg
tt gat gagaact ggaaat t acagagt aaaattcttaatttttgtcatatgcctcctcct cacacaggatttgagttgtcttctaaaatctttat
gcttttgact gagt ggaaagt t gat aaaaagattttttccattactttggataatgcttcttctaatgatacttgtgttgaacacttgaaaagt
actttggatgtgcatggttcattgttgtat ggt ggtgaattctttcatgttcattgctctgctcatattttaaatcttatt gt ccaaaat ggaa
t gaaaat at gt ggt gat gcagt gt at aagat t agagagt ct at t aagt t t ct gagaaaat ct gaaagt cgaat ggt t aagt t t aaagaat attt
t gaagat at t gagggact t gagt at acgact gcattatgtttagat gttcctattaggt ggaattcactttat gcaat gcttgcaagtgctatt
ccttat aagaaagcttttgaaat gt at aaagt aaaagaagct gggt tt aaggagt att gt cctt catt agat gagt ggagaagaact gaaaaga
tatgtgatttcttgttaccattttacgaaactaccaagtt gat gt ccggaacttcttacccaacatccaacttgtattttttacaagtttggea
aatccagcttattttaat gaatagtttgaagaat gat gaagtgctt at aaggaacat gggagaaaaaat gat gat t aagt t caagaaat at t gg
gaagaatacagtgttgttcttgcatttggggcagttcttgatcctagatttaaacttaacactttggttcattgctataatgagattgatccta
ttagt gct aaagacaaagt ggagct t gt gaagagt aagt t at acaagct tttt gaggtttatgaccaaaattcctctacaact gt agagagttc
ttcccaactttcaagtaatttttctcaagcaacatcttctgcaattgaaactcagcttattaaaattgttggtgtaagtatttttatctacttg
attatatgtgtttcttatttttcatgctttttgattcatatattgtttgtaat gcaaaggattt gatgt cccgt aat caagaagct gaagt gaa
aagt ggaaagaaccaact ggatatttattt gagt gaggcaacattattttgcaat gat gcaat cattgatgttttgcaat ggt ggaaagacaac
catcatcgttttccaacact at cact aat ggcacgagatttgttgagcattcctattactaccat ggcttcagaatctgcatttagcatgggtt
ctcatcttttgaataagt at agaagt cgtttgttgt cagat aat gt t gaagcggt gattt gcaccagaaat t ggat at gt ggat at gat gattt
tggtatattatatttatgacatacatacttgagtgattttgaacattattatgtacttttttgctaatatatttaattacttttttctagagga
agat aaagat caggaagat at t gcaaaaggagaaggct at t ctt caggagt t ggt t ccaat gat gt t at t gact t at at gaagat gaagat gaa
aattaagtgtattaaattaagtttaatttgctttgaagactatttataattatgtttttggactttggattatatatttattttgtctatggga
ctatttataagttataactatgtttttgtattttggataattggattatgtttatttattttgaagactatttatatttaatatttgtatttat
attgatttaaatataagat attagat at gt cctt at aaat at at aaaaaaaat aat t aat t aggcgggct t agcccgeccageccgecageccge
catt aggcggggegggt t aggat t t t gggaccgect gaat aggcggggcggggcgggecagect gccagat ggt ggget t ccggeggggcgggg
caagcttccccgect gacacccct aact aagacat cct cgacactttattttcttttctgttttt aat at aacaaat aaact cggaaat gcgea
aactttatgtccaggcgttcgtcttgaaattagatttctaacaaactaaagatcataattttttgatttctctagcct caggaat aaagaaaaa
accgt gact act at gcagt gcat aaaaccagaaaaacagcagt agcat gt gat at t caaaat t caat at aaaat ccaat t t aaat ccaat gact
ttaaaaattaatgtagttaaactttactcatccatgtttctttctcaattaattttgagttaataccatttttaatgaagaagttacattacct
ggaagt t aagt aaaaat gagt caaaatctgtttttgaaaccaaaaagcttagtacctttcaatttgaataacttttattacaaaattccaatta
agct aaattttgatttggaaact cct agct cat ccagaaacaagtatgtcttggtttcaacccaattgetattcaatt at aagagttacaagta
ttggaagttgatgcatagcttgct gaaatctgtttcttttcagatttgaccact aatattaaaaaattcacaactcccaatcctcaactcttaa
aattctgaagttttagagaaat aaaacaagttaatctaattttataaaaaaattaatttcgctccaaaacgcaact cgt agaagt cgcagcaag
acaaacaagttgctgccctgtttgaccttttctgttget ggacagattttacaacctaattttaaaaatatgccataaattttatatttaacaa
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aaaggtcccaaattttccagtttagttccttatattcccatgtttagecccaaacttggtctcattcaattccgatcattacataattagttacg
gcat at gcaat accaccacaacacaact ct acat cctt att aacaaacaccaat cct aat ccat cat aaat aaat gt aagagcacaccat t aat
aactt ccacacct cat aat t ccaat at at aaat ccact aat aaat ct at t ccaacaacat t acaaggct aat cat t aaat acaacaaacaattc
aacttatcctatggttcctctaacctaagttttcacaacaccgt aaat att aaacat gcgaaact t aaaccat acctt ggccgat cacttaatt
cacct aaggcagcct ct caacacaaaat cacagcccct ccaagct caat t aaat agccccaaagcaagcct t gt caccaacaaagct ccaagt a
at ccaaat t caagt ccaat gcat aaacaccctctt aaact acacct aat at acatatatatgttccagttcagttttctattat caaaaat aag
att gagct agggtt agggt gt tct t accat acccat at gct caat aget t gagcccacaagt t ccggaagct aact t gaacct agaacat agaa
attagacaagatttaccataggtttccaagttt accaaagaagagggat agagatt ct gaact t aat aggaggctt act agt gaaattatttgg
at agaaaggt ggagct cgacgcgct gagcgcat agccgcgaacggt gcggegat cggagccgggacggaggagt t at ggt ggat caaagggtta
gggtttgagagecttctctecctttectctaattctgtttt ggegtt gcagcaact aat gaggaagaagaaggetgetgtttcectttatattatg
ggt ccggt t ggaccacgggcet cggt tt gggececeggtt caaccagt tcggect cttcactccgatttttagtcaaattttcgaaattgatatca
aaattctcgttttgacgagctctatccttttttaatattagttttgeatttttagettttct aat aaaaatgcaatttattaactaattaatta
ccgattttagcggggtttacatcctacccacct aattagaaattttgecct caaaattcaacttcagtt at ct gaaaagaggt gt gggt agttc
ttcggcatatttggagtttcttgagcacgttacccacttccagettcacttttacattctctagtacataacttctactctgtctggetgettg
gccatggtatcttattatatatcctaaccgaggttact cgaagegt gagat ccttcctcaattgeatt gattcaagttctaatacgtgattgat
att agaagt gt act cct aaagt t gagat gt gt t acat ggt accagt t t ggaagat at aggat at ggt t at ct gat at gccagt ggt ct aat t ct
cttcagaat ct gacaagttcgtccttgecattacctccat cttgactcactcactgatttcaacttgttaaagtaaccttctcaagtttaggac
ttccttggttcatgtaatcctttagtcggetttttatagtaagattgttactcgaattt gegtaacacttctctgetgectcggetattaattt
cgggaact aaggtatttgatgctctagtttttat caat gcggt agcatttagegcet ct gt gaaget ccat cttctccget agt cct caacaat c
t aat acgaaaccgat aattactcttccttacttccgat gt aaaat ctt caatggtt gcagcattccgaatagtttctagtggtcccectttact
tcttcatgctttaaaacgccattaaatacattgecactttattctttatttctaat aacccaaaaacattttctttgattcatggtacgtcttg
gcagct tcat ggt aactt cgaaaat cctttctcat gagttt cagacaat aattcctcgtcttaacttctgatttaaacacttaacatccttctce
ggtatcttcttgattcaacaggttttagtacttctagtagctccttatcactactattgegetccctaagececttaatcctacgatctcetattt
cggcatttgcgttaggcat ataaatctctttttaattctcctttgtttaccgagecttgatatctttageggetccttattgtctcactatgeg
tccegceat ct cat cgat accat gt t gt aaact ggt aat agact t agt ccgatattttcactctacactctcattcttcaacttagaacttcaac
tcatataacatttcctcctttgaacttaacttccaagaatcccttataaacttcttgettggggegtctactacaacct catgatgtcgeatca
gcacgctt ct caagt cccccaat aat gcat ggt agt aattt ctt aaat ggt cct tt at gct t aagt gat agaagt att ggcat aaagat caat ¢
ttctttccatggett gaagacttccagcatatcctggtatttcattcacacggt gcacctcgttgeatttatttagtcacgagaat acaat cgg
tgaggattagggttttgaatttcctcgtaatgttgetggtttactttcatgttccaaagtcttgcettt aaaggattgacactctaataattgea
tttaagggttatgcgt gacgcaaaat ccaat acgagtttatttttcaaagaaaagttat gttcaagggaat gaacgaat agcat gaacgat gtt
cat aagaat t c@adaaaaagt ct t at at acagt t aaccggagt t gt acagaat caat aggat gcat aagaagagaaacct agt t gcatt t caga
aaagaagtt cgaat t aaagct t aaat agaaagaat aaggcat gt t ggat t gt at aggt t ct agt t ggct t gaaaggaat gcgagt t cccacaag
ggagcaat t t cacgcaccgcagat cact aggat t caaaaat t at gt gat t at at t aggat gagt t caagt t aaat t caaaagagacgat ct t gt
acgagt agggaacacgat cgaaagaacaat gggt t t t t acagaagaaggt t caaggt aggact t t gaat gt aggct acaagagaaaggt t agat
t aagt cgt gaagat t agt t gacacgct ct cgcaaagaaacacct agtt ggatgatcttctctcccagtattctctttaact cggtcttgaactc
tactgattctaataatatcttcacttgtggtgcaaccaacact gatccaattcttgacactacgtctatgacaaactcacgctctttctaaggt
ggaaattctagtacattttcaagaacggt cttagaaact ct ct cgt at aggaat t cagt ct cacct ccactt gt ct cgcgat caat tt acaact
aaaggttgaacttgctctattcctttctccttgaaatcttaacgtcact ggatttcaaacggt aactccgcat agetct caatggttccaattc
cttagatataattcacccggcttccacttcatcattcggatccctatcttccaagaacct aaccattcat ctaagttagct aagt at cget ccg
t ct cgacaact agt aggct t cgat t aat cat cggt t t ggact ccacgat cat caaaact t gt cgt gct t cacaat t ggat cgt acatat attaa
t gat acgcaaggt agt t aaaaact caact gct aact t aaggtt acct cgggt ct gaagat cggatt cgact gt at cttagcatttcttgtgtgg
acagt ct cgagct at at gt cgt ggct t cccgeact t gt aacat acgect agt ct ggct ccgt gcgact ct t ct ggagt agt ct ct ccat aacct
tcctgtaacattgetgacttcat ggagt aacgttctgcgaatt gacttttcat aaccaattcagggaaat ccattaacttttgcagact catgce
agttgaagat gtct cttctaagccctttct cat act gaacacactt ccacgect cat agt cgget ggatttcctt gacaaact ctt gagagacg
acacaaat t gt cgaat t cacgggaat agt cagcaaccgacatatcttcttgcttcagttgcattaact ccaatcctttt gcaat gcgaat aget
gacgttaggatttttgct agt aaagaatttt at aaaaat agtcgcgtt gt agat at agt t t ct aaaccaacaaaaat ccct tcgt gcaaacgtt
ttggtt gt cacaagt aacaaacccct aaat aaat t gat aaccgaagt atttaaacct cgggt cgt ct cct caaggaat t gcaggaaggt at gt t
cttattattggct at gaaaaaggt aaaat t gggggt tt t ggaaat aaggaagaagt at gacaagt aat t caaat gacaact aaaat aaat aaat
aact at aaaat aaact ct t ggcaagat at gagaact ggaagt cct atcct agtt at cctt at caat t gt gat gagaatt ggatttttctcccac
tttgttaacctttaactat gaaggt aagttaagt gagt gaatt aattcgaatcct caagt cccagtctttccttggaaaaagttagagttattg
gatctcgaattaattcttgaaaaattccaattttcagt caacaat gagtttgat aact caagagttaccaatt aat caaccaaagccaaaaggg
aat aaaat ct act t gaat gaaaat aat t t ggat agaaccaaagcat ct at aacat at aagt t t gaaat acct caaatt at at t aaat aaaaat a
tcaattttaacat ggct ggacaat at cat cagccaatt gggcaacat caat t aaacacaaat aaaaat at cagagt aaat aaaagt agaagaga
aacat aaat t at t gaacct ggt acgaagaaat aat cct aat cct aat agaaat cat aat cct aaat cct aagagagaggagagaacct ct ct ct
ctaaaaact acat ct aaaact aaaat t gt gaat t at gagagcct ct t gagt ct ct gcaagttccct gactttaatctgtgtttct gggccgaaa
act gggtt gaaat gcggcccaaaat ct ct gccagegatttttgtaatt ct gcagattgecgecacgt cacgegt ccgegt cat ccacgt gat cgeg
tcact cagcgtttttcgtatcacgegtgcgegt cgt ccacgeattcgegtcgttt gt gcagett ccaat ccgegeggt cacgt caggcacgega
tcgegtcactctgatttcttccatttcacgeggt cgegt gagecat gcgaccgegt gactt ct cget ggt cat ct cct caattccttetgttece
ttccattttttcacgegtcctctttattctctaagecatt cct gccct at gaagt ct gaaacact t aacacacagct caaggcat cgaat ggt a
at aggagaggat t aagat t agct aaat t aagaccaaagaagcat gt t t t caat cat agaact aaact aggaaggaat t gt aaaat cat gcaaat
cat at gaat aagt gggt gaaaagct t gat aaaaccact caat t aagt acaat at aaaccat aaaat agt ggtt t at t gggcgagt t caact t ct
ttgacttttcatgatttctccactttgecatgecttecctcttcactcctttgatccatt cctagectttt caat ct gaaat cact aacaaacat
at caaggcat ct aat agaat caaaggt gaat t gaat tt agct aatt t aaggt ct agaaagcat gt t tt cacat ct aagcacaaat t aggagaca
at cacaaaact at gct at t t caat ggat aaat gagggt aaaaggt at t aaaat ct ct t aaaat caat gcaagat aaaccgt caaaacagggttt
atcatttatcaatagcat gt aagaaatatttttcgtagaattccgtcttgaatctactccaaggaatatctgttaactctatttgcaaggtgtg
atat aact ctt gccaccatt cct gagaat ct ccct ccaacattt aagt cact at ct ccaccgact gtactt ct ggt at gt gct gagt gt at aag
aat ct ctccacct ct cgaaaccacagat cagt gacaaaccccaatttgacggtttgttgtgtatt gaatttagagtatttt gat gaccttttgt
cacatttagcctat aaattagcatggttttgtatctctcccatatttgtgcct aaagt gt aaaaacat gctttttaagccttattattgatgaa
ttctaatttctctttgattccataagatgtcttgatgtgtttgttagtaatctcaggat gaaat aggct aggcat ggat caaaggaagcaagga
aggaagcat acaagt ggagagaagcacaaaaagccaaagaat t gat ccaggccat gcacgegt acgcgcacaaggcgct cgecgegeacat t gcg
aagt aggccaaggacgcgcacgcgt accgt gcgcgcacgecgcecgat gat ggcacat gacct cact aat gcaacacgt gcct ggcgat t t gagag
ggtttctgaacccattttggcgccaaat gct aaggaagaagaat aaaaggat gaaggat t aaggggaagaaagaaaggggagaat gaact agga
ataacacacacact aggattagttttagtttagtttct agagagagaagct ctcacttctctctagaattagaattaggattaggt aggttaat
ctctcttcttagatctaggtttaattcatgctttgattcaattttcctttatcaattctcaatcttcttctcttccteccttctagttatgtgtt
ttaataattgtaattcttcattttgttttggatagattgttgttcctttatttccttt caataat gcaatttgagataattcatgtgattgtga
tgttgttgattgttgttgattaattctttgcaataattgtagttagattttattcttgttgtcaatttactatgcttttcttctatgecttcca
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agtgtttgat gaaatgcttggttggattttagtgtagattttgttcctcttggcettaggt agagt aatt agt aacacttgagttatctaattcc
tttgttgattgataattggagagattgctaattggttt ggagt gcact aaagctagttttttcttgggagttggct aggactt gt ggct caagt
caattcatccactttactttcctttatttagtaagggttaactaagtggt agcaat gaacaatt ct cat cacaatt gagaaggat aact aggat
aggacttctagttctcacacctcaccaagagccttttatagttgttagcttactttcttgecatttatcttccatgectcttatcaaaacccca
aaat aact cacaaccaat aacaagacactt catt gt aatt cct agggagaacgacccgaggt ccaatacttcggtttataaattttaggggttt
gtact agt gacaaacaactttttgtacgaaaggattattgtttggtttagagactatactttacaacgagatttcattagtgaaattctaaacc
gt caaaaat ccaat cgt caaaat ggcgccgt t gccggggat t gcaat ggt gt t at gt t at t ggt t at t gt at at at gt gaat agt gt aaat at ¢
ttgctttttgcttcatttgetagtgtagaattttattttcccttt ccaccatgaattctcactttggetatgagtttggttctaattatgttgt
aggt agt gagagct t caat gaggat gt gt at caaggat ggaacaat caaaggt gggaggagccat at gcat at gat caat ct t cat ggcaacaa
cct ccaccaat gcact at gaagaagaaccat cct at gat gcat at caacct aat agct at ggt gaat cacctt gt gat t t t caagaaccaccac
cat at gcct at gaat cat at cct caacat gagccgcaaccat t ct cacaagcect ct t cat accaagcacct t cct at aat ccat at ccat cat a
t gaccaaccat ccacaccatatttttat gacgattat gagcaacaacctttagaaccaccacaaccct at ct agat cact accaagaaccacct
caat acacacaat ct ccacaacct t accaaaaggaaccaccttcct at t at gaacctt ct ct ccaaaat aat gaacct t cct acccaccacaag
ccccaatagacgattctctcactctgttactt caaggacaagaagccat gaagcgggat acact t gagt t t gt gaccaact t gact agggt agt
gtccacct t agcct accgat gt t t gaacact caaggt act t ccgt agccat at gt gaaaaacct aaagaagagcaaagt at gaaggagagat t g
ggaaact cggt ggaaaat gagggaggct aggt t gt att agagca
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aagcttggccgect cct caaat ggaaaattatataattttatttt agggaagaaattacgtttat cat gagtgcattttatcttaggt gct aac
cttttacaaaat aaat aacaggaggagaaggt gagatgat gttcatgttgctgtttcagttccagctttcatcaaatcttgaatgtcttgetta
cat acccagcgggct cct gaact ct ct act gt gat at ct ccat aat aat cgt t aggaaat aacat t t ggaagagat aat ct t ggcaagat t ggt
caacaaaacagt cact t ct caagcat agaaggaaaaaat gcggagaat at ccaat caccggcat t gcaagt aaagt ct cggt gat gaattcttc
gccat t gcagat aaccgaaggct ct cct ct gat gcgecttgatttt gat ct caat cggaaacagat agcaagt gcaat ggt tt cagt at gt gga
aatgtggctgttattccgttaccttcttccctat ggacaaaccat gat ggtatttcct cccct gcaaccaacat tt gcat gacgt cat caccat
cttggctagct gat gct gcgaaggcacagcacgcct tt gat at aacat cat t gacat cggat gcat ccagt gat t t acaacgcgat gect gcaa
ttctctcagactt gat ggaagct ccggcaaaaact ccagat t acggcaat cat t t aggt ccagat gect gagect gggaaat t cat ggat get t
attggaacct caacacat t t gt t ccacgat aaaagcaat gaggt t agagt agaaagagaat ccaaagat t gaaggagaagat t t gggcagt cag
aaacat t caaagccgt gagggact t t aacccagat at ggt gt ct ggaaggcaagt aagcct ttt gcat cctt gt aagt ccaact cagat aggec
aaccaaat t t ccaat cgt cgt gggt agct ct gt t at gcct gt acaact caaagt aagaat ggat aact gt t t cat gcat t ccccaaat t ¢t ggt
agttttctcaaactattgcactcat at agatct agttccttgagt gaact cat ct ccaatttatctccaagegtttcgagacttccacacttga
ttaaattcaattcaagaaggtttttatggtgtat gagagatt ggt gaat gt catt cagct ct gaacagcat gaaagat caagt gt t t caagat t
ggaagccccagaaagat caggegt tt gt t caggtt gt gget gttt gacagat t t aagt actt caact t t t ct agaaact gaacaaat gaaat a
t cagagcat t actat cttt gct gt aaat gt t aat gt aat aaaact t gat agt gctt ttt gat gaaaaggtttaccttttttccat gccacacgt
gtacaattttgct aagat acagat caat t t caacaagt t cat agt gt ccat ct gt aaggggt agagt t t ccat t ggacaaccact ccagt gcaa
aact ct t aacgt acagggaat at t gcagagaat gggagat t t cacgccgt ct aaaat gaggagct t t agct gacat at gt t t gagaaagct aaa
tcattccaatacagttcat cccgett gt cgt at agaacaat gct acgt gttgetttagtttcct acat caaagaaaccgt t gaaaagt ct at gc
t gat t gaaacaaaat aat aat aat aacaact aaat aaatt gt gt ccttagttacttaggtagtatattaattctatacattttataattgtgaa
aaagagt gggcacctaccttgttttgtct aagt acaagat cgat at cgt ctt cacaccacaacct gctt cget t act agcat cat ct ggagat t
cttgatttacaat aagtttgcccatttcttcaat cagat catgcattct cagagtatcctccccatacttatcctget ctatt gt gaccaatga
tctattaat caaaat at caat accaatttccgcat gat gaccacataattttaatatctttgttgcataatctcttgatcttcctttgaagaaa
cat gaaat at ct agaaaaat gtt ct t tt ccat ggaat ct aaaccat cat agct t at t t t caat acat caat aat at cggaat gggaagaat t ct
ttatttttccaatagcact at gccaaact t caat ggat ct gcaat aaagat aggaccccaacact t t aagt gccaaaggaagaccgccact at a
attgactacttctttggacaaat ccaaaaacccttctgtaggttctggcagtttaaaagcettttgaacaaaagagatt aaaggcttcaatttcc
act aat cctt caacct cat aagtttcat gcaccccttgttcct gt agcaaatgttggtctctggttgtaattattatt ct gct gccagaaccaa
accaatcttgctctccagctaaattctctaattgettttcatgatttacat cat caagaacaagaagaacttttttgagacgtaacgagttttg
aagt at t gct ct cccat cat act cgct at aaagagcagt t gaact aat acccat t t gat caagaagttgtttttgtat gt caggaatatctttt
ttctcacat cgct ccctt acgt cagcaagaaagcaagcaact t caaat ct act t cgaat agt tt caaagacagct ct agcaat agttgtcttac
ctat gccgeccat t ccccgt at gect at at agcgaacat cat t caat ccaaggcct at t t gacaaat cactt gt t ccact ctt gaat caat ccc
tat aagatt cttcatt gaagat ggcaact t t ggaat cagt attt cat gt at at gt t t agaaat gct tt ccacaagt gct gcctcattcctattc
aggaaagat attt ctttgtaaat ct agtt agacaaagaacgagaat aaagaaacaactttttctttagaaaaaaaatt at aat aagagaaagat
aaacaat gcaaact acaaaaattctttctttttcaacccacgt act ggaaactt gt ggat cacaccagt ccagt ccagtt acaat agtattatc
tttcgctcatattgccaaact gagt ct cact ct caccttgaccttatt gt ctaaaattcccccat gagttttagtct caagaaaat cagttata
acgaaagcagtatttaaattgaattattacttgaaaatagttaatatcataattctatgtatattatattgttaaacatttttaattatttata
cttgatattccttaataccctcaattagatgccatattattaaacttttatattatgttctcaaatccttaaatcaagatattctatcaaacct
t gaaaat aaaaaacaaaaaacacat gcaacagtttttaggctaacatataattagtattttaatttttatgtttacttaaaaatt aagt gaaaa
agat act caagaagaaaagt agact at gt cagct aaaat aagat t gtt ggct at at gt t t agat at aaaaaaaaaaaaaaagct gaaaaagagt
aaaacaact aagccattttgtttcaactatctctgagcttttgaatctaataatataattaaattaattttttactaagtcacctcccattttt
taggt aagcacaatttaattttacttttataattaaaatctctctaattatcttattttaaaatctagtctcttattttataggaaaagtacac
ccaccaaaattttggtgcggcet aggt at cct at caaaatttatcccttaattagttatt at at at aaaaat tt aacaaaat aat t at aat aat t
atttttatatattatatctcaaatattcttaatttaaattttaaacttcaaaatcatattcccttaaatttaaatttaaacctaat aaaataaa
aat aacaaact aaaat t aaat t ct aact aaat t aaaat t aaaat aat act at caaaat cattttttccagttctaagt gtggtatataattatt
aat aagagt aat aaacacaattaatttttggat gaattttggat gtatt aaaaaattatttagcaatattataatttt atatatgttaaaaaat
tatttatattaaaaaatataatgacgaatttaaat gaattttggatgtgtatcaaaaatattttgtatgtgttatcttattattttggatctac
tgaaaagttatttatattaaaaaattataaacacgaattttagatatgtaccaaaaatattttgtgtattattatcttattattttggatgtta
t aaacat aagt aaaat aat aaaaagaat accaacaaaat aat cat gt gagacaaagt aat gt t gaagcat aat aat at agcttt t caaaat aac
aatattact ggat at aaat aataaatttttttagtgacattttttcttaacttattatttccttggataaatctttcacaattaaacaaacata
tataattatttacattatctgtaggggattaactaaattagcaaactaaatatatttacaaaattttataattcagttaaaaatataatt atat
tatttctaattttaaaattaaaaacaaattgtgaaaat ggct aaaacaaccatattttcaatgtttttctatttaaaaacaagacacagttctc
aacaaaccaat aattacatttcttaaaat at aaaacat t gaaaat aaaaat at t t aaaaaacaaat aaaaaaaaat cacgaaact t t gaacat g
cat agaat aagaagt caagt att agtt ggcttaccgat t t t t ggagt gccaaccagaat aagcagcaact t gt gt t aacgcat tt cgccat ct t
ttaaccttctcaccgtcttgtctctgttcgtgtttggt gagagettcttcgaaggttcctttttggtgect cacat cagaaggcet ccacat cat
agaagaccgt cacgat gt gt t ggcccagcett ct t gct gcagt caaggat t t t gcagagct cat ccaaacaccaact ggaagaagceat agt t ggg
t gagagaact at aacggcaaacat agact ct t caat t gct t t caggagt t cat cggaaat aacat cgcct tt gcgaagat t gt t gt cat caat a
tacgttgtgattccattcctgttgagagcagcat agagat gact agt gaat ct agt gcgagt at cttct cct ct aaaact caagaacacgt gat
aggt gt at gat ct t ggt gaagt t aaggaagaagaggct t cacct accaccaat gccat t t gaacaacaat at agt cat gt gt at t gaggt t t ga
t gt ccgcagcet t ct gacaat ggggt gaaat t at agt cgcaat t t gagagt afidatiiaautaanuaatt at gact gat t act t caat t aacaaag
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aat aat gagagt gat cgcgegt gt t t gt ggat t aaggaaat t ggct ggaaact get t ggat aget t ccgt aat acgacaaaggagaaagggt at
aattataattcattgacttgactttgttattgcaaaatcgttcgtatgggtaaactattatttagtgtgtgtttggattaccgtttgcaaacgg
gagtttgtataaaattgattttgcaaacttgattttggttaaaattaggtttgtgttaaaatgatttatgtttggtaattttt gt atcaaaatg
gattattgtaaaataaatgttgtttggcttataccatttaaaatcacttttagaaaaaaattact aaaat ggacatcaacttagattttttttt
atattatcctattattttaatttagatatttaaatagattttattagttaattttataataaaattaatatttacttactaaaat aaaaataac
at at aaaaat agacaaaatatttttttaaat aaaaat aaaaat t at at at t t t ag@iiatavenatatatatatatatatatatataagaat at t
taatcaaatatgttacattttttaagtattaaatgtcattttagtatttttttacatcgtactcttattctagtactctcaataatcttattct
taatattaatttgaaatccaatgtttatgattttattattatatatgattaattttttatttaatttatctttttt aat gaaatcataatttat
att at aaaaaat t acact aaaat at agt at aggagaat t acaat t at aaaaaat agt act gaaaat aat aaaaaaaat t aagt gat t gaaacaa
atttaaaagttcttaatgatctttttatataatatatttttaatatttttagtactctttttttagtatgttataattttttactattattatt
atttacagttaattttttatttaatttactttacct aat agaattaat aaatcatatt at aaaaagat aat aacaaacat aat acat aaaaat ¢
acgat t at aaaagt gt at aat gt caaacaaat agt t anaaaaat aaaaat aat aaat aat agaaaat t agagct cat at aaat agaaat aacaa
gaattttat aaat aat acaat aacat at acaaaggat aaagt t ggt aaaaagt aaat aaaaggt t agt at ct at ggct aaaagcccegt t aagaa
aacgcagaagct aaaaat agt t gct t ct t gt aaacgct ggt t t t ggcaacagaat cact t ct gcgt t cat gagaaaaaaaat t t gccaaaccaa
aagttgaaactttcaaaaaatttaaacgtgtttcttctcttccaacaggtttccaaacacacccttagagtttggt cagcacgat acgttcaga
tcaagttcgtctaagtat gt ggatt at aaaaactagttggtttaattttttattttgtcataaatctcaattttcaagttagaattatttttat
gat cagtctaatgagttgtatattttaaaaataacaaattggacaaaaaaaattaaattttat gt aaaaaaaatttcgaaaaaaattatttttg
tgtagtttacaattatataggttataattaattttttct agacataatttttct aatagcattttagtageattttcttat attaaat aattat
ttttaacttttagtttcattttttttacaaattatttgtcaccgt ccaaaataagttatttctggcacttaaaaagttattcccaacaagcctc
aaaaat aaat t t aaaaaaaaaat t at t aat aaaat t tt ct acaat act aacaccacat act t acat at cagat t t aact caaat t cagcacaaa
tttagtttaagatttact acaaaacatagtctaataattttatataggtttaattactctgttagtttttatagttttatcaaatttttaatta
ggtctctaaacttttttttctttcaatttgatctttatacggttttaattttataattaaattttttct aatat aaaaaat attagagttaact
gtatatttttcataaattgaaggtctttgtaattaaaaacttaattaaatctttaaccgcatgtattttggtaaaaatattatgttaattttaa
tatttttaatatgaaaaagat gt aatt at aaaat t aaaagt agt gt accgat t t gacccaat t aaaagaaaaaaaat aaaaaaat t t aat t aaa
aatttggt aaaatt at aagaatt aacaaagt aat t aaacat tt cat at aat ttt caagt t aat aagact at at at aaaaat at t t acaaaat aa
act at ct caagt cact gt ggt t aaat ct cgt ct gt ggt gt at at ggagcact t t aat aagat t t at caagat agt t at at act gcat gt agagt
actttaacat atct aaagat t t at caagat att t acacacaagacact at gtt ct t aaacaat aaaggt ccaccaat t caagt gat act agact
atcaacgtt cttat ct gaaaaggaat aaagaacaat aggat aat aagt t t t gt aat at agt ggt aaacaaagcagt t at act cacacgagacaa
ttgtacaaatattgcacactttttagcttgcct aaaat aaat aaat t at agt aat agt aaat aaaat at at t caaacacat aagt aaatttatt
at aat aat agt gat agaagt at at t ccaacacat agat gat t agt gat aaatattaaatatttaaatttttaatattcttttat aaaaaaataa
acaaaaagat t at ct aat ct agaaaat cat caccacaat agacat aaaaccaccagcacaat agacat aaaat cacacttagatgattttttct
ttgt gt gaatttgaaagaaacat gttccact aattttat aaat at aat cagaaat ataccattttatcttatatggtcttgaaaatataattat
atttgattaagct aaggt acat caaatttagcgt ctactacct gtagtttctgtcatact acaagaaaaat gt t gagt act at cagat t t accg
ttagat ct aacgt cgt agagt aact gcagat t t accggcgaat t t act gat gagt t ggacat caaatt cgt caagt taaattattttcaacgga
tttacaattctgatggtaaaattgccggt aat aat t gaaggt aaaat aaaaaaaat t agcgeat cctttatctttagggtcagatttatcggtg
aaaaaat ct aat gat aaacccaat t aat gaaacgcttcgttttggcgat ccgcaat acgt ggeegttgeatttttt cgagggt aaaaccgat gg
taact gt gccat aaat tt gaagcgcaaat cctcttcccctcattcgaattt at aact ct ct cgect cccact ctct
ctctacccectctcatttccccgacaacccectt ct ct ccgagagecact cctegtegtttttgttgt caccgttgtagttgecgaattct aaa
cgatttgctaccgctact gct gccgect acaccget at cgectat gecgettettetteteatct ctagtgetcttttttagataatgtttcta
aacttagggttatctgaaatttcgatttgttgatatagtttataaggtttatttgetgttttgagacttctgattattgttgattatttagttc
t aaacat agaatact gaacttatttaaaacttagggtttttttaaaattctaaatttagtgttctgaacttatttagttttaatttaattaaaa
catattctgatttgtgttccttatttaatttagatcttagggtatactgaacttgttttaaacttaagattttctaaaattctgaatttagtgt
actgaacttgtttagtttaaattttaattaaagcatgttcttatttctattcecttatttagttttgaacttagggt actaaatttgtttt gaat
ttaggattttttaaaattctgaacttagggtactgaacttatttagtttcaattttaattagaacatgttccgattctaattaaaatatgtttt
attattgttgatttgttctgaattagttattataatttataaaattaatttgttgttctgatttttttattattgttgattattgttgatttgt
tctotttgtttggttttgattaaagacttcgatagtaaatcacattgattttcaatgttttaagagtaaaaat gat agt aaatt aaaaaaaaat
caaatatgagattattttaaattacttatgaatgactttttatttgtatacggaaaaaattatacatgtagtaatatatattgctaaatatttg
tgaagttagaatatgcacttacctcttttgttttatttgatttcaacggataatatatttctttaactaagtttaacgtagtttattttgacta
agcattttgaatgatgttgggatatgtttagcacatttttaattggtatgctctttgcagacat gacaat aggt agaggt att gcggat cagec
t agt ggt cat agt agagggagagt t t ct gct ggt acccct gt gaat t ct agat cct ct ccct ct agt ccgact acccgat gat gt cacaggtt g
ggagt gcat cggaccagccat t cat cat ggt ccct aat cccaact acgt ccct acgt cct acggt gacact gecgect ccat ct get t agt age
tcact gt ct cggcgacgecacct ccaacaacggacaccgcggegcet ggaat cct ct cat ggaagccagt caact gat gcccccaccacct cgea
tcat acat at gacgat t t gacct gat ggcggaacgacgaaagt act act t t aagt ctttt at at gct gaaagt gt t t gat aagt cgt gat t agt
gattcttgatattgattctagttttagtggatttagggttgtaggtttaaatt gat aaaagtgtttgatatatactgattattgattcttgatt
attgattctagtttagtggatttagtggatttatggatgttgettcttgattattgactgttgttcaatgagtgttgacaattggtgetgttta
agttaattgttgat ggacagaatttgtggcgeattccagttat agatgaaattttgtcgaaattt gtaaagaactctatatattatggttattt
gcttctgaagttttaatttatattgtcatattggttatttgtgaattgttgataggtttacaccaaacaacaacgceat gt act cgagat gacca
acat cat caactt gat at acgaccat ccat ggccgaaccacaaaaaagat cccct t t gagat cagagagt ggt ggt tt t agaagt ggacggt aa
aagcttaatatagtcaaacctttttagctatgtatgatatattttgattaactaattttaaagttttgttgtgtagcet aaactttatataggac
aaggagcacgat gccct cat t aagaaaat at acgaccat cgaat gggt aagcagt t acaat agat gct ggaggat gt acgt gaaccacct cact
tcttgget t cgcccagaaat caagaagget at gt acgt t t act gggccgat gagaggt t caggcat cggt gt ct cacaaagaaagct aacaaag
tattagccaggt gct ccaagt at accggcggct caacaact aagaccaggcet ggt atgt aacttctctaattttgttattaacttagttatatt
ctttgacat at cat t agt aaccat gt t gaaact gat acact cttacctt ct gt aactat act gct at gat t at aat t t acat t acaaaat aaat
aaattagttaaaaat acat ccctttt aaaat ggcat at at gaaaat t gaagcaagagact at aaagct accaaat t accaaat acagat t t act
cctgtttttttttttcggt caaact gt gt aaaacat aaaatttattttcagtgtgecttgctact agaaact gaact ggct ggt gaact t aget
agaaaaggt ggacagt aat t t cact caagt gaggt ccaatt ggt t at aat t t at aaacaagt gt aagt t t gt t acat t t t act gat agt aaact
caat aattctccaagtactgactttctttagtatatgacgtatgcgcagtttccat agaat aaaaaat t t cagt aagat aat cgt gacaaaat g
gttattacttttataatttattatagagttgatttcaattgaatagtttcaagct cgat aacaaaccat accact gaagat agaaaat at ccaa
aagagt agaat t gat t act cact t ct gaagacaaacaaat ctt act t t agt acaaagt t gaaacat gaaaat t cacct aat gt acaact t aaca
agat aact t gct gt t caaat gagt gt caaaattt catat gcatttctgagact gcatct at gcat ct cct ccat gttcat catt ggaaatgttg
attctacttccaatatccaaccatatcagcttccaatattttttttttcagttataaacccatttcctcaatgettctcttctageatcttttg
tcttttcttgttgggectctcagtttcccctttgttcaaat gct caact t cat cagt at gcacccaacat gcagcagaget caatatttttggg
ggat attcaacattgatattttcaaacgacagct caaaat gaat ggctttccgagtttcttgatcactt aaacaat catt ggt cat acaaaaca
tacacaggt gat aacct t gat gat agcaaat aggaat gct gct ggt t at gact ct at caccat t gccaacggccaaacggagt gagagggaaaa
ccagcgttt ggaaggccgcact aggaaacat aaagcaat ccct agect t t cact t ggat ggcaat gat gt gggaaggggact aat aagcagtt a
ctttcttgtctatgaacaaaccat gat ggaatattt gt ccctggaat caccatttgcaagacct caccagggect aggct agt t gat gcaaaaa
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cagaacat gccttt gat aaat t at t gaaact gcgt gt gt ccagt gaat cacaacaccat gctttcagttctcttat actt gaaggaagct ccgg
caaact tt gaagccttttgcaaccatttaggct

>AD25F09- PH B11. RM

tagct agt agt at agt aat agact aaatatcttttttgct ctgaacatttgct aaaaaaattttattcggtccccaaccat ccaactaatt gat
ctaagcggcect ct aacacat caat aatttaccattttcagagttgcat agaccaattacttggattgttgataactaattagaaatttttaaat
t gt gt aagaacgcttt gt ctttcaaacaaat aatt aagaat gaaaagaat attt at t gaaaat aat at gacagaaaact cgccattccttacaa
aaagaaat gacact tcggcctctaccattattgttttgagacaatt gaaccct ccattaaagaatttgt caaagagt aat at acacaat aat aa
t agt agt agt agagt t agaagt t at aacgat gagaat gagaaaggcat aagt agt caaaggggagt gagt agt gat ct t gacccccaaaat ttt
gaactatacttttat at aagat gt gt ct aaaaagat aaaaaaaaaacttat gt ggtatagtagttttatatgtaattattttttattatgtgat
gaatttaagtcttaattattgcaatcgctaatatttttacttaattaatctaatatcatgtcttcaagttgtatttttttaattagtttttaac
tttttatatactcatttctatatctgttttttaaaaattcgtttgattttttaacaatgttaaatatgttcatattatt atat aaaagatt aat
aatgatttacttttttatgttttggtaatcacattgtatacttcagatgttattttcttgt caaaaatattaatttttcttcttatattgttaa
aaaataaagttttaccttctttttttatcttaacttatttcaacaattattttattttgagatttgtagecttgtatagttgtattctataagta
ccaatatctttgagataattaataatttatgatttgttttcaaattttt aaaaaatcaattttaactaataagatatgtgacaatttcttaatt
atacatat agcttattgcaaataaattttgtaaaagaaattttttttgtaaacttctgttgtttgggtttgtattgtttctttctctcttatta
caatttttttttaataataaaaattgttgctttatttttcccatgtcttgetagacttacaaagaaattctcgttacct gaacagggacgagge
agt act t gt ggaaaacat t gct caacat at att t gaaat at t aat t ccaaagt t accat ct t caat gaagaat ct t gt gggt at t gaat caaga
gt ggaacaagt gat t act ct aat aggt ctt ggat t gaat gat gt t cgct at at gagcat at ggggaat gggt ggt at aggt aagacaactattg
ctagagcagt cttt gaaaccattcgaagtagatttgaagttacttgctttcttgccgat gt aagagaacaat gt gagaagaaagat att actca
ggt acaaaaacaact t ct t gat caaacgaat at aagtt gcaat gcaatt t at aacaagt at gat gggaggacaat gat t caaaat t ct t t acgt
ctcaaaaaggtacttcttgttcttgatgat gt aaaccat gaaaagcaat t agagaat tt ggct ggggagaaagat t ggt t t ggt cct ggaagca
gaat aat aat t acaact agagacgt agaggt ggt aaaggaacaagaggt gcat gaaact t at aaagtt gaagcgt t agt ggaaagt gaagcct t
taacctcttttgttcgaaagcttttaaacggt caaaaccttcaggagggtttttggattt gt caaaaaaagt ggt gaattatagtggtggtctt
ccattggcacttaaagtgttgggttcctatcttaat ggtagacct att gt ggt at ggcat agt gct at ggaaaaaat aaagaagt ctt cacatt
ctgaaattattgat gt att aaaaat aagct at gat ggt t t agat t caacggaaaagaatatttttctggatattgettgtttctttaaaggacg
t gggaaagat t at gt aacaaggat act aaaaggat gcggt cat gat gct gaaatt ggt att gat atttt gattaat agat catt ggtcacatta
gagcaggagacat t cgggaaggt t act ct ggggat gcat gat ct gct t gaagaaat gggcaaacaaat t gt aat t caagaat ct ccaagt gat g
ctagt aagcgt agcagat t gt ggt gt t acgaggat gtt gat ttt gt act t agt caaaagaaggt acat gtcattttttctttcaaccat aggat
gcat agcat t aaat aagaatttcgcaat gt atttaaaattctatctct aggt aact aagaaaactattttttgtttttatggttatctctatcg
gtagagcttttagttttgtcattggttttttagttgtttatttattgttattattatt gtt gtt gttt gt gt gt gt aggaaaat aaagcaact c
atagcatcattttat ataacat gt accgggt ccgggagat t gaaaggaat t ggggagat t t ggat agaagagatttatctttct caaatatatg
gcagct aaagcettctcattttagat ggcat gacagctctcattctctgtgatattccttgeacattaaaggttttgeattggatatattgtcca
atgaaaactttgccctttacagat caacgttat gaacttgttgaaattgatctgtcttat agcaaaat cgtacagttat gggat ggaaagaagg
tagaccttttcat caacaacact at caaattttattacat aaacat at ccagcaaaaat agtaaccatgtgatatttctttgttttgttcagtt
t ct aaaagat t t aaagcact t gaat ct gt ccggct gct acaagt t gaagcaaacgccagat at t t ccgaggtt cccaat ctt aaaacactttat
cttgtggagt gt aaggagcet gaatt atatt cacccgtct ct cgcacaccacaagagcectt gtt gaatt gaatttacggggat gt agcagtcttg
aaacactt gcagat aaat t ggaaacgagt t cact cgagagact aaat ct at gt agct gct acagat t gagaagat t gccagaat t cggagaat g
cat gaaacagttat cgattcttactttgagatttacagacat aaaagagct accgagt act ctt ggaaatttggtt ggt ct gt ct aagtt agac
ttagcggcattggagtctattgttcttcctgtatcacttggat gttttgttggcct aaagaagttggatttaagt ggat gcaacgagettagtt
gtgttccgt acggt agt cat ggct t agagt ccct cacagttt gggatt cat ct gacaact caaat atcgttggecttttgagttctctttctct
tctgacctctttgagtagt ct gaaattat gggt gagttttcccacatct aaagagt acgat ctt ggccacttagcat cgttgacggatttggat
ttatcgtgcaacagtttttcaagagttccaataagtat ccatcaacttcccagatt aaaat gt ct ggacct aaat aattgcagttttttggagg
ttttgccagagctt ccat caagt ct aagagaact acgcgcagaggatt gttatt cact ggat gcat ccaat gt gaat gat gtt at at caaaggce
gtgttgtggctttgtagaat cagcaagcaaagat t gt gaagaaat ct t gcaaat agt gat t cat gggaaggaaat t ccagcat ggt t t gagcat
caggaacaacat aacacagt at cagt ct cat t cccgcagaatt gcgett caact gaaaccgttgcacttgeectgtgttttctatttgaagacg
aaacgt ttt caaat gaacagccat cgat gat ct gcaacggt aaggaat t cat cagt aagagtttattgaaggt gt cgtcgtgtatatgttctga
gaatttgttcattgtctgecctgaacggttactattttagtaacctgttaagccaacacaatcgettccaaatgcetatttcccaat atcgaagtt
cagagat gt ggagcacgt t gggt gt gt aagcaagacat t caagat t t caagaaat gaaaat cccaaacagcaacaagaaaagcaact ct t gaac
t gaacat ggacgcgat ct cgcatt cttcagettctagattacctttat gattgccaggtttagatatcttcaggcaaat gattccccatgtttg
aagct ctt gacagagct catt gcat gcat ct aact gcaat gt gagaaccaagaaagaaat gt aaat ct gct gaagggcegt at at at at t t gggg
cagact agt cgtt ct t ct gggggt gt cacaaat gcagagaggat ct t gt gcat at gaaat tt gggcatttgttttttat ggagaattcagaatt
atacctattgaagcttcacttttcatgttgcttcagetagt cct cagaaat caggt aatt gaaaccatttttcatgttgccacagcagagt gat
attt ggaaagcat gat gagacagact cagat t cat t acagagggaaagcgaaat at gcaggccat ggt gagt acgt accaat gt caactt agtt
tctgttcttgtaagttgtaagtttcgaattgttttgatctgcagttattgataaagaataacctatatgttgtctagttatgtgggctatagtct
ttggtgtacctcatcagaacttttattactcatgtttgatgacacattctctaaagttcttacctgataagcctttaatatgttgtttctttcce
ttaactcatgtttgatgacacattttttcaatttgcagacatctttcctttccaactat gt caaggtccagcttt cagagaaaat aat at acat
t ggacaaaggcaact at ct gt gcct aaagt acatt atat ctaccattttccaat caagttcatcttgaatt at at caaaggatttgtcagtgca
ggtgcctctctagttttgattttttatccttcgttaattt gaaagettctgttcttat gtt gaaaattaattgeggtcttaatatt gat gt aag
aaatttccttttataattatggtatgaaggat acaaaaat aaaatttccattttgagaaattactataagatatgttgatgttgatgtcttaat
attaagttact agaaaat t gcaaat t cagat agaagt at gggacat agct gt ct t at aaagt agaggt tt gaacaattttctttcttttttttt
tttgttgaaagat aagat acact gact aaaaagacaaggat ttact cggaaact ct gttgctt caagct gat aaat gt gat caat t aagct cta
tagagattcat ggcattggaggaatcattgtattttttccttctttgctgtaacttattttctgataaaaaatcttgtagcattctcaggaaaa
ttatatat aaatttaaaacat gt at gat gcagttct at gaaggct t aat gaagat aat t aact gaat ggct t aagccaatttat at at cct ggt
gaaataactttgttttctttgcttagtttctttgcet cctcact aat gacattattttgtgttaccagett caaattacagcgecagtt ggatac
tttct caaacaggct ccctaat gacatt att ccaaccat gct cgact gt ggaaagcat acagcaccat at t gcaggt at at cgaat tt caaaaa
tgctattcgtacaccaaaat cagt cattaatatatttgtgtataaatacatatgtggtttagtttattttcaatgtatatttgtattccaacat
atattatatattttatattggcggct gactttagtggctaattttaat gt acacttggeat aat cgatctaatttagattactgttggaaatta
t agcat gcct gt aggt acact aaat aat aat t aat acagcat at aact at ggt t cct gcct gt t at at gt gcact acagt caaacccacatttg
t cgaat at caagattt act t gaagat ct t gaagagaaact at ct t caat t gcaaat acggaagaat aat gaaagt gaat ct acat t t cacaaat
ggaatgtattgttccctgttgaagtaaattgct gactgggtttcatcgttccccacat gattgtccaacaaat cat gcaccccaattaaagacc
atgcatcatttgcctttgaatcacttgattgtgaggact ggaaaat gt cgt gt ccgtgectggtttaccatgatcttgtttacaaatcatattgg
tggtt gt ccatt gaat ct ggagt agt gcgt gt agat agaggt t agaagt at tt gt agggaggcet t gt gcat gttt gaggatttcattattcttt
taactttttaatacacattttgtaaagggatttattgattatgcttctgaattttgatagctcaacattcattgtgaaatttattgattctgcea
acttgtacttttctccgttgtgtgagagtaccatggaatttttgetgetttcatgtttggtacttttccectgtaaget accat gatgttagag
ttagcggaat ccattttgaattggaaagactttctcatttacagtgttatttcatgtgaattaatcactttgcttagagaaggtgactcatgtt
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gaaatgagtatgattttctcattcattacggagt at at acacggcacttaccgcct aact gatttctaaaataacagactt ataattaacttge
caccactaattatcttctattcagtgattgcaagatccttccacgaccttcgagtcattagtttttactttttagt gaat aaagaaagaact gg
aagt gt aaaat aaat cat gt ctt gct aagaaaaaat aaaggggt ct atactcttatatct gtt gt ccaaccaaattaatttccacgegctctct
gtt ggcagt gat gaaggcacttcctatacgaaattccctttgetcttcagttttcacaacttgaattgt ggaaacaagaaaaaaaagaaacttt
ttggtatattcggtattatattataagtcaattttatagtgttttttatttggtgtttaatttatttttatgataaattttaaatattttaatt
tctctatttttaaattaaatattaattatttgatttttttaaacaatt aaacaataatttttaaatactataacatacaccgttatattatatg
ataggtatgtgatgattgtagtttattctttacattattaaaaatgagattcagtcaatttaatttaactctaaaaatttataagataaaagat
gtcttatatttataaattatttagagactttattcacaaaagtgatgagatttataatgcaatttttttatgtctagcaataataatctttata
atgtttcctgtctgettcatttttcccacagagcagegt ccacctcactttectttctctcettgeatacgacttttttaagtgatctcgttaac
tctct gaat cagt ctt caaccaaacacaact cttggat cttct gt gcacat agaattcaattcttcttgaagctt ctaacagat ggcat ccagg
tcectettcetggttcaatt ccact accaccgccaagagceat gecacct at cacgt gtt ctt gagtttcaggggt gaagat gct cgcggacgattca
ctagccat ct ct at gacgccct caacagaaagggaat cacaacct acagagat gat aacaat ctt cgcaagggt aat gt t at t t cagat gaact
cct caaagcaat t gaagagt ctat gttt gcagt cat agt t ct gt caccaaact acgct t cat ccacat ggt gct t ggat gaget ct gcaagat ¢
cttgattgcaagaacaagct gggact acat at ggt agcagt gt t ct at agt gt ggaacct t ct gt t gt aaggcaccaaat agggacct t t cagg
aagct t t caagaagcacgaacagagacacgaccgt gagaaggt t caaagat ggagggaagcgt t aaaacaagt t gct gatt at t ct ggat ggac
ctccaaaaat cagt aagct aact aat catt aacttacgcttgttat gactacaatttatctgctatacaccgttcaaacttttaaattcataat
ctaat caaaact aaaaat aatttgtactattagattgggatcatatctcatttttaacaaattgtatagactaaattttagatctaccttttat
tattagattataat aat aaaatagtattattatagattagttaacctgtgtcataatttaaagttatcaaatatgttaagtatacgtaaaaaaa
attatttgtat gaaatatatattgaaatatagtatttttgtgaagtaatatatctatttaatttattcacaaatatataaattgacattgtgtt
tcatttttttttgtacacataatgtttttgtaaatttattataagaagtttttaaaatttttgttttaat aaatt cat aat aaat atattaaaa
atttaaaattttgtgtgtttttcataaaactttcttaattaataacttaattttattagatatacataaaatattacccatcaaattagtaatt
agt at aaaat at at gt t aaaat at aaaat at at at t aaaat gagt t aaat a

aactgatttagtagctaattttttatacgcaaataatatttttgtagaaattttaataatatgtctttagcaaatatgttagtt
aaacttttattattgctattattattttattaatataattaatttattatctgttttagtttattcatatattattactatactcaattaacat
cttaatatgaaatttatttattttattaacttaagttattttattttctaatactaaaagtttaaatattttttatacctaatagaccgcaata
tttataacatattattagacacctggttagtattcttaaaatgccatttgttagaaaaattatttaaaaaagaaaatt agtagtgtggagttca
gtgtggtataatttgttttctaattcttttttttttaacttctcaatgatagtatactataaaaatttacaagaat at aacgat aagaagaat t
actcttcttctttcacaat gaatataaaattttttcaaaaaaaaaaaaagttat gat agaaaataattagagcatttatctcttttatatttcg
at gaacaaaaat t gat acagat agaat aagt caat cggcaaaat ggtt cgt caaat ttcact agct aat caaattagt ctcttcaaactttaaa
ttgaagtcgttgtgttctaagttctaatctaactatcagaacgtcatcctctcattcatacttcctcttgattcaaaactttacaatcagatta
taagattattagataatttggatatgccaattaatcacttattaattaacaattgtttgaagacaaaatctat aggt caagtact aat at aatt
cat att aggt at t agggagact act t t aat agagt accagt t t gat caagat caaat t cat ccaaaat ggaaaagt ggaaaagt t t ggcagaac
t aagaaaaaat t aaaat at aat caat gt caaat t aaaat aat agaaaaatttaaagaattattttaattatttgatctaaataacacattaatt
ttacat gt gat aaat t gaaagact accgt agct t acacaacaaat t gaaat gt cagt caact aact gaaagat cgt ccttt at aaacccttttg
act t gat gct aat gcagcaat gct ccactt cat acct aat gcagt at agagt catttt gt gt gt agat gt att act tct aat ct aagt aatt gt
att ggt gt gat ct gt acgt gat ccgcagttttct agtt cgt gggaaaaaaagagacttttttttttattaaattgecttgttctettttgtata
gtttttctttctccaataattttttaatttattttaataaaattagttgttttgetttatttttcttttgtcttgctagacttacaaagaaatt
atttttccctgaat agagat gaggcagt act t gt ggaaaaaat t gct caacat at ccat gaaat at t gat t ccgaagt t gccccct t caat gaa
gaat ct t gt aggaat t gat t caagagt cgaaggagt gat t aat ct cat aggt ct t gggt t gaat gat gt t cgct at at ggt t at at ggggaat g
ggaggcat aggt aaaacgact at t gct agagct gt ctt t gaaaccat t cgaagt agat tt gaagt t agtt gct t t ct t gccgat gcaagggagce
att gt gagaaaaaagat act gt ccacat t caaaagcagct gct t gat caaat gaat at aagtt cat at gct gt t t at aacaagt at gacgggag
gacaat aat t caaaactctttat gt ct cagaaaggt acttcttgttcttgatgat gt aaat cat gaaaaacaat t agaagat tt ggct ggggag
aaagat t ggttt ggt cct ggaagcagaat aat aat t acaact agagact t agaggt gct aaagggaccagaggt gcat gaaact t at aaggttg
aaggat t agt gaaaagt gaagcct ttaacctctttt gt ct gaaagccttt aaacagccagaccct acagaagegtttttagatttgtct gacaa
agt ggt caagt acagt ggt ggt ctt ccatt ggcact t aaagt at t gggt t cct at ctt cat ggt agacct att gt ggt at ggcat agt gct at t
tt aaaaat aaagaagt cttcacattctgaaattattgat gt at t aaaaat aagct at gat ggct t agat t caat ggaaaagaatatttttctgg
atattgcttgtttctttaaaggacgt gggaaagatt at gt aacaaagat at t gaaaggat gt ggt cat gat gct gaaattggtattgatatttt
gat t aat agat cat t ggt cacaat agagcaggat aagt acgggaaggat act ct cagaat gcat gat ct gatt gaagaaat gggcaaact t at t
gt aaat caagaat ct ccagat gat gct agt aagcgaagcaggt t gt ggt gt t at gaggat gtt gatttt gt act t act caaaagaaggt at gcg
tcgttttttctcaact at aggat gcat agaatt aaaat aagaatttgacaatgtatttaaaattttatctaagtaactaaaatcttatttttge
ttttatggttatctcaatcagtatagttttttccttggtttttttaattgtttatttatttatgtgtatttgtaggaaact ggagcaact cata
gcat cgt acgt aaggt gt at t gggacacagaagagggt gagagagagt at agggagat t aaagaaaat t ggagagatttatctttct caaat at
atgccagcet aaaacttctcattttagat ggcgt gaagget cccattctctgtgatattccttgtacattaaaggttttgeattggagaggttgt
ccaat ggaaactttatcctttatggatcaat gct at gaacttgttgaaattgatctgct cggt agcaaaattgtccagttgtgggatg
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agcttgttgcattt gt aaaaggcact caatttgatttagt ggt aacat gatcttgctgaataatctcctttccgatcattttgttccagtcaaa
gtttaaatttctttgatggct at caattacaggagt at ct acaacgcgaaagat at gggagt gct aggt t ggagaattttgctt cagggcttga
act aat aagccaaaaggt ct gaggt tttaat at tt ggaaaacactggtttcttgttgactattcaatgcactttcttggttttaaattacagta
acgtaacattgtgttgtcttttggectcectttecttegtgttttattttgttcactctt ggt caaat acagt gat gat aacct caaatttctt
tgacttcctactatgtgtccattaaatttaagctgttcgtttaaaaagaggcatgggtttattagatattgttgetgatatttagtgatattgg
agaggcacataatccttccttcttgtgcetcttatttcttttetetttgettatttttgettctcattaatggaattatttt gt gcaat cagett
caaat ggaaacgt t acagagccggt t ggat gcagactttct cct ggct cat at gt gct ct gt aaagtt caaagaat ggatagttgttcttgcta
ccctat taagacgat ct gaggt att gcatt gt gat att gcatacat gcat atagcatttcttcactcccattgtgettttccttct gt aaaggg
aggcatttagacat ggtattggcatcttttcccattttagctggttcactttgttggcaagtgcattcttctgatgagattttacaggtgettt
tcgacttgttccaacat gat gttcggct at ggaaagcat acagcat cacgct ccaggt at at ct aatttagattact gtt ggaaat t at agcat
gccattatgttcagt aaat aat aatt aat at agcat at aactatttttcctgectgttatctgtgcattacagtcacacccaacatttgttgaa
tat caagatttacttgaagacctt gaacagaaact at cat caat t t cagat agggaagaat aat aat agat gat ct gcat t t cacat at ggaat
ttgttggttccctggttgaagtaatttgetgagtgectttcat cgttccccacaagatt gt ct gacaaat cat gt cacaccaat t aaggagcat
gcatcgttccgttgtaattaattgattgtggggaccggaaagegt agtttacgt gctggtttaccatgatcctgtttacaaat catattggagg
t aat ccat t gaat ccggagt agt gcgt gt agat agaggt t agaagt at t t gt agggaggct t gt gcat gttt gaggatttcattattcttttaa
ctttttaatacacatcttgtaatatgtcttttattgtaaaagcatgagcagat ccatctgtacatattagttacgcttctgaattctgatagct
caacat ttatagcaagtggaatttattgat cct gcaactggtgcttttctccat agt gt caagagt aacatcggttttttgctgetttcatgtt
tggtacttttcccct gtaagctaccat gat gttaaaattagcet gaatccattttgaattagaaaggctttcttatttacattgttatttcatgt
gtactagttactttgcttagagattaggaaccagagaaggt gattatttagat cgagaaat ggaaggt ggtttttttacttcaaatttacttgt
cagctttcaacaat ggct gat ggt ct aacat aattttcaggtgtcctaatcatttttgttcttcaatcggecatgtgetttgettgtgettctat
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tattcgttaaattttggt gaagaaagact agaat cgggattttttttttaaat aaatatat caattactgaaatatgtatttacgagegtttta
accgaagagt at cacaccact tat ct cgtt t accct gt aaacaagat aaggct gaagaagacgt ggt cgt atact cgt atcat gt t t at acacg
tgttgtctaattaaagttcaaacacatgct ataattagatt at aat caaacacgttttaaatcatgttatgaatttcggtataat caaacgtge
t caaggt aat aaact caagaat ccaaat caaaat t cagact cgt gct at aatt ggatt at aat caaat at gttttaaat catat attacaaatt
tggt t at aat caaat gcget caggt aat aat caaact caagaat ct aagt t aaagt tt agact cat gct at aat t agat t at agt t t aacacac
tccaaataacattacaaacttcgattat aagcaaattaaagttgctttctacacat gattgataaactgtattattatctcttaaagttggtct
at aaaat caaat at gaat aat t gaat agat cct at at aagaagaggt gt caaaggact t t gact aaagaaaacaaaaccat t gagcttcttcca
agaaaagaaaaaaaaaaagaaaaaagaaaaaagagcaat ggcaagcaaat t gcat att cggt cat caaacagt tt gccaaatggatttcatcta
t ggt cct cat gaat gcaagagcaat t gagcaacct t agaaact t t gaagcaact agcacat ct gagt cagt t gccaaaggctttgtcecttgtta
aaagat gtatacttctccttggataatcttctcaatgttagttcaatccaaaaggttatttcttataatttaagtgtgaaatgcetttcaaagag
atcttggat ggctt aat caaagt ct t ggat gt at gt ggcat cacaaggaat act gt cat acagat aaaaaaaat at at aaaattccttcattta
tctaattatatattaacatttcaaat caagaagat aaagaacaaaagagaaggt gcaaggct gact aat t aaggaagaacaagct t at at t aac
atttcaaaaagtacaaaat gatt cat gt aacaat aaat ct ctt aaaat t at gccact aat t aaaat gt aaaccat t t gcagaaat aat acact a
t caaact gat aaaccaaat agat at at aat act gt cacat aat aat aat gaat gt aat gat at aat ggat caaaaacat gt t acagacgt t aaa
acattgaattctcctatttttgatgacct gaaaaaaat gccaagttat gctatttt agat gaat agcat aat aaaat gt ct aacaggcct aaaa
ttggcacttgcattacaat agaattattaattcat aat acaat at aaaagaaagaaagaaaat gaaaaagaaaact at aacat t gact at t gag
atttgacttttgagacattaacacctccaaaaaaccattcttgtaactcttgagtctgtatctgatcaacatgttatattaatttcacaaaatt
ttaacttatacatgagtcattcttaaattttgtttcaaaacctcctcgtectgtcttattgettggat gataattatcaataatcattctcaat
tctttatcagagaaat gt ct aacat t at caagt ggagat aacct gagaaacaacacaagt aaat aaat t gcat aaggcat t aaacat aacgat a
aat gagt aacatt gt ct at at aaaagaat t aat aattatt gcctt agaattttt gaacaaaccgt agcagt att t t at caaat at aaaccaacc
agt at aacaat caaagatttctgctgtcaatagtaatttggttatgtttttget ggcact aagt aggegt caat ct caagacattcaagatttc
aagaaat caaaat cccaaacagaaaaaaaaaaagaaaagcaact t ct gaact gat cat ggacat cat ct cacatt ctt cacctt ct aggaggat
ggggaggagt at gaat t gggt t t ccat ggaggagacct t t t gt aat at gageat tt ggaggtt gt att t gaaat cgacagctaatttttagtca
cacattctataaagctctttcttgataagcctttaatatgetgtttcttctcttaaaacagetgeatttttttttttcaattt gcagagttctt
tccttttcageatt gt caaaat ccaget t t anaaaaaaaat gaat acacat acattctctcttcctagaattttgtatcattcaaaggatttgt
cagtgtaggtgcctctctatttttgattttttatcttcctttagtttt aaatgcattt gaaaacttctatttgtat gatt gt ggaat at gaact
ggggt caagattttgecttct gt aattat gat gagct gaaaaaacgaat gaaattctgttttcttttectttgtt ctgcagat ct ctat gaaat
caattttaaatttaagatttgattatcttttttttatgttctcactatttgatttaatttatcttatttgtaatcttttcaaatcttgaaatta
acttatctttttttaaat cagaagatatgattgattgaaagatttaattttaattt gt caaacaaatt aacat at agaagt at at at aagaaga
ggt gcttgat t gaat t aagcat acagat t aacgct aget t t ccaaaat t t gt gcccaact cacgtt ct ctt cat t gct aaagaaaagaat ggaa
acgcat agagccaaact at gct gccaat ggt t cccat gcagaccacgt t ct t cat gcagaagcaagaacaaact gaaagaat ct ct cat ggat t
ctgatgattctacagttgaggtgccgtt ct caagcacgat caaggt agcaaccgettttggttact gt ctt gaaggggat accgaggagaagga
gaggat gat gaat at caagaaaacaaaaagagact gttt t att caaaat aaacagt gt gat t t caacgat gat gaact t gaagttgttgatatt
ctgtttaacctccccagaaacttcttagagagggttaatttagagactt ct aacagegtt gt gaat t caagct ccagt gccgat caagaacggg
tttcaaaggaggct t ccaagaaggaaacaaagaaact agt caaccaagaaggaaat agccccagt gccgt gaat t cagggccaagt gt gat ca
agaacgggt t t caaacat gaatt ccaacaacaccgt t aact t agt ggat t ct cggct caaccaagaaccagt caaccaagaaccct ct gaattg
ccacaaaat t t caagaact t gat aagt gat at gggt ggcagcaggat cact ct gct t at t gaaaaaact ct ct acgaat cggat ct gaat ccac
aacaaaaccggct t t cgat accgt cacggaaggt caaggacaaagatttcttgcttcccacggaact t gaaact ct ggaggagaaaaagggaat
aaaagt gaaact gat ccaaccgt cgct ggaaat t accgagt t gact tt gat t aagt ggt t cat gcacaagggt ccaaagt cagagaaagt aage
acttcctatattctgaggt caaat t gggt ccaagt t gcaaaggct aacaacct agaaaagaat gat gtt gt t caagttt ggtcatt ccgagttg
aagagaaat t at gcat ggcaatt gt caagctttgactcattgtttaattttgtttttctttaatcatttttagectaatttactcactgetgga
attatgttgat aaat cagt gacgaactttgttaggttttttttctatctttat gat agtt ggaagaattaattatatatttttatgttttgttt
taattataaagttttgctttacatttttaatgatcttgataatatgaaattagtcatcatcaactacttcctaaaaaaat at gaagt gt ct gaa
agagct t at gt at agct ggaat t gat gat cat cgaagat ct t t gaagt ggaaaagat gaaggaaagacaagaaagagcagaat t gaat t gccat
gat aat at aat at t at act gat gt ct at gt at acaaccat acact gcct gat t t t cat aaacagaaagt cagt t at ct t at at aaat at agaaa
gttatagattaaaacatctaaatat gtagaaatttttctaatcattcatacttattttgaatttagtagactcggttttttcctttttacceat
atgtttctttattcggettcagecctcagaatttgttctttgttacatttttttttgacacttttaaaatttcacaaatttgatttattgcage
taagtcttattaaaccaaaaacattcccat at gt agcct gat accaaaaat tt at aaccaaaat t aat t t t gat aaaat t gcaat gt aaggggg
tact gt gt aaaccacat ggaaaat cat caact gt aacat aaaaat t gcagagtt aatttccccttatatctttgttgttcaggttctttatctt
taaacataaaaatatttttaaat gagtgaattctactatatctttaaaccaaaatttattgatt gaaataaattaatttatcatagttatttaa
aaaact taaaaaaacatgttttgttgct gtaactatttaatagtccaaat gttat gggat ggt cgaat cctttgectccttagtt aaat acagt
gat gat acct caaacttctttgacttcccattatatctgtgttgattgaattttagctgttacttgaaaat aggcatgggttttattaggtact
tgttgctggtatttaatgatatt ggagagggaacctaattcttccttcttgtgetgttatttcttttcccttagettattttcttt get caaac
tattcatacagcaccacact gcaagtatatctaatttagattact gttt gaaattatagtatgccattatgttcactaaat aat aatcaatata
gcatatgctatctgtgctttacagt cacacccaacact t gt t gaat at caagattt act t gaagacct t gaacat aaact at cat caatttcaa
at acggaggaat aat ggaat cgaat ct ct acat t t cacat at ggaat gt gt t ggt t ccct gt t gaagt aaat t gct gagt gggt t t cat agttc
cccacat gat t gt ccaacaaat cat gt caccccaat t aat t aagaccat gecat cat t t gcctt ggaat cactt gat t gt gaggact ggaaaaca
aatt gtacatgctggtttaccat gatcttgtttagaaat catattggaggt agt ccatt gaat ccggaat agt gggt gcagat agaggt t agaa
gtatttgtagggaggcttgtgecatgtttgaggatttcattattcttttaacttt ct aat acacatcttgtaatatgtcttttatt gt aaaagca
tgagcagatccatttgtatatgttagttatgtttctgaattttgat agct caacattcatagtggaatttattgattctgcaacttgtactttt
ctcccttgt gt gagaataccatggaatttttgctactttcatgtttagtacttttccecct gtaagctaccatttt gaattggaaaggetttctc
attatttctcgtgcacttgttactttgcttagagattagaaaccagagaaggt gaat cat agat aaat gagt at gatt ct ctcatt cat gaccg
aaat ggaaggt ggt t att t aaat aacagact t ct aat t aact t gccacagt ct aacgagt t act aacggacat aat ttt ct gaat t t ggagaag
ttcgtccaaget ct gcgaaat tt gt t acaagacgaact t caacaaat gt gcct at aacaaattt cgect aggccct aat caattcgatttatat
gtaaattaatttgattcgatttatataaaaatattcaacacataatcaattctaatttagaacggttgcgtaattttaaaatctattattttat
tagcat at ggcgt aaat t accct gaat t aat gcagat gcct get at aaaagaagcact t gcat t gagagcet t aaaaagagcacgcgcaat ggga
gtcaatcacttcttgctattctcattggttgagaataattcatttagat aggt gagagacacaaaatttaaaattctgtagggattttatataa
ttatcttttaatttatatttttaatcatgtttaccaaacccttcactaccecagcagettccgettagtttectttcettcttaacttgagtgatce
ttattaattacctcttactctcgt gcagcagfacacacacacacacacaccacaat ccacttcttcaaacttcaaacat ggcat ccacctcttc
ttccgett caat cccacgat cat gcacccat cacgt gt t ct t gagett caggggagaagacact cgcacaggcet t cact agecat ct ct at gee
gcect cagaaggaagggaat cact acct acaaagat gacaat aacct t cgcaaaggecat gt t at t t cagat gaact cct caaagcaat cgaag
agt cgatgtttgcagtcattgttttctcaccggactacgettect ccagttggt gett ggat gaget ccaaaagat cat t gagt gcaat aacaa
gct ggggat ccagat cgaagcagt gt t ct acggt gt gaagect t gt gat gt gaggcaccaaat aggaacct tt caggaagct tt caagaaacac
gagcagagacat gaccgt gagaaggt t caaagat ggagggaagcgt t aacacaagt t gct gct t at t ccggt t ggaget caaaaaat cagt aag
ctaacaaat cattagttattactacaatttatctgctaaacaatactcatatcgtat gt at aaaaagat t att gaaacat aaaagaagt gt acc
aaaaagt aaggt agat cgat cagaagcaaagaaacaaact cgaaaattttatttatgatttget gaaagcttt ct aaat cccgeattat gacaa
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ccgcgettatccactatgtaatgtagttctttttatattcaaaaaccat at aagcagt at at at gt at t acagacccaaacgaat t act aaaaa
ctttaattcaaat at aattgtcaaat ataatgttatttagctagtagtat agt aat agact aaatatcttttttgctctgaacatttgctaaaa
aaattttattcggtccccaaccat ccaact aatt gat ct aagcggcect ct aacacat caat aatttaccattttcagagttgcat agaccaatt
acttggattgttgataactaattagaaatttttaaattgtgtaagaacgctttgtctttcaaacaaat aattaagaat gaaaagaatatttatt
gaaaat aat at gacagaaaact cgccat t cct t acaaaaagaaat gacact t cggcct ct accattattgtttt gagacaatt gaaccct ccat
t aaagaat t t gt caaagagt aat at acacaat aat aat agt agt agt agagt t agaagt t at aacgat gagaat gagaaaggcat aagt agt ca
aaggggagt gagt agt gat ct t gacccccaaaat ttt gaact at actt tt at at aagat gt gt ct aaaaagat aaaaaaaaaact t at gt ggt a
tagtagttttatatgtaattatttttt
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gaat caaacaactt ggcact ctt gt cacaat t ggagcccaacaat at caaacaagccct t gaagat ccat cat gggt t aaagccat gt aagagg
agcttgcccaattt gacaagaat gaggt tt ggacct t agt acct cat ccggat ggt aagaaagt t acgggt act aagt gggt gt t t aaaaat aa
act t gat gaggat ggacaagt t gt t cgt aacaaggct agat t agt ggcccaaggt t acgat caagaagagggaat agat tttgat gagtctttt
gct ccggt aget agaat ggaagcaat t aggttget t ct t gect at gccgeccat aaaggt tt caaaat at t t caaat ggat gt aaaat gt get t
tccttaat ggetttattgatagagaagt gt at gt ggct caaccccccggtttt gaacat aaagaatttccaaatcatgttttt aaattaactaa
ggctctttatggtcttagacaagcet ccaagagcet t ggt at gaaaggcttagtgecttctt gtt ggaaaat catttt caaaggggaaccaccaac
actactttgttcattaaagtttctaatgatgacatccttcttgttcaagtttatgtggatgatattgtgtttggatcagccaatgagtccttgt
gt gaagagt t t ggaaaaact cat gact agt gagt t t gaaat gagt t t aat gggagagct aactttctttcttggcct ccaaatt aaacaaactc
ctagtggcacttttattcaccaaggcaagt at gcaaaagaatt aat aaagaaat tt ggct t agaaaat t ccaaaccaat gggaacaccaat gca
t cct aacact aaact t gaaaaggat gat aat ggccaagat gt ggat gaaacacggt at agaggaat gat cggt t cact aatgt atcttacttcc
tctagaccggatattatt caaagt gt gggt gt at gttcacatttt caat ct cacccaaaggaat cccat ct cacggct gt t aaacgcatcatta
gat at att aagggaacaagt gagt at ggct t at ggt at cct aaaact aat gact ttt gt gcagt agggt t t t gt gat gcagat t at gcgggt ga
t agagt ggat agacgaagt actt ccggcat gt gt t gct t cctt ggaagct cact caacat gt ggt caagcaagaaacaagccacagt ggct ct a
t ccacagct gaagct gaat at at at ccgecatctgettgtt gtt cacaattaattt ggtt aaaaacacaatt ggaagat t acaaat t aaaaat ca
atagtatacccttgttttgtgataatat gagtgccataaat atttcaaagaat catgttttgcact caagaact at gcacattgaaattaaata
tcatttcat aagagaacat gt gcaaaagggt act att gat att caattt gt gaaat ct gaagaacaacttgctgatatttttacaaaacccctc
tgt gaagacagattctatttattaagaaaaagcttgggaattgttgatttaagctctgttgaaaatttttgaaattttgattctgttcaatttt
atctcataggt tt ggacgagat aaaaat gcat gcat gat ggaggagct at gat t aagggggaggcaacgcagaaat aaat t t t at gggccccac
ctaacactttctgaacccatcattaccgttaagttgatttctctttccttgaaaaat aaaat cacaaaatctcttacttgtcttttcaaatctt
gtt ggaaaaat cacat t gt caaat caaatctttccttccaact aat cccttgattcaaggaaacttctttttgaaacctcctttggttaataac
cgtgtcat aat ggt cattaacttctccattatctctcttcaatcaacatttaatgccttgtaacctccctccacttaccatgtcttcggecatc
tcttcatattccaact ccatacact cttct caccat gaaaaagaaaaccgcccccagaaaaagt gaacgcattcttct ct ct caaaaat ct cct
act ccacagact cat act cat at ccacatt cat t caacct cat cat ctt ct cctt caccaccgt ccaaacaaacaaccaccat gagaaagaaag
t aatt gcacacaaaagtt caggccgaggaaagaacaagcaacct gt agt t gaagaagaagaagaggaat caactt ctctcctat gttt gaagca
ct gaaat ggaccccat t ggt t cat att cagaaact ggt t t acccggggcet ggt ccgggaat t ct at gcaaacat geget t gat t gat ggct caa
tccact ctt at gt caagcgagt ct acat gact ct cact cct caaaccat aagcgct get ct t ggat at gaagat gaaagaccgaaagt gt acat
gact gacaaat gggat gat caagt t agagt ct cacaacaaacggtttt gcaacaaat ct gt gcaaaccct t ct ggatt agat ggat t aat ccca
acccat cgagcact t ggt cccgagaact cagt ct t acaccgcat t at cacccacat t ct cact ccacaaagt ggt t ct cat cat agagt aacag
tttctgactctattattttatttgctcttattacctcttctccaatctcatttgettatattatgatacgtcatat gt gggaggcagat aaaag
cacaaaaaaggctaatcttccttatggaatgtttcttacatgtatctttgagtattttaaggttgatttgtctaat gaaat ggttgagaacaag
gt at caat gat t aaaggaggaggaggagct t cgagcaagaaagggaagcgcaccat gccct ct gacccat cact cagcgat ct t gagagt cgec
cccct gaaccat ccaat gt gact gcat caat t agggaagt t ct caat gaat tt cgcaacat gt cacaat t gat gt t caaat cccacaaggct gc
ct ggaaat t ggcgt at gaaaat gagaaggct t ggaaaaaat gt cat gaaagggt t ggct t cat gat ccaaagct t t gaggaagaaat gggaaca
agggaaaat gaagaagattctagttctgaattcaatctttctgatgattgatgactgtttctttaactgttatttgatattggctccattagge
tcaatctttttttgtagaagcatgacttgatactcactgctttctgatactttgatacactcttactactttattatgaatattttgttatgta
gtaagtattttgtgcaggt gcccctt gat gacaaaagggggagaaaaat aaaaaaat t gaaacagaaacaggggaaggagaaat t caaaacagg
ggat gaaat tt t caaat gaaaat t cat gat cacccttgtttact gct gct ggaaat gcatgttgaatttgcatttgtttattgcet gct gaatge
ctttggcatttgattatgatatgcatttgatgatataaaatgtttgattattgatatgcatattctgaactatcttggtaaaatatgtttatat
cttatttaccttgataaactgaaattatttttggcagtttattaaactgtgatatttaactgccacattttgattatgtgtgactcaaaaatat
tttccttacttgaataatatggetctgatattttggaaaatattttgaacaacattgtttttgtgatcagttgttgtgtgaatagattgagcag
aaaat caat t at gat aacaaat gagttttgatt at caccaaact ct gct cat aaat caagcat t caacat ttt caaaat aaat at gt t gaat aa
cattgttacttgaagcttgattaaattgttataggttagtgcttcccttgataaaaatggcat at att gagggggagct at gt gacaat tt gaa
agggggagaaat t caaat t caaagggagtatttctttactcaatctttaaatttctttccatttcaattttaataatgtttgtcat caaggggg
agatt gat gagt tt ggaaaact ct aaat t aatat t t gt gat gact aaacat t at t aat at gat aaatt gcaaaattaattttggatttaatgtt
gattaaattaattttataatgcaggtttatttgggccgaaaatt aaaat aattt gat gcaagcccaaatt aaaaccaacaat cagecttgttac
gtgttttctattatgtagctgaattgttgcattaaaagggccaagetcaatgttgttgtaacttagtccatatttgattttgat gaaagcttcce
tat gct t gat ccaaat ccat caggaaagcaaat gt t acaagtt gggccaagaat aaacat t at t gcaaccaagcccaacat t aat gaaagtttc
cat gct tt at ccgaat ccat gaagcaaagcct caat gctt ccaacggattccatttcactctttggaaggatttgaaattt aattaact agcat
ggggaacat gagagagaact t gactt t gat t t gat gggaat cat t at gat t agt gct gcacgccacccagggaagt aaaagcaagctat cttca
attaatttgtttaatcactttgaattgcttttcttcacattctctcttctctctcatctetttecttctctcettcggttattacacaggaaaca
at ggct t ccat gaaagcaaaat ggagct accgaagcaagggaagaacaagct acaagt ccat cacaat gat ggcaagaaaacat aaaaaat tca
aaat gagct gt gact gagat t t t caccaagaat ggt aagat t t ggt gaggaaat ct cgagct ctt cat gct caaaaaggaagaagaagat t cgg
ccagcaaagt gagat t ctt ggaggcat gacttgt cttt gattct gct caaccaccacaggaagt agct agagt ggcgaagt gat ggaagaggca
gagat t gaagcagat gaag gaagcat caagggccagaaat ccat ct t ggagagcaagccaaggat ggagagct cggat t ga
t gaagagt gat gat caagaaaggat t agaggt aatt gcat gtt gggttttgcatggttatctcttctctctctat gt ggccgaaccggttctgt
tttcttggagaagaagttaagettggtttgatttttggtttcaact at ggaggctt cact cct ct at aaaaggggt gaacagccat gact t gaa
gcaaggagt t agaagt aagcagt gagagt gcaaggcacagaagt ct cagagct acct aagcttacagettttcttctectttaatgtattctgt
ttagtatttttctgtttaattttgtcatgtcttgagtctcatggaaaaaggcaaacagt gaggttt gt at gaaaaagccat agagcggaaaaag
gcagagagt gcaaaat t aaaagaaaaagccat agat gt ccttagagttcctttgttcatctatgttgt gtttcatgattct gt gggaatccect
tgtaagttgggttagcactttacagtttgtaatctggttgattatagt gaaattccatcattgttgtgat ggagactggat gt aggct gcact g
cactt agcagct gaaccaggat at at ct gggt gt aattttttctctctcctactccaattctgttttct act gcacaggagcaaaaaccaaaat
gtct cgt gccaagt gacgagacaaaat gaaaaagt ct cgt gact agggacgagct aaaaacagaaaagt ct cct ct aat t ccagcaagt at aat
caaccaaaaaaagggggct aagat t caacccccccttctcttagccact gaaaccat caat t ggt at cagaget t ggt ct caaagagat caage
tttgcagcet t ggagaaaagat ccagat ggt agagaacagt ggcacaaacct ggt ct cct acaat ct t act gaaggacagt caagcaacagacct
cctcttttcaat gggaaaaact at acct at t ggaaggagaaaat gaagat cttt at gcaagcagt agact acagact at ggaagat cat tct ag
aaggccct caat tt ccaact gacacaagt gct gat ggagt aat cact ct gaaaccagaagcaagat ggact gaagaagat agaaagaaagt gga
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gttaaattccaaagct gt caat cttctcaact gt gctat cagct t cgaggagt accgacgggt at cacgt t gcacaacagcaaaggaaat ct gg
gacaaact acaaat cacccat gaaggaaccact at t gt aaagaagact cgaacagacat gt t gaacagagaat acgagat gt t t gcaat gaagg
aaggagaat ccat caat gaact gt t t gaaagat t caacat catt gt t gt t ggct t agat gct ct ggaaat agt at att ct gat t at gt gct agt
gagaagagt gt t gagat gt ct t acaaaagagt gggaaacaaaagcact aat t at t t ct gagagcagt aacct t gat t ccat gacactt gat gat
ttgagaggaaactttcttgctttt gaaaacactt attt aaaaagagagt caaaaaagaaaggaattgctttttcttct gtaactaaccctctgg
at gat gaat ccagt gat aat acct ct gaaaat gagtttgttttgtttgccaaaaaatt caggaaaat gat gaagtttaaat gaaaaggcagcag
ct caagaaaaat gaagaaggat ct t agcaaggt aact t gct at aat t gcaaagaggt t ggccat t acaaat ct gat t gt cccaagt t aaagaag
gaagaaaat t caaagaaaagaaagaagaaaggt ct gat ggcat cat gggaagat ct agaaaat gact cagat gat gat gat gagaaaaccgaaa
caaaat cacaaccat gt ct cat ggcaaat cacat agat caggt aacct ct cat aact ct aacat t gaggat ctt catctt at gat agat cat ct
ttct gaaaaagt aagatgtttcct gctt gaaaat caagaact t gaacagcaaat caccatt ctt aaagct gaaaacagttttct aaaagagaaa
gt aagagaggccgaaact gct t gt gat ctt gt t gaagaaaat aagcagt t aagagcccaaat t agaagct gt aaaagt gaccattctgtccttg
cat at gt ggact gt t t t aaaagaaat gaagagt t gt t t aaagaggt t aaaagact t aaggaagact t agccaaat t cacacaaagt t ct gaaaa
tcttaatcaaattttggctagtcaaaaacctctttatgataaagct ggattggggttttat aaat ct gaaaaatctcttttgagaacaaagctt
cat cttctaat gacacaaggtttcaagat cccacctattttgacaaaaaggcaact ccaagatttt gt aggttat gcaaccgaagaggtcattt
tcctattcaatgettttttggtgaaagaat gatt ggt gat aaaat ctacaaaattattttttattacaatgatttgggacataggagatggttt
aacgt gaaaagat ccaagaaaat t t ggat acct aaggt t act t gagct cat gt t t gt aggt at gcct agcat ccaagaggaaggaaaat at gt g
gt acat ggacagcggat gct ct aggcacat gact ggaaagacaacctt ct t cat aaagct t gat gaat at gat ggaggactt gt cactttt gga
gat gat ggcaaaggaaagat agt ggct gt t ggt aaagt t ggt aaaagtttctcttctt gt at aaat gat gttctt ctt gt aaat ggtt t aaaac
ataatttacttagtgttagtcaattgtgtgacttaggatttgaagttattttcagaaaatttgtatgtttagttgtgtgtgagaaaactgggga
tattttgtttgaagccaagagat gcaat aat gt gt at ggat t aact ct t gaggact t aaaagaacaaaat gt aacatgttttacttcttttgaa
t ct gaaaaat ggct at ggcat agaaagt t gggt cat gct agcat gt accaaat t t ct aagct agt aaagaaaaat t t ggt t agaggaat cccca
agat caaatt t gacaaggaccttacttgt gat gctt gt caatt aggcaaacaagt caagt cct ctttt aaaccaaaagat ggaat ct caaccaa
aaggccattggaaatgttacatattgattttttt ggaccaacaagaact caaagct t aggaggt agacact at ggt tt agt agt ggt ggat aat
tactctagatttggttgggtactttttcttgct cacaaaaatgatgcettttcatgecttctcaactctttgtaagcaaatt caaaat gaaaagg
attt aaaagt ggct cat t t gagaagt gat cacgaaaaagaat t t gaaaacat agat tt t gaaaaat t ct gt gat gatt t aggaat t act cat aa
tttttcat gt cct agaacacct caacaaaat ggggt t gt t gaaagaaggaat agaagcct t caagagat gact agggct at gt t at gt gagaat
gaggttcctaaatttctatgggct gaagct gt aaat acagcat gct at at t t t gaat agaacaat aat t agaaaagggt t gaaaagaacacct t
at gaact at ggaaaggaacccct ccaaat cttaagtacttccatattttt ggat gcaaatgttttgttcttaat aacaaagaaaat cttggcaa
gtttgatccaaaat cttat gaaggaat gttt gttggatact ccaccact agt aaggcct at aggat tt at ct caaagaacat aggat aat agag
gaat ccat acatgttactttttgtgactctaacttaattcccagtact gt gat agat aat gatt cagat t gt gaagaagct ggaccat gcaaag
agaat cccaagt ct gcccaagt t gaagaat ct gccagt caggat tt gt ct cgt caaat t ggaggagacaattccatttt at ct cct gagccgga
acgagaaact gaaacagt gagat caacagaagct cat caaagct ct acat cacaaagaaagcccagagaat ggaagt ct at gaggggt t at cct
cat aact t cat cat t ggt gat ccct cacaaggagt gacaact agat cct caaccaaaagacaat ccgaat caaacaact t ggcact ct t gt cac
aat t ggagcccaacaat at caaacaagccct t gaagat ccat cat gggt t aaagccat gt aagaggagct t gcccaat t t gacaagaat gaggt
ttggacct t agt acct cat ccggat ggt aagaaagt t acgggt act aagt gggt gt t t aaaaat aaa
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ctagtcctgcaggtttaaacgaattcgecctttgtttttctttttattgttcatgtatgttagttagtctattgtatgttagttagtt caaatt
caaattttgtatgctaggttagat agaaat aat t gcggt t aggt agct aggget ggat agaggat t ct aggect gat aagt get cegt t cat ge
ttatttgctgtctgctatttggatgttacatgctgatttttggactgatttttatgcaattcatgttgcctgaatgctacatcactgtcacttt
gcctaattgatgetgttttctatgettattgtgacact ct get at ccgggaacgt ccaaat tttaagccggaat gctgeccgattttcaaggaa
attggtttcattttgatctttatttcaaacttgggcaactttcctttccttttaacttcccggatttacacaaccagt gt gaacat gcaccaca
atcttttctttttaattgtgcaacaaaatgtcatcatcttcctaacctacttttctgaact cactaacttctttaactaattactttccactce
tctttaacattctttaaccattcttttacattttgatgacattattgecttttgaatatgaattgttgccctgatgaggattatatcttttggt
tcatttgttcacttacggtttgcttgattcacttttgeatattcattgcaacatcatgattgtttttgtcatttgtctcct gaacatgecttct
ttgctacatgctaaatgttttctatattctatcatatttttcaggat gt ccgacaaaggcaaagccat agccact gcct ccaaaaagagaaaac
actctaccccttctcttccttccacat at aagaat t at gccaagaat ccact gaat gat gt ggacaaggaaaaccagttattgccttctaccaa
tccggacaagttccctaat ct ct act gt gaget ct ggt ttt ct aaat at cggact acaaagct gaacat t gagaagaagct gctt ctccct act
gat gt gagacggt ccatt gacggt cggat cctt gagtt aggt at caact tt gt t gaccgggat t t gggggat at t aat gt gt ct t gggt gaagg
aattttactgcaacttcttccgtccgacattggattcggttcaggt gaggggt agggagat t at gat cact gagact gccat t gaggaggegcet
acagt gccggcat at ccct gat gaget gt gt gcccat cagcaggct gagt t agccat acacagt at gacct t cgat t at gaggcgct caggact
gttattgggttaccagaggct acttgggttat ggat gccaacaacaccaagccgaaagggatgttgtttactcatttgact agggaggccaaga
cttggcagatgatctttgcttgctatgtcctttccaccacccacttctct gagattcct at ggagatgettctact gattgggt gt gttatgga
ggggaaggaggt ctctttccctagact cat ccggcaat geat gt ggcgggegeat att cgt ggect act t ccat t t cct acat t ggt cacgagt
atggcggecct aget gaggt t ccat ggt t ggat gat gat gt gcgaccaccgccccct gat gat gat gacagggaggt t act at cccct ggggt g
gtt gggt gcat gagagaccactt gct agacgct gt t ct cgggccagagct gt t gt ggggacacct t caccat cagccect acaget geccecat ¢
atcct ctacagccgeagcet cctt cat cat ccact aat ccaccagcagcacct gagect act tat ct cct agt ccagegtcttttccggttctta
gagcgt gagaagcgccat gt cagacgecgt ct ggat cggat t gaccagat gt t t gt agct cagggect t gaget acct cctcttcccgattctc
cgccct ccgat gagcagggt cat gaggaggagget gcagaggegecggt t cagcaggat geccect gacact acagagecact t gagact cagga
ggagccggt cccacagt cagagccagagcect at cgt t gt acct cccact gat cct ccggt t t agcat cgaggat gatgettggttttaagtgtg
gggagggcaccggt agcatt attt gggaaccggt gaacttttcggcctagttatcctattttgecacatacattttgtatatattttgatgeatt
tctagtttgctttagacacttttactgettagtttggattttagatattttgatgettttggatatttttagat gttt cggat gatagatttcg
tacttctagttggatttttctttatacattttgtttatctttgtctttagttt gt ggtt gt gatt agaaatcatattttggattgcaaatattt
agt cacccttttgcataatatattggttttaagt ggaaaaaaagaaaagggt gaact aaagaatttctgaatttttcaatcacaacaatgctta
gtcaaatattgaaattttccaagaagtttaaat ataggcattaacccaattgattgaaagaaaatttttggtaaaacttgcttgaatttcatac
tttgtgaagcat gt att gaact aagaacacaagct t gt gagactt gagcctattgatgtggttacattttatagccacttattttccattcttg
tgtgaattgctctctttctatgattgtaatccttgatttgettgattctatatgtccatctatttcttgcatttatgegtttatatgattgagg
ccattagttcattagcccacttacccdaat agccaaccttttattctccattgttagecaatttt gagectat gcttaaccaacttattctcaa
tttagcacatt acaagcccaaggcgaaaaaccaat aaaagt ccttgtttggat ctttgattagt ct aggct agt gagagtgtttattattcaaa
gtt ggt aaggctt gggaacat t ggat gggat aaaaagggt agt at act t t cat gt t t aggaat t gggt acat act cat gt att gat caaat gaa
taaaccttatgcattgatgttcttgtatacagtttgfddddaaasfdadaaaaadr t gt at at ggaaaaaagaagaaaat aat aaaaaggggat
aaaat accccaaagt gaagt caat aaaaaggaat caat gcat aggt at cat gaat caaat aaggat gcat gaat at gt aagaaaagt gaagaat
gggt agtt agaat agt tt gaact t gt at aggt cat t gt at agt t aggt ggggaagt ct at gct aat caaagat t caacct t agt ccact t aacc
at aaat gat cctacct t gaccct aaccccat t acaacct aaaagaaagacct cat gat gaat gt at gcat acat t gaat aaat gt cgactatta
gaagaaaat caaat t t t ggaaagct t gat t agaagagaat t gagt gaat t gaccct t aaacact t gagt gaat agagcggat acacat at ccgg
tgagggttcaaaagttcaactacatgtgttcacccatattatctatattcttgcaagtttaaattctttttgataattcaatacaattgtggtt
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tggaattaattcctattgcctageecttgtgettacacatactctcttgacaatttaatgtgtttgaattaagcatttgecatttattttaagta
gttgcatttagataggattcatatagtttagttgcattcaataaatgtcatatcccttagttccttcttattttagcatgaggacatgct aagg
tttaagtgt ggggaggtt gacaaaccccaatttgacggtttgttgtgtatt gaatttagagtattttgatgaccttttgtcacatttagectag
aaattagcatggttttgtatctctcccatatttgtgcctaaagt gt aaaaacatgectttttaagccttattattgatgaattctaatttctett
t gatt ccat aagat gcct t gat gt gt tt gt t agt aat ct caggat gaaat aggct aggcat ggat caaaggaagcaaggaaggaagcat acaag
t ggagagaagcacaaaaagccaaagaat t gat ccaggccat gcacgcgt acgcgcacaaggcgct cgcgecgeacat t gcgaagt aggccaagga
cgcgcacgegt accgt gcgecgeat gcgecgat gat ggcacat gacct cact aat gcaacat gt gcct ggcgat t t gagagggt t t ct gaaccca
ttttggcgccaaat gct aaggaagaagaat aaaaggat gaaggat t aaggggaagaaagaaaggggagaat gaact aggaat aacacacacact
aggattagttttagtttagtttctagagagagaagctctcacttctctct agaattagaattaggattaggtaggttaatctctcttcttagat
ctaggtttaattcatgctttgattcaattttcctttatcaattctcaatcttettctcttectcecttctagttatgtgttttaataatt gtaat
tcttcattttgttttggatagattgttgttcctttatttcctttcaataatgcaattt gagataattcatgtgattgtgatgttgttgattgtt
gttgattaattctttgcaataattgtagttagattttattcttgttgtcaatttactatgettttcttctatgecttccaagtgtttgatgaaa
tgcttggttggattttagtgtagattttgttcctcttggettaggt agagt aattagt aacacttgagttatctaattcctttgttgattgata
att ggagagat t gct aat t ggt t t ggagt gcact aaagct agtttt tt ct t gggagtt ggct aggact t gt ggct caagt caat t cat ccact t
tactttcctttatttagtaagggttaact aagt ggt agcaat gaacaatt ctcat cacaatt gagaaggat aact aggat aggacttctagttc
t cacacct caccaagagccttttatagttgttagcttactttcttgecatttatcttccatgectctt at caaaaccccaaaat aact cacaac
caat aacaagacactt catt gtaatt cct agggagaacgacccgaggt ccaat acttcggtttataaattttaggggtttgtact agt gacaaa
caactttttgtacgaaaggattattgtttggtttagagactatactttacaacgagatttcattagtgaaattctaaaccgt caaaaat ccaat
cgt caaaat ggcgecgtt gccggggaat t gcaat ggtgttat gt t att ggt t at t gt at at at at gaat att gt gaatat gttt getttttget
tctttgttagtttttagtttgttctetttatttgttcctattttttgtttttgccctctectattatcat gaatt ctcacttt ggetat gagtg
tgattacaattat gtt gt aggt gat gagaact tt gat gagaat gt gt at caagaat gggat aaccaaaggt gggaggagacat at gcat at gat
caat ct t cat ggcaacaacct ccaccaat gcact at gaagaagagccat t ct at gat gcat accaat caaat ggct at ggt gaat ctccttgtg
act t t caagaaccaccaccat at gcc

t at gat ccat accct caacat aatt ctca
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ggttgtggtgttatgaggat gttgattttgtacttact caaaagaaggt at gcgtcgttttttctcaact at aggat gcat agaat t aaaat aa
gaatttgacaatgtatttaaaattttatctaagtaactaaaatcttatttttgcttttatggttatctcaatcagtatagttttttccttggtt
tttttaattgtttatttatttatgtgtatttgtaggaaact ggagcaact cat agcat cgt acgt aaggt gt att gggacacagaagagggt ga
gagagagt at agggagat t aaagaaaat t ggagagatttat cttt ct caaat at at gccagct aaaactt ctcatttt agat ggcgt gaaggct
cccattctctgtgatattccttgtacattaaaggttttgcactgggaat gttgtccaat gaaaact ctaccctttacagat caat gct at gaac
ttgttgaaattgatttatctcatggcagaattgtagagttatggaat ggaaagaaggt agacattttcatcgatagttctatcaaattttatta
caat agcattt ccagcaaaaat agt aaccatgtgatatttcttttgtgttttcaggttct gaaaaagttagaacactt gaatct gt act gct gt
aagaagct gaagcaaacgccagat ct tt ct ggggct cccaat gt t aaaacact t aat ct t cat ggat gt gaggagcet gaat t at at t aat ccat
ctcttgcacaccacaagagacttgtt gaattgaatttaggt aaat gtattcgtctt gaaacacttggagat aaatt ggagat gagt t cact cga
gaaact agat ct at at gagt gcagt agt t t aagaagact gccagaat t t ggggaat gcat gaaacagtt atccgttcttattctaagattttca
ggt at agaagagct acccccaacgct t ggaaagt t ggct ggegt gt ct gagt t ggaat t aact gggt gt cacaagctt act agt ct tcccat cc
cacttggatgtttcgttggcct aaagaagt t gaagt t gagaagat t cgt ggagcett agtt gt gt t ccat acaccact cat gggt t agagt ccct
cgaagt tt gggat gat t at gacagcccaaatgtt gttggatttttgtgttctct ct ct cgecct gacct ct tt gagt agcct aaaat t acat gga
gggt tt agcat at ct agagaagt gt cgaccctttact at gat ctt ggccact t aacgt cgt t gacggatt t ggat t t agagaacaatggttttt
t aagagtt ccaat at gt at ccat gcact t cccagactt acacgt ct ggat ctat gt aat t gct at aat t t ggaggt tt t gccagagctt ccat ¢
aagt ct aagagaat t acaggcacagggct gt gaat cact ggt t acat ccact gt aaat gat gct at at caaaagct tgtt gt gt ct tt gcagaa
t cagct agccaagat cgt gaagacct ct t gcaaat gt ggat cagt gggaaggaaat gccagcat ggt t t gaggat caggaagaagat aacggaa
tatcagtctcattccctcataattgcccttcaact gaaaccat cgcacttgetctctgtttcctattacaaggt gt cat gtacttgccggaaca
gccat cggt gat ct gcaat ggt aaagaat t cat aaacaagagt gt att t gat gt ggtt t ct gaccgccat t ct gagactt t gt gcatt gt ct gc
gtgaatggttactattttagtaacat gttatgccaagacaat cgcttccaact gcaattt cccagt gatt at gat ct aat ccgagt aaaaagat
ct ggagcacgt t gggt gt gcaagcaagacat t caacat t t caagcagt t t ggcat ct cgcaaaagaaccct cacct cctctcttcgettttcat
tcccgcagecacttggttct cataget cat gacacagcetttctcaatttattact cgtatgattgcaaaatttagatctcttcagcet aaat ggtt
ccccagat t cgaagcet ttt gacagagct cat t gcat ccat ccaact gccat gt gaaccccagaaaggaat gt aaat ct t gggcacaat cagaac
aagcaaagggaat at acat at at t t ggggat gat at t ggt t gt t ct t t agggggt gt cacaaat gcagacaggt t ctt gt gctt at gacatt cg
ggcatttgtttttgat ggagaatt at at ct act gaagctctcctttcacttttcat gttgettcagttagccct caaaaat caggt aatt gatt
ctattttttatggatctatctcgcttggcttcatttagttgaaattattcaagcccaagat caatt cagtttgtat aaat at gggcattt gaag
tttgttatttagtttgtaattctttttctttcaacttttgtaaaaaatatgttgggttctgatagaggagaatttgtattctgtgattactggg
gaat gt gcacct gt gt t gaat t gcgt gt t t caaat t ct ggat at aagaaaaagggggat gaggaagaat at gaat t gagcat t t ggaggt t gt a
tttgagttcacgtgtgatggcttttctaattttgtttttctttttatt gaatttcctt cgaaaaaaatttaatcttggtttcatgtgtaaatcg
ttgcaatgaggttatagcgattcttttattgggttggagggttt caggaagat ggt gcttgagattgacaatgtttgaattttttttttcgttg
ct gcagcat agagt gagat t ggcaagcat aat gt gacagat t cagat t cat t acagagt gaaggagaaaat ct gcagaccat ggt gagt accaa
tgtcaacttagttgccaattgatggtttcagtggct aagagaagggggagttgaatcttagtcccctttttttggttgattatacttgcetggac
ttagaggagacttttctgtttttagctcgt ccct agtcacgagactttttcattttgtctcgtcacttggcacgagacattttggtttttgetc
ct at gcagt agaaaacagaat t ggagt aggagagagagaaaat t acacccagat at at cct ggt t cagct gct aagt gcagt gcagect acat ¢
cagt ct ccat cacaacaat gat ggaat t t cact at aat caaccagat t acaaact gt aaagt gct aacccaact t acaaggggat t cccacaga
at cat gaaacacaacat agat gaacaaaggaact ct aaggacat ctat ggctttttcttttaattttgcactctctgectttttccgetctatg
gctttttcatacaaacctcactgtttgectttttccat gagact caagacat gacaaaat t aaacagaaaaat act aaacagaat acat t aaag
gagaagaaaagct gt aagct
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