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 RESUMO 
 

 

O amendoim (Arachis hypogaea) está entre as principais oleaginosas 

cultivadas em todo o mundo. É bastante susceptível a diversos estresses bióticos e 

abióticos, para os quais muitas das espécies silvestres são resistentes. O processo 

de introgressão de genes úteis de espécies silvestres em amendoim pode ser 

acelerado pelo uso de seleção assistida por marcadores moleculares, através da 

identificação de marcadores proximamente ligados a genes de interesse como os de 

resistência a doenças. QTLs (Quantitative Trait locus) para resistência à mancha 

foliar causada pelo fungo C. personatum foram mapeados em mapa genético de 

referência construído 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 Ligação 4, foi utilizado para identificar clones positivos nas 

bibliotecas BAC (Bacterial Artificial Chromosome) de espécies silvestres do gênero 

Arachis. A subclonagem e sequenciamento do BAC que contém este RGA 

possibilitou a caracterização da sequência, identificando, com auxílio do Programa 

de predição RiceGAAS, 20 ORFs distribuídas em oito contigs. Destas, cinco ORFs 

estavam relacionadas a genes de resistência pertencentes à família TIR-NBS-LRR e 

quatro ORFs a elementos de transposição, sendo um transposon e três 

retrotransposons LTR do tipo Ty1-Copia. Este trabalho possibilitou ainda, o 

mapeamento de cinco marcadores microssatélites derivados do BAC, que 

mapearam no mesmo grupo de ligação dos (RGAs). A utilização de marcadores 

microssatélites exibe vantagens adicionais à utilização de RGAs no processo de 

seleção assistida, como a praticidade operacional, alta reprodutibilidade, por ser 

baseado em PCR, e principalmente por ser um marcador transferível entre espécies 

relacionadas. A identificação de marcadores mais robustos e transferíveis 

associados a locos que conferem resistência possibilitará a seleção assistida nos 

programas de melhoramento genético, o que acelerará o processo de introgressão 

dos genes de resistência 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 Ty1-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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INTRODUÇÃO 

 
 

1. O Gênero Arachis 

 

O gênero Arachis L., família Fabaceae, é nativo da América do Sul. O Brasil 

central é seu provável centro de origem, em uma região que se estende do sudoeste 

do estado de Mato Grosso do Sul até o sul de Goiás (Valls, 2000).  Sua distribuição 

natural é restrita ao Brasil, Bolívia, Paraguai, Argentina e Uruguai (Valls & Simpson, 

1994). Este gênero contém 80 espécies descritas e 64 destas ocorrem no Brasil, 

sendo 47 exclusivas da flora brasileira (Valls & Simpson, 2005).   

A maioria das espécies do gênero é diplóide (2n=2x=20 cromossomos), 

algumas aneuplóides (2n=2x=18 cromossomos) e cinco espécies tetraplóides 

(2n=4x=40 cromossomos), incluindo a espécie cultivada Arachis hypogaea 

(Krapovickas & Gregory, 1994; Lavia, 1998; Valls & Simpson, 2005). 

As 80 espécies já conhecidas estão reunidas em nove seções taxonômicas 

(Arachis, Erectoides, Heteranthae, Caulorrhizae, Rhizomatosae, Extranervosae, 

Triseminatae, Procumbentes e Trierectoides) de acordo coma a sua morfologia, 

distribuição geográfica e compatibilidade sexual (Krapovickas & Gregory, 1994; Valls 

& Simpson, 2005). A seção Arachis é o maior grupo do gênero, totalizando 31 

espécies descritas até o momento (Krapovickas & Gregory, 1994; Valls & Simpson, 

2005). Possui uma ampla distribuição, desde os Andes até áreas costeiras do 

Atlântico (Creste et al., 2005).  

De acordo com dados citogenéticos, existem três tipos de genomas que 

diferenciam as espécies em relação aos cromossomos. As espécies caracterizadas 

com genoma A possuem um pequeno par de cromossomos, denominado par A. As 

espécies diplóides que não apresentam o par A, possuem o genoma B, com 

exceção de A. glandulifera que possui o genoma denominado D, caracterizado pela 

presença de seis pares de cromossomos subtelocêntricos (Stalker, 1991; Robledo & 

Seijo, 2008). Existem três espécies que possuem 2n=18 cromossomos (A. decora, 

A. palustris e A. praecox) (Lavia, 1998). A. hypogaea e A. monticola são espécies 

alotetraplóides com genoma AB. 
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2. O amendoim   

 

A espécie cultivada, Arachis hypogaea (Figura 1A e 1B), está entre as 

oleaginosas mais cultivadas no mundo, ocupando a 5ª posição dentre as mais 

produzidas (USDA, 2008).  

No Brasil, grande parte da cadeia de produção de amendoim está localizada 

na região Sudeste, sendo o Estado de São 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 agrícolas (Valls, 2005). O cultivo no Brasil representa menos de 1% da 

produção mundial, mas apesar disso, a produção nacional tem aumentado nos 

últimos 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, o amendoim é matéria-

prima para a indústria alimentícia. Seus grãos são ricos em óleo (40 – 50%) 

composto em sua maioria por ácidos oléicos (média de 55%), linoléico (25%), 

palmítico (10%) dentre outros ácidos graxos encontrados em menor quantidade 

(Knauft et al., 1993; Lopez et al., 2000), proteínas (20 – 30%), carboidratos (10 – 

20%), sais minerais e vitaminas (Fagundes, 2002).   

O amendoim possui um genoma alotetraplóide. Um alopoliplóide é uma planta 

híbrida de duas ou mais espécies, contendo duas ou mais cópias de cada um dos 

genomas componentes. Os alopoliplóides formam-se apenas entre espécies muito 

correlatas e na natureza, isso pode ser considerado como uma força importante na 

evolução de novas espécies de plantas (Griffiths et al., 2008). 

Vários estudos já foram realizados acerca da origem genética do amendoim. 

Por ser um alotetraplóide, acredita-se que o amendoim cultivado tenha surgido do 

cruzamento entre duas espécies silvestres diplóides diferentes, A. duranensis 

(Genoma AA) e A. ipaënsis (genoma BB) (Halward et al., 1991; Kochert et al, 1996; 

Seijo et al., 2004; 2007). O resultado gerou um híbrido, no qual o número de 

cromossomos foi espontaneamente duplicado levando à restauração da fertilidade e 

provável seleção do controle genético da meiose. Assim, a planta alotetraplóide 

resultante tinha vigor híbrido, mas era reprodutivamente isolada de seus parentes 

selvagens (Halward et al., 1991; Kochert et al., 1996; Seijo et al., 2004; 2007). 
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Os estudos citológicos de maneira geral têm apoiado os estudos clássicos de 

cruzamentos, que são realizados com a intenção de refazer o caminho evolutivo que 

originou o amendoim. Cruzamentos entre diferentes espécies diplóides, no geral 

resultam em híbridos estéreis. Os híbridos são tratados com colchicina, duplicando o 

número de cromossomos, podendo então haver um cruzamento com o amendoim 

cultivado tetraplóide. Estudos acerca da evolução do amendoim cultivado através da 

cruzabilidade entre A. duranensis e A. ipaënsis já foram realizados 

experimentalmente (Fávero, 2004; 2006). Além disso, recentemente, estudos 

realizados por Seijo et al. (2007), utilizando a técnica de GISH (Genomic in Situ 

Hybridization) corroboraram a hipótese de que os mais prováveis parentais da 

espécie cultivada são A. duranensis e A. ipaënsis. 

A origem de A. hypogaea através de um único e recente evento de 

poliploidização seguido por seleções sucessivas durante os cruzamentos, resultou 

em um genoma altamente conservado (Young et al., 1996), o que levou a uma baixa 

diversidade em relação às características agronômicas importantes. Já a variação 

morfológica observada entre acessos de A. hypogaea é provavelmente devido à 

variação em poucos genes (Kochert et al., 1991). Em virtude dessa baixa 

variabilidade genética, o amendoim cultivado encontra grandes problemas 

relacionados à busca de resistência a pragas e patógenos, além da dificuldade na 

geração de marcadores moleculares polimórficos para a construção de mapas 

genéticos (Kochert et al., 1996; Halward et al., 1991). 

 

 
Figura 1: (A) Arachis hypogaea L. (B) Fruto desta espécie. Retirado do endereço eletrônico: 

http://www.agraria.org/coltivazionierbacee/arachide.htm. 

 

A B 
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3. Espécies Silvestres 

 

As espécies silvestres da seção Arachis, em sua maioria, são diplóides 

(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 diplóide apresentam uma rica fonte de diversidade 

alélica selecionada durante a evolução em diferentes ambientes e estresses bióticos 

e abióticos, proporcionando uma alta variação nas características agronômicas de 

relevância, como resistência a pragas, patógenos e estresses hídricos (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 provável centro de origem do gênero Arachis, o 

Brasil é um grande detentor de germoplasma destas espécies silvestres. A Embrapa 

Recursos Genéticos e Biotecnologia possui o 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 constituírem importante fonte de genes 

úteis, espécies silvestres de Arachis vêm sendo introduzidas em programas de 

melhoramento do amendoim. Em estudos realizados de forma pioneira por Isleib & 

Wynne em 1992, a espécie tetraplóide silvestre A. monticola foi utilizada em 

cruzamentos interespecíficos com A. hypogaea resultando nas primeiras cultivares 

de amendoim com genes de espécies silvestres, Spancross e Tamnut 74, porém 

sem nenhuma característica fenotípica que pudesse ser identificada como derivada 

de espécies silvestres. 

A primeira cultivar de amendoim com genes identificáveis 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 

(RC5) de A. hypogaea cv. Florunner, utilizada como parental recorrente, com um 

complexo híbrido interespecífico, chamado TxAG-6, resultante do cruzamento entre 

[A. batizocoi x (A. cardenasii X A. diogoi)] e posterior duplicação 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 transferência de uma característica específica, inevitavelmente, 
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introduz-se na progênie uma série de características indesejáveis. Para a remoção 

de tais características, utiliza-se o retrocruzamento, processo muitas vezes 

demorado, e mesmo quando espécies compatíveis são utilizadas, barreiras de 

esterilidade estão presentes, devido a diferentes níveis de ploidia, incompatibilidades 

genômicas e diferenças genéticas (Holbrook & Stalker, 2003). O processo de 

introgressão apenas dos genes úteis pode ser acelerado através da utilização de 

marcadores moleculares. 

 

4. Doenças em amendoim 

 

O amendoim é bastante susceptível a uma grande variedade de pragas, 

incluindo-se os nematóides das galhas (Meloidogyne sp.) e doenças fúngicas de 

parte aérea (Subrahmanyam et al., 1985; Pezzopane et al., 1998). 

As doenças fúngicas de parte aérea são consideradas um grande problema 

da cultura de amendoim no Brasil. Em escala global, as doenças foliares causadas 

pelos fungos são consideradas limitantes para a cultura, devido aos seus variados 

graus de severidade. Elas reduzem a área das folhas disponíveis para a 

fotossíntese, resultando em um decréscimo na habilidade para produzir e converter 

os produtos da fotossíntese, o que pode reduzir a produção das sementes (Nutter & 

Shokes, 1995). 

No Brasil, os maiores problemas de natureza biótica são: 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 doenças podem 

causar desfolhação e em combinação, podem causar perdas consideráveis na 

produção. 

As cercosporioses são as doenças que mais causam prejuízos à 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 contrário de várias doenças do amendoim que ocorrem em regiões 

geográficas específicas, as cercosporioses estão presentes em quase todos os 

campos de cultivo do Brasil e no mundo. No entanto a predominância e a 

intensidade de cada uma variam com a localidade e as épocas de plantio. No Estado 
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de São Paulo, maior produtor do Brasil, a mancha preta tem predominado e se 

mostrado mais severa (Moraes et al., 1988). 

Com relação aos nematóides, estes são responsáveis por sérias perdas nas 

regiões basais da planta. Os danos causados por nematóides são, muitas vezes, 

agravados pela associação com outros patógenos, causando podridões em caules, 

ginóforos e vagens (Kokalis-Burelle & Rodrigues-Kabana, 1997).  

Os fungos Aspergillus flavus Link e A. parasiticus Speare, são de grande 

importância devido à produção de aflatoxinas, quando infectam o amendoim. As 

aflatoxinas pouco afetam a produtividade da cultura, mas trazem problemas sérios à 

saúde humana e animal, influenciando significativamente na comercialização do 

produto (Bolonhezi, 2005). Um dos meios de se evitar a contaminação por 

aflatoxinas em amendoim é através do uso de cultivares resistentes. No Brasil, é 

comum a ocorrência de altos teores de aflatoxinas, devido à ineficiência de 

fiscalização e às condições ambientais desfavoráveis em que amendoim é produzido 

e armazenado (Godoy et al., 2001). 

O Brasil é constituído, em sua grande maioria, por pequenos produtores de 

amendoim, o que torna o controle químico, tanto de doenças fúngicas, como de 

outras pragas, caro e economicamente inviável. O uso de germoplasma resistente 

pode propiciar um melhor rendimento na produção, além de custos mais baixos. O 

gênero Arachis vem sendo muito estudado, pelo alto potencial de suas espécies 

silvestres como fonte de genes de resistência para o melhoramento da cultura. 

Como algumas espécies silvestres são caracterizadas por apresentarem resistências 

múltiplas a determinadas doenças, elas têm como maior potencial agronômico e de 

grande impacto econômico a possibilidade de aumentar a resistência 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 características de interesse que podem ser 

transferidas para o amendoim, estão o alto teor lipídico, e as resistências ao 

nematóide M. arenaria e a fungos foliares (Guimarães et al., 2005; Leal-Bertioli et al., 

2005). 
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5. Genes de Resistência 

 

Após ser infectada por um patógeno, 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 infecção 

morrem rapidamente, privando o patógeno de nutrientes e impedindo a sua 

propagação. Esta resposta de hipersensibilidade pode ser a causa de outras 

respostas secundárias que, conjuntamente, são conhecidas como resistência 

sistêmica adquirida (SAR – Systemic Acquired Resistance). As bases genéticas das 

respostas de hipersensibilidade envolvem uma interação “gene-a-gene” (Flor, 1971), 

na qual o produto de um alelo da planta (um gene R, para resistência) interage com 

o produto de um alelo do patógeno (um gene Avr para avirulência). As proteínas 

codificadas por genes de resistência (genes R) são capazes de, direta ou 

indiretamente, reconhecer proteínas elicitoras produzidas pelos patógenos e ativar 

respostas de defesa (Taken & Joosten, 2000; Hammond-Kosack & Jones, 2000; 

Martin et al., 2003; Hammond-Kosack & Parker, 2003). 

A caracterização molecular dos genes de resistência, em mono e 

dicotiledôneas, revelou que estes genes codificam proteínas com motivos estruturais 

comuns, indicando que o modo de reconhecimento de diferentes patógenos e a 

sinalização de defesa da planta foi conservado durante sua evolução e 

diversificação. Até hoje, cinco principais famílias de genes R já foram identificadas, 

baseados nos domínios conservados das proteínas (Martin et al., 2003). A família 

mais abundante é denominada NBS-LRR (Rommens & Kishore, 2000). A maioria 

destas proteínas contém domínios C-terminais com repetições ricas em aminoácido 

leucina (LRR – Leucine-Rich Repeat), um domínio central com sitos de ligação a 

nucleotídeos trifosfatados (NBS – Nucleotide Binding Site) e domínios N-terminais 

variáveis (Figura 2). Esta família é largamente conhecida, e inclui mais de 20 genes 

R identificados em várias espécies de plantas (Meyers et al., 1999; Van der biezen 

et al., 2002; Cordero & Skinner, 2002). Genes desta família conferem resistência a 

diversos patógenos como fungos, bactérias, viroses, nematóides e insetos (Baker et 

al., 1997). 

O domínio LRR está envolvido no reconhecimento do patógeno pelo 

hospedeiro durante o processo de infecção. Proteínas que contém este domínio 
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apresentam o aminoácido leucina, repetida em número de 10 a 40 intervalos 

regulares, podendo conter ainda outros resíduos hidrofóbicos, asparaginas e 

prolinas (Collins et al., 2001; Cannon et al., 2002). Esses motivos geram uma 

estrutura terciária semelhante a uma mola, com cada hélice apresentando um 

motivo de leucina repetido. A função do domínio LRR pode estar relacionada com a 

mediação da interação entre proteínas, podendo atuar extracelularmente como 

receptor da molécula produzida pelo patógeno ou intracelularmente, em um passo 

anterior à via de transdução dos sinais envolvidos no processo de resistência 

(Banerjee et al, 2001). 

O domínio NBS está presente em diversas proteínas e são responsáveis por 

atividade de ligação ao ATP ou GTP, tais como subunidades da ATP sintetase e 

fatores de elongação do ribossomo. A presença desses domínios nas proteínas 

codificadas pelos genes de resistência sugere que estes sítios estão envolvidos na 

ativação de proteínas quinases ou proteínas transportadoras (Hammon-Kosack & 

Jones, 1997) e mutações em sua estrutura, impedem que ocorra a resposta de 

hipersensibilidade, ressaltando a importância da função deste domínio na 

sinalização (Zhou et al., 2004). 

A família NBS-LRR é dividida em duas categorias baseado nas regiões 

conservadas na porção N-terminal dos seus produtos (Meyers et al., 1999; Young et 

al., 2000; Yuksel et al., 2005). O primeiro grupo, chamado de Não-TIR, possui o 

domínio CC (Coiled-coil; Cauda espiralada) na região N-terminal e é responsável 

pelo reconhecimento das moléculas elicitoras (Young et al., 2000). O segundo 

grupo, TIR, é composto por genes que codificam produtos contendo uma estrutura 

homóloga às proteínas receptoras humanas “Interleucina 1” e “Toll” de Drosófila. As 

espécies do gênero Arachis possuem as duas formas da estrutura (Bertioli et al., 

2003). 

O domínio LRR pode sofrer varias mutações em seus aminoácidos 

representando uma contribuição para a variabilidade genética, necessária para 

reconhecer as diversas especificidades patogênicas. A região NBS por outro lado, 

apresenta motivos conservados (Kobe & Deisenhofer, 1994). Estas regiões 

conservadas podem facilitar a construção de primers para amplificação de RGAs 

(Resistance Gene Analogs) ou genes similares. Alguns desses motivos são: P-loop, 

Kinase-2, Kinase-3a, GLPL e RNBS-D.  
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Os RGAs são sequências análogas às sequências codificadas por genes R, 

mas sem função de resistência ainda estabelecida. Alguns primers degenerados 

baseados nos domínios conservados de genes de resistência têm sido utilizados 

para amplificação e clonagem de RGAs em diferentes espécies de plantas. Alguns 

estudos de mapeamento de RGAs no genoma de plantas comprovaram ligação com 

locos que contêm 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).  

 

 

Figura 2: Domínio NBS-LRR representado esquematicamente. As regiões TIR e Não-TIR 
também estão ilustradas. Os motivos P-loop, Kinase-2, Kinase-3a e GLPL estão representados 

em destaque na parte inferior da figura. 

 

 

A mais expressiva caracterização de genes ligados à resistência (RGAs) no 

gênero Arachis foi conduzida por Bertioli et al. (2003). O estudo gerou 78 RGAs a 

partir de primers degenerados baseados no domínio 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 regiões conservadas no 

domínio NBS. 
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6. Marcadores moleculares, mapas genéticos e QTLs  

 

Mapas genéticos têm sido desenvolvidos desde 1980 (Botstein, 1980). O 

desenvolvimento de mapas genéticos é considerado uma das aplicações de maior 

impacto da tecnologia de marcadores moleculares na análise genética de espécies 

e, potencialmente, no melhoramento de plantas. O mapeamento genético possibilita 

a cobertura e análise completa de genomas, a decomposição de características 

genéticas nos seus componentes mendelianos, a localização de regiões genômicas 

que controlam caracteres de importância econômica (QTL - Quantitative Trait Loci), 

a quantificação dos efeitos dessas regiões na característica estudada e a 

canalização de toda essa informação para uso em programas de melhoramento 

(Lee, 1995). 

Há vários tipos de marcadores moleculares utilizados para estudos genéticos, 

como Isoenzimas, RFLP, RAPD, AFLP, SCAR, SSR além de outros. A grande 

disponibilidade de marcadores e metodologias estatísticas eficientes fez com que, 

atualmente, estejam disponíveis mapas genéticos para um grande número de 

espécies cultivadas. 

O mapeamento genético toma como base a hipótese de que a co-segregação 

de dois marcadores indica proximidade entre eles, e que a probabilidade de ocorrer 

permutas genéticas entre esses dois marcadores é menor, quanto menor for a 

distância entre eles. Dessa forma, é possível ordenar linearmente a informação 

genética ao longo dos cromossomos. A probabilidade de ocorrência de permuta 

genética entre dois marcadores (frequência de recombinação) reflete a distância 

genética entre locos. Esta distância, expressa em centiMorgans (cM), é calculada 

com base na frequência de recombinação por meio de funções de mapeamento, as 

quais corrigem as distorções entre a conversão das unidades. A função Haldane é a 

mais simples e admite que permutas genéticas ocorram ao acaso e de forma 

independente (Haldane, 1919).  A função de Kosambi considera interferência parcial 

(I) nos cálculos da distância em centiMorgans, sendo que essa interferência significa 

que uma permuta genética afeta a ocorrência de outras em regiões adjacentes, 

considerando a ocorrência de permutas duplas (Kosambi, 1944). 

A identificação de marcadores moleculares ligados a genes e QTLs de 

resistência pode ser de grande utilidade para o melhoramento de uma espécie. A 
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primeira etapa da construção de um mapa genético contendo marcadores 

associados a QTLs de resistência é a escolha correta dos genitores para 

cruzamento e obtenção de uma geração segregante. Esses genitores devem ser 

divergentes para o caráter. A próxima etapa é a detecção de marcadores 

moleculares polimórficos entre os genitores resistente e suscetível, analisando-se 

posteriormente as segregações destes e da resistência em uma população 

segregante. 

De acordo com Tanksley et al. (1993), os melhoristas podem utilizar 

marcadores moleculares para selecionar indiretamente indivíduos em uma 

população segregante que carrega um gene de interesse, se existir uma ligação 

forte entre o loco marcador e o gene que controla o caráter.  Marcadores fortemente 

ligados a genes de resistência podem auxiliar muito os programas de melhoramento 

visando resistência a doenças, permitindo seguir o gene sob seleção através das 

gerações, ao invés da avaliação da expressão fenotípica do gene de resistência. 

Esses marcadores podem ser utilizados no processo de seleção assistida por 

marcadores (SAM), permitindo também que vários genes sejam agrupados em um 

mesmo genótipo (piramidação dos genes de resistência). Adicionalmente, os 

marcadores podem ser úteis para a clonagem e sequenciamento desses genes de 

resistência em associação a outras ferramentas moleculares, como as bibliotecas 

genômicas. 

A limitação 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 ligação têm sido publicados. 

Em 1993, Halward e colaboradores desenvolveram um dos primeiros mapas 

genéticos de amendoim, baseado na técnica de RFLP, a partir de uma população F2, 

derivada de um cruzamento entre duas espécies silvestres diplóides com genoma 

AA, A. stenosperma e A. cardenasii. Burow et al. (2001) desenvolveram outro mapa 

baseado em RFLP, porém para uma população tetraplóide. Mais tarde foi 

desenvolvido um mapa derivado de um cruzamento entre duas espécies silvestres 

diplóides A. stenosperma e A. cardenasii baseado em RAPD (Garcia et al., 2005). 

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

baseado em uma população de 93 indivíduos F2 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 ligação cobrindo uma 

distância de 1.230,89 cM no mapa e com uma distância média de 7.24 cM entre 

marcadores adjacentes. Este mapa vem sendo aprimorado e, atualmente possui 

aproximadamente 188 SSRs, 80 marcadores âncoras, 35 RGAs e 10 grupos de 

ligação (Leal-Bertioli et al., 2009). Recentemente um mapa para o genoma BB, 

baseado em um cruzamento entre A. ipaënsis e A. magna, foi publicado por 

Moretzsohn et al., (2009). Esse mapa contém 10 grupos de ligação, com 149 locos 

cobrindo uma distância de mapa total de 1.294 cM.   

QTLs para resistência à 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 

regiões do genoma onde mapearam genes candidatos à resistência a doenças, na 

região superior do grupo de ligação 4, assim como na região inferior do grupo de 

ligação 2, indicando que estas regiões podem estar relacionadas ao controle de 

resistência a doenças. 

Recentemente foi publicado um mapa genético para A. hypogaea (Varshney 

et al., 2009) incluindo marcadores SSRs e marcadores âncoras (derivados de 

Leguminosas) já existentes e mapeados em germoplasma silvestre. 

 

7. Bibliotecas BAC  

 

Bibliotecas de grandes insertos de DNA genômico se tornaram uma 

ferramenta básica para mapeamento físico, clonagem posicional e sequenciamento 

genômico (Zhang et al., 1994). Atualmente, o uso do vetor denominado cromossomo 

artificial de bactéria (BAC - Bacterial Artificial Chromosome) tem sido preferido na 

construção dessas bibliotecas por sua eficácia de transformação, baixo índice de 

quimerismo além da possibilidade de uso em subclonagens por shotgun para 

sequenciamento (Safár et al., 2004).  

A estabilidade de clones BAC é em parte devido à presença 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 utilização de clones 

BAC é que estes são relativamente fáceis de manipular e propagar, comparados 
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com vetores virais ou leveduras. Conseqüentemente, BACs têm suplantado YACs 

(Yeast Artificial Chromosome) como os vetores mais comuns utilizados em 

mapeamento físico em larga escala e sequenciamento (Kelley et al., 1999). 

Bibliotecas BAC têm sido construídas para várias 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 gênero Arachis uma biblioteca BAC foi construída para 

a espécie cultivada alotetraplóide (Yuksel & Paterson, 2005), e duas para as 

espécies silvestres A. duranensis (84.096 clones) e A. ipäensis (75.648 clones) 

(Guimarães et al., 2008). Estas últimas bibliotecas foram construídas 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. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 3: Vetor de clonagem pIndigoBAC-5. 

 

 

A busca de marcadores ligados a genes de importância agronômica tem sido 

objeto de pesquisa nos últimos anos (Hash et al., 2003). O isolamento de genes de 

resistência ainda não caracterizados pode ser facilitado com a utilização de RGAs. 

Regiões de resistência têm sido mapeadas utilizando RGAs como sondas de 

hibridização em Southern Blotting em progênies 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 construída e um grupo de RGAs previamente 

mapeados que co-segregam com um QTL para resistência ao patógenos do gênero 

Phytophthora spp, foi utilizado para realizar um screening através de hibridização 

nesta biblioteca. Mais tarde, Lein et al. (2007), identificou RGAs e os agrupou no 

grupo de ligação 3 em beterraba. Estes co-segregam com o QTL para resistência a 

doença rizomania, uma das mais importantes em beterraba. 

O mapeamento de RGAs demonstrando que eles estão ligados a locos 

conhecidos por conterem genes de resistência já 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 relação aos genes de resistência 

em amendoim, utilizando grupos de primers previamente estudados em outros taxa, 

identificando e caracterizando clones BAC de A. hypogaea. 

QTLs para resistência à mancha foliar causada pelo fungo C. personatum 

foram mapeados em um mapa genético construído 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 – Capítulo I) foi utilizado para identificar 

clones positivos nas bibliotecas BAC destas espécies silvestres do gênero Arachis 

(Proite, 2007). A subclonagem e sequenciamento de um clone BAC (positivo) que 

contém este RGA possibilitarão a caracterização da sequência, além da 

identificação de microssatélites na região designada, provendo marcadores mais 

próximos ao QTL já identificado e ao isolamento do gene de resistência de interesse. 

 

8. Subclonagem 

 

A metodologia mais informativa para estudos de estrutura do genoma é a 

análise de sequência de DNA, entretanto, embora o sequenciamento tenha se 

tornado significativamente mais rápido e econômico, a montagem de genomas 

completos de eucariotos ainda constitui uma tarefa complexa. Uma opção 

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 genômico, ou alguns trechos deste, são sonicados, 
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nebulizados ou cortados com enzimas de restrição (shotgun) e os fragmentos 

resultantes são subclonados em vetores bacterianos, sequenciados e montados 

para posterior análise. Da mesma forma, clones BAC contendo regiões de interesse 

podem ser selecionados e sequenciados possibilitando o acesso à sequência 

completa desses genes e suas regiões vicinais. 
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OBJETIVO GERAL  

 

  

Analisar a estrutura genômica da região que contém o RGA S1_A_36, que se 

encontra co-localizado com o QTL cp4.2 (resistência ao fungo Cercosporidium 

personatum) mapeado no Grupo de Ligação 4 do mapa genético de referência, 

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 resistência que sejam transferíveis entre as 

espécies relacionadas. 

 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

• Subclonar e sequenciar o clone BAC AD25F09 contendo o RGA S1_A_36; 

• Realizar a anotação e interpretação da sua sequência; 

• Identificar microssatélites nas sequências geradas e desenvolver pares de       

primers para mapeamento destas regiões;  

• Analisar os pares de primers para microssatélites quanto ao polimorfismo nos 

parentais das populações AA de mapeamento (A. stenosperma e A. duranensis); 

• Genotipar a população F2 segregante com os microssatélites polimórficos 

gerados; 

• Posicionar os marcadores no mapa genético de referência; 
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APRESENTAÇÃO DOS CAPÍTULOS 

 

 

O presente trabalho foi dividido em dois capítulos. O capítulo I consiste na 

subclonagem, sequenciamento e anotação do BAC AD25F09. O capítulo II 

apresenta o desenvolvimento de marcadores microssatélites a partir das 

informações do BAC sequenciado e sua utilização na genotipagem e mapeamento 

da população F2 (genoma AA). 
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CAPÍTULO I – SUBCLONAGEM, SEQUENCIAMENTO E ANOTAÇÃO DO BAC 
AD25F09 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

O amendoim está entre as principais oleaginosas cultivadas no mundo e as 

maiores causas de perda na produção são a seca e fungos causadores de manchas 

foliares como as cercosporioses (Santos, 1995). Embora estejam disponíveis 

acessos de A. hypogaea com diferentes níveis de resistência, o melhoramento das 

cultivares é dificultado devido à baixa variabilidade genética em relação a 

características agronômicas de interesse. Por outro lado, espécies silvestres do 

gênero Arachis possuem resistência a diferentes fatores bióticos e abióticos 

apresentando uma maior variabilidade genética (Hilu & Stalker, 1995; Moretzsohn et 

al., 2004; Milla et al., 2005).  

  Por constituírem importante fonte de genes úteis e apresentarem alto 

polimorfismo, espécies silvestres vêm sendo introduzidas em programas de 

melhoramento. O processo de introgressão de genes pode ser acelerado pelo uso 

da seleção de plantas assistida por marcadores moleculares e para tal, é necessário 

identificar marcadores proximamente ligados a genes de interesse como resistência 

a doenças (RGA). Muitos destes genes são caracterizados pela presença do 

domínio NBS-LRR que, em plantas, tem sua função associada à resistência a 

doenças.  

Bibliotecas genômicas de grandes insertos, como as construídas em BAC, 

são ferramentas importantes para o isolamento de genes, determinação de 

agrupamentos gênicos, estudos de sintenia entre espécies, desenvolvimento de 

marcadores moleculares e na caracterização de genomas de uma maneira geral. 

Mais informações sobre o genoma diplóide de Arachis, através de estudos 

relacionados às bibliotecas BAC, seriam muito úteis, tanto para a construção de 

mapas genéticos e físicos, como para caracterização de alelos silvestres. 

 Primers degenerados para o motivo NBS foram produzidos para diferentes 

espécies de Arachis visando à identificação de sequências do tipo RGA (Bertioli et 

al., 2003). Alguns desses RGAs foram posicionados em um mapa genético 

construído para uma população de genoma AA (A. duranensis e A. stenosperma) 

(Moretzsohn et al., 2005). QTLs para resistência à 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-segregação com um destes QTLs, situado no Grupo de Ligação 4 do 

mapa de referência (Figura 1). A sequência deste RGA foi utilizada como sonda para 

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

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

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

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

duranensis, placa 25, posição F09). Este BAC será subclonado e sequenciado, 

permitindo a reconstituição deste. 

 

 

Figura 1: Grupo de Ligação 4 do mapa genético de Arachis (Moretzsohn et al., 2005). A seta 
mostra a posição do RGA S1_A_36. Em verde estão indicados dois QTLs para resistência ao 

fungo C. personatum. 

 

 

Grupo de Ligação 4 



24 
 

1.1 Sequenciamento através de shotgun 

 

Os sequenciadores automáticos de DNA (ABI 377 e ABI 3100, por exemplo), 

que utilizam o método de sequenciamento pela reação de terminação em cadeia 

(Sanger et al., 1977), têm limitações técnicas que os impedem de sequenciar 

regiões 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 inúmeros 

fragmentos. Esses fragmentos devem ser individualmente sequenciados e, 

posteriormente, montados com o auxílio da bioinformática, como peças de um 

quebra-cabeça (Luscombe et al., 2001). Este sequenciamento individualizado torna-

se viável, pois cada fragmento da sequência é subclonado em um vetor bacteriano. 

O sequenciamento aleatório, aliado a uma estratégia de clonagem randômica 

(shotgun) é 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 genômico, ou alguns trechos deste, como 

BACs, são sonicados, nebulizados ou cortados com enzimas de restrição, e os 

fragmentos resultantes são subclonados e sequenciados. As sequências de 

nucleotídeos dos fragmentos são então montadas e analisadas, com o intuito de 

descrever a estrutura e composição nucleotídica. Esta estratégia contrasta com o 

sequenciamento parcial baseado exclusivamente em genes expressos (ESTs – 

Expressed Sequence Tags), pois não busca apenas as sequências expressas dos 

organismos, e sim uma visão da estrutura do genoma como um todo ou parte dele. 

Dentre as informações provenientes do sequenciamento aleatório pode-se citar a 

distribuição de microssatélites, elementos transponíveis e retrotransponíveis, genes, 

pseudogenes, regiões promotoras, conteúdo nucleotídico, tRNAs, e outros. Esta 

estratégia foi utilizada inicialmente no estudo de genomas de microorganismo que 

não possuíam mapas físicos (Wong et al., 1999; Bell et al., 2002) e constituiu a base 

da abordagem, hoje comum, de sequenciamento por fragmentação randômica de 

DNA (shotgun) para montagem completa de genomas de alguns microrganismos, 

utilizada de forma pioneira para Haemophilus (Fleischmann et al., 1995). 

A disponibilidade das sequências é um avanço significativo, mas por si só não 

é 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 

biológicos serem extremamente complexos, onde cada gene participa de uma rede 

intrincada de interações. Para determinar a função de um gene, faz-se necessário 

uma série de procedimentos experimentais, que, em sua maioria, são trabalhosos e 

demorados. Por isso, e também pelo fato de que as sequências acumuladas sem 

interpretação não terem muito valor, a anotação genômica ganhou grande 

importância nos últimos anos. 

 

 

  

 
 

 
 

Figura 2: Método de subclonagem de BAC através da técnica de shotgun. 
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1.2 Anotação de sequências 

 

A anotação genômica, extração de significado biológico de sequências 

genômicas anônimas, é tarefa bastante complicada, e diversos esforços foram feitos 

para sua automação (Aubourg & Rouzé, 2001). Este processo consiste em adicionar 

análises de bioinformática para gerar interpretações biológicas sobre as sequências 

brutas de DNA. A predição da função de uma proteína é feita com base na 

comparação com sequências de proteínas previamente caracterizadas e 

armazenadas em bancos de dados biológicos.  

A identificação de genes a partir da comparação de sequências buscando 

regiões de similaridade já 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 sequências, identificação 

das regiões alinhadas e pontuação destas a partir de uma matriz padrão, pode-se 

descobrir sequências similares e com diversos graus de identidade, permitindo 

qualificar sequências não-idênticas e descrever possíveis funções (Pertsemlidis & 

Fondon, 2001). 

Outra estratégia bastante útil é a comparação das sequências anônimas com 

bancos de ESTs e bancos de GSS (Genome Survey Sequence), de preferência da 

mesma espécie, indicando dentre outros fatores genes putativos nas sequências 

anônimas. A função destes genes seria atribuída diretamente de acordo com a 

função putativa do EST semelhante. Atualmente, a taxa de crescimento dos bancos 

de dados biológicos é exponencial, tornando a atividade de anotação funcional 

dinâmica. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

2.1 Plantas de Arachis e bibliotecas BAC 

 

Os experimentos foram conduzidos no Laboratório de Biotecnologia (Pós-

graduação da Universidade Católica de Brasília) 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, Brasília, DF. Os clones BAC utilizados foram 

selecionados a partir de biblioteca BAC construídas no CIRAD (Montpellier – França) 

(Guimarães et al., 2008). 

 

2.2 Isolamento de RGAs das bibliotecas BAC de espécies de Arachis 

ipaënsis e A. duranensis 

 

O RGA S1_A_36 (GenBank ref. AY157808; Bertioli et al. 2003) localizado no 

GL 4 do mapa genético AA, construído a partir do cruzamento das espécies 

silvestres de A. duranensis e A. stenosperma, foi selecionado por apresentar co-

segregação com um QTL para resistência à mancha foliar causada pelo fungo C. 

personatum (Leal Bertioli et al., 2009). Esta sequência foi utilizada como sonda para 

identificar clones positivos nas bibliotecas BAC de espécies silvestres do gênero 

Arachis através de hibridizações de colônias 

(http://www.genome.clemson.edu/protocols) (Guimarães et al., 2008). O clone 

selecionado foi denominado AD25F09 situado na placa 25 posição F09 na biblioteca 

AA de A. duranensis. A subclonagem do clone BAC selecionado foi realizada 

através de dois métodos distintos: com enzimas de restrição e através da técnica de 

nebulização, com o intuito de gerar um maior número de sequências para análise e 

posterior geração de marcadores microssatélites. 

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

está descrito na Figura 3. 
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Figura 3: Esquema de sequenciamento do BAC AD25F09. 
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2.3 Extração 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-inóculo: Foram utilizados 3 mL de meio LB (Lúria Bertani – 

1% de Triptona; 0,5% de Extrato de Levedura; 1% de NaCl) e 3 µL do antibiótico 

cloranfenicol (12,5 mg/µL). A incubação foi realizada por 12 horas a 37° C com 

rotação em torno de 225 rpm. Para a confecção do inóculo, utilizou-se 3 µL da pré-

cultura em um tubo contendo 3 mL de meio LB e 3 µL do antibiótico cloranfenicol 

(12,5 mg/µL). A incubação foi realizada durante 16 horas a 37° C com rotação em 

torno de 225 rpm.  

  Para extração do BAC, utilizou-se o Protocolo fornecido pelo Doutor Pierre 

Lagoda (CIRAD - França) através de comunicação pessoal, com modificações 

realizadas pelo Doutor Stephan Nielen (Embrapa Recursos Genéticos e 

Biotecnologia – Brasília). As células (cepa de bactérias DH10B utilizada para a 

confecção da biblioteca BAC) foram centrifugadas a 13.000 rpm por 1 minuto. O 

sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspenso em 200 μL de tampão a 4° C 

(glicose 50 mM; Tris-HCl 1M pH 8; EDTA 500 mM; 100 μg de RNAse A). A solução 

foi homogeneizada, acrescida de 200 μL de tampão de lise (NaOH 200 mM; SDS 

1%) e misturada gentilmente por 2 minutos à temperatura ambiente. Foram 

adicionados 200 μL de tampão de neutralização (acetato de potássio 1,32 M, pH 4,8) 

e após 3 minutos no gelo, os resíduos foram removidos por centrifugação a 13.000 

rpm por 15 minutos (4° C) e o sobrenadante transferido para novo tubo. Foram 

adicionados 400 μL de isopropanol, misturando-se os tubos gentilmente. As 

amostras foram então centrifugadas a 13.000 rpm por 20 minutos e o sobrenadante 

descartado. O pellet foi ressuspenso em 100 μL de TE (Tris-HCl 10 mM; EDTA 1 

mM), precipitado com 10 μL de acetato de sódio 3 M (4° C) e 250 μL de etanol 

absoluto (-20° C) e mantidos em freezer -80° C durante 1 hora seguida de 

centrifugação 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 µL de água MilliQ autoclavada e incubado por 

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

 

  Após a extração do clone BAC, a confirmação da presença do RGA foi 

realizada através de hibridização pela técnica de Southern blot (Southern, 1975). 

Cerca de 5 μg de BAC foram digeridos com 50 U da enzima de restrição HindIII em 

um volume final de 150 μL. A amostra foi separada em gel de agarose 1% a 20 V 

por aproximadamente 16 horas. Após a separação dos fragmentos, o gel foi tratado, 

adicionando-se a solução de depurinação por 15 minutos, sob agitação leve e 

constante e, posteriormente, lavado com água destilada. Após a lavagem, adicionou-

se a solução de desnaturação, sob agitação durante 30 minutos e lavando 

novamente com água destilada. Adicionou-se a solução de neutralização sob 

agitação por 30 minutos. Os fragmentos foram transferidos para membrana Hybond-

N+ por capilaridade em SSC 20X por aproximadamente 24 horas. 

  Para a pré-hibridização, a membrana foi colocada em uma garrafa de vidro 

contendo solução de pré-hibridização a 65° C com agitação 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 marcação utilizando-se o Kit Ready-to-Go d-CTP (Amersham, 

Pharmacia) juntamente com 5 μL de 32P. A sonda foi incubada por 30 minutos a 37° 

C e adicionada à garrafa contendo a membrana com a solução de Pré-hibridização. 

A hibridização ocorreu a 65° C por 24 horas e logo após foi realizada a lavagem 

(uma lavagem com Solução I (Soluções em anexo) a 65° C por 15 minutos, duas 

lavagens com Solução II por 15 minutos). A membrana foi seca e colocada para 

sensibilizar filme radiográfico (Kodak-Bio). 

 

2.5 Estratégias para subclonagem 

 

Para realizar a subclonagem do BAC AD25F09, foram utilizadas duas 

estratégias distintas para a fragmentação do DNA. A primeira consistiu na utilização 

de três conjuntos de enzimas de restrição para uma geração de diferentes perfis, o 

que ajudaria na sobreposição das sequências. A segunda estratégia de 

fragmentação foi realizada através do processo de nebulização. 
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2.5.1 Estratégia de subclonagem 1 – Fragmentação através de Enzimas 

de Restrição 

 

Foram utilizadas três enzimas de restrição (HindIII, BamHI, Sau3AI) para a 

geração de fragmentos a partir do BAC.  Estas enzimas de restrição do Tipo II clivam 

o DNA no mesmo sítio do seu reconhecimento, que é uma sequência palindrômica, 

isto é, ela tem um eixo de simetria e a sequência de bases de uma fita é a mesma 

da fita complementar, quando lida na direção oposta. 

 

a) Digestão do BAC 

 

O BAC (aproximadamente 10 µg) foi digerido com 2U de enzima de restrição 

(HindIII, BamHI e Sau3AI (Invitrogen) em três experimentos distintos) de acordo com 

o protocolo do fabricante e Incubado a 37° C por 3 horas. Após a digestão o DNA foi 

precipitado com 1/10 do volume de acetato de sódio a 3 M, 2,5 x o volume de etanol 

absoluto e incubado por 1 hora em freezer -80° C. A solução foi centrifugada a 

13.000 rpm por 20 minutos e o sobrenadante descartado. Em seguida, o DNA foi 

ressuspenso em água MilliQ autoclavada.  

 

b) Digestão do vetor de subclonagem e desfosforilação 

 

O vetor utilizado foi o pBlueScript SK- (pBS SK-). Para a linearização do vetor 

utilizou-se aproximadamente 20 µg de vetor; 1 U de enzima de restrição (HindIII ou 

BamHI) (Invitrogen); 10X Buffer (Invitrogen); água estéril para um total de 20 µL na 

reação final. A reação foi incubada a 37° C por 1 hora e logo após adicionou-se 1 µL 

da enzima SAP (Shrimp Alcaline Phosphatase) (Invitrogen). A reação foi novamente 

incubada a 37° C por mais 1 hora e submetida a uma eletroforese em gel de 

agarose 1% corado com brometo de etídeo. A banda linearizada contendo 

aproximadamente 3 Kb foi retirada do gel e purificada com o auxílio do Kit GENE 

CLEAN II (Q-BIO gene), resultando em vetor linearizado, purificado e pronto para ser 

utilizado na reação de ligação. 
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c) Ligação dos fragmentos com extremidades coesivas ao vetor 

pBlueScript SK- 

  

Para reação de ligação do inserto ao plasmídeo, foram utilizados 6 µL do BAC 

(aproximadamente 60 ng/ µL); 0,5 µL de plasmídeo (aproximadamente 50 ng/µL); 

2µL de 5X Rapid Ligation Buffer-T4 DNA ligase (Invitrogen); 1 U de T4 ligase 

(Invitrogen) e 0,5 µL de água estéril para 10 µL de volume final. A reação foi 

incubada 24 horas a 16° C. 

 

2.5.2 Estratégia de Subclonagem 2 – Fragmentação através de 

nebulização 

 

Um recurso para a obtenção de fragmentos aleatórios de tamanho razoável 

ao longo de todo o genoma é a fragmentação do DNA por nebulização, um método 

mecânico, 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 genômica que represente 

efetivamente todo o genoma. 

 

a) Nebulização do BAC 

 

O BAC foi nebulizado seguindo o protocolo do Kit TOPO® Shotgun Subcloning 

Kit (Invitrogen) com algumas modificações: Em um nebulizador (Figura 4), foi 

adicionada uma solução contendo 20 µg de DNA (BAC) e um tampão (TE pH 8,0; 

glicerol 20%), para um volume final de 750 µL. Esta solução foi nebulizada, com 

auxílio de uma bomba compressora (11 psi) durante 15 segundos. Após isso, a 

solução contendo o DNA fragmentado foi coletada e o resultado foi verificado 

através de eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etídeo. 

Foram feitas várias preparações até se obter um tamanho de fragmentos entre 400 

pb e 4 kb. Um total de 700 µL da solução contendo o DNA fragmentado foi 

transferido para um tubo. Adicionaram-se 80 µL de acetato de sódio a 3 M, pH 5,2; 4 

µL de glicogênio 20 mg/mL e 700 µL de isopropanol. A solução 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 µL de etanol 80%. 

O DNA foi seco e ressuspenso em água estéril, para uma concentração final de 200 

ng/µL. 

 

 

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

 

 

b) Tratamento dos fragmentos com extremidades não-coesivas   

 

Após a nebulização foram obtidos fragmentos de DNA com pontas não-

coesivas, o que inviabiliza sua ligação ao vetor utilizado (pCR 4Blunt-TOPO - 

Invitrogen). Diante disso, os fragmentos foram tratados com as enzimas T4 DNA 

polimerase e Klenow (Invitrogen). Nesta reação, as enzimas completam as 

extremidades dos fragmentos a partir da incorporação de nucleotídeos na direção 5’-

3’ utilizando a ponta fita-simples como molde, sendo que a atividade exonucleotídica 

3’-5’ da T4 DNA polimerase retira as fitas simples que resultam da incorporação 

anterior, tornando as extremidades coesivas para posterior ligação com o vetor.  

Os fragmentos de DNA foram tratados de acordo com o seguinte protocolo: 

Em um tubo, foram adicionados 5 µL de tampão 10X (Tris-HCl 100 mM; MgCl2 100 

mM; NaCl 500 mM; ditiotreitol 10 mM; pH 7,9), 1 µL de BSA 1 mg/mL, 5 µL de dNTP 

(para uma concentração final de 250 µM), 2 µL da enzima T4 DNA polimerase e 2 

µL do fragmento Klenow da DNA polimerase. Adicionou-se 3 µg de DNA 

fragmentado e completou-se com água deionizada para um total de 50 µL finais. A 

reação 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) Desfosforilação 

 

Adicionou-se a reação contendo 50 µL descrita acima, 35 µL de água estéril, 

10 µL do tampão de defosforilação 10X (Tris-HCl 0,5 M; EDTA 1 mM; pH 8,5), 5 U 

de CIP (Calf Intestinal phosfatase), para um volume total de 100 µL. A reação foi 

incubada a 37° C por 60 minutos. Após esse período, adicionaram-se 100 µL de 

uma solução fenol: clorofórmio: álcool isoamílico na proporção de 25:24:1 e 

centrifugou-se por 3 minutos sob velocidade máxima. A fase aquosa superior foi 

transferida para um novo tubo e o DNA foi precipitado adicionando 10 µL de acetato 

de sódio 3 M, pH 5,2; 1 µL de glicogênio 20 mg/mL e 300 µL de etanol absoluto 

gelado. A solução foi armazenada durante 30 minutos em freezer -80° C e logo 

após, centrifugada a 13.000 rpm por 20 minutos a 4° C. O sobrenadante foi 

removido e o pellet de DNA lavado com 500 µL de etanol 80%. O DNA foi seco e 

ressuspenso em 20 µL de água estéril para uma concentração final de 50 a 100 

ng/µL. 

 

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

 

Para uma reação de ligação de 6 µL finais, adicionaram-se: 4 µL de DNA não 

diluído (aproximadamente 100 ng de DNA); 1 µL de solução salina (NaCl 1,2 M; 

MgCl2 0,06 M) e 1 µL do vetor pCR 4Blunt-TOPO. A reação foi incubada a 

temperatura ambiente over-night e precipitada adicionando-se 100 µL de água estéril 

e incubando-se a 37° C por 10 minutos. Após esse período foram adicionados 10 µL 

de acetato de sódio a 3 M, pH 5,2; 2 µL de glicogênio 20 mg/mL e 300 µL de etanol 

absoluto (-20° C). A reação 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 µL de etanol 80%. Após isso, o DNA foi seco e 

ressuspenso em 10 µL de água 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 concentração de sal) e crescida até alcançar uma O.D 0,7 

(Densidade óptica igual a 0,7) sob comprimento de onda de 600 nm com ajuda de 

um espectrofotômetro. As células foram coletadas por centrifugação (4000 rpm por 

20 minutos a 4° C) e ressuspensas duas vezes em água estéril gelada (1L e 500 

mL). Em seguida, foram ressuspensas em 20 mL de glicerol 10%, centrifugadas 

(sempre nas mesmas condições) e ressuspensas novamente em 2 mL de glicerol 

10%, separadas em alíquotas de 40 µL e estocadas em freezer -80° C. 

 

2.7 Eletroporação 

 

Para a etapa de transformação, foram adicionados 1 µL da reação de ligação 

e 40µL de células para eletroporação E. coli (cepa XL1 Blue) em uma cuveta de 

eletroporação previamente resfriada no gelo. O eletroporador Gene Pulser (Biorad) 

foi ajustado às seguintes condições: capacitância: 25 µFD; resistência: 200 Ω; 

voltagem: 1,80 KV. Imediatamente após a eletroporação, 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 µL de células resultantes da 

transformação foram plaqueadas em cada Placa de Petri contendo 20 mL de meio 

LB-ágar suplementado com 100 µg/mL do antibiótico ampicilina, 10 µL de IPTG 

(20%) e 40 µL de X-Gal (20 mg/mL). A incubação foi realizada durante 16 horas a 

37° C. 

 

2.8 Seleção de transformantes e cultura permanente 

 

As colônias recombinantes (brancas) foram replicadas para uma placa estéril 

contendo 96 poços. Cada nova placa continha 96 colônias brancas, dispostas em 12 

colunas (numeradas de 01 a 12) por oito fileiras (classificadas de A a H). Cada clone 

advindo da técnica de nebulização, 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 posição 

F09; PA = Placa A; A01 = posição do subclone na placa; RM = Primer Reverso M13. 

Para as análises com enzimas de restrição, onde foram utilizados tubos, a 

nomenclatura respeitou os seguintes critérios, como por exemplo: AD25F09-HIII-
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46.RM – onde o que difere é a identificação da enzima de restrição utilizada, como 

por exemplo HindIII – HIII e o número da amostra no tubo 46.  

Em cada poço da placa estéril de 96 poços, foram adicionados 1,5 mL de 

meio LB contendo 1,5 μL do antibiótico ampicilina (100 mg/mL). As colônias foram 

inoculadas e os blocos foram selados com adesivo. Um pequeno orifício foi feito 

sobre cada poço para permitir a aeração. As placas foram incubadas a 37° C a 220 

rpm, durante 16 horas. 

Em outra placa de 96 poços destinada a conter a cultura permanente, foram 

adicionados 100 μL de glicerol 50% e 100 μL cultura de bactérias, para 

posteriormente serem congeladas em freezer -80° C. 

 

2.9 Minipreparação de plasmídeos em tubos 

 

Para extração de DNA plasmidial utilizou-se o protocolo de lise alcalina (Ahn 

et al., 2000) com algumas modificações. As células foram coletadas por 

centrifugação a 13.000 rpm por 1 minuto. O sobrenadante foi descartado e o pellet 

foi ressuspenso em 200 μL de tampão (Tris-HCl 50 mM pH 8; EDTA 10 mM; 20 μg 

de RNAse). Adicionaram-se 200 μL de tampão de lise (NaOH 200 mM; SDS 1%). A 

solução foi homogeneizada à temperatura ambiente e acrescida de 240 μL de 

tampão de neutralização (acetato de potássio a 3 M, pH 5,5). A solução foi 

homogeneizada novamente por 3 minutos à temperatura ambiente e centrifugada a 

13.000 rpm por 1 minuto. O sobrenadante foi transferido para novo tubo, 

adicionando-se 200 μL de isopropanol e homogeneizando por 1 minuto à 

temperatura ambiente. A solução foi centrifugada a 13.000 rpm por 1 minuto e o 

sobrenadante descartado. O pellet foi lavado com 500 μL de etanol 70% gelado e 

posteriormente seco e ressuspenso em 50 μL de água Milli-Q estéril. 

 

2.10 Minipreparação de plasmídeos em microplacas 

 

O protocolo utilizado foi o de lise alcalina (Sambrook & Russel, 2001) com 

algumas modificações: 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 poço foi adicionado 240 µL de solução GET 
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(Glucose 50 mM; EDTA 10 mM; Tris-HCl 25 mM pH 8) e posteriormente foram 

homogeneizados até a completa suspensão das células. Em seguida os blocos 

foram centrifugados novamente, descartando-se o sobrenadante e adicionando 

novamente 80 µL da solução GET. Os blocos foram homogeneizados e 60 µL das 

células foram transferidas para um microplaca com fundo arredondado contendo 2,5 

µL de RNAse (20 mg/mL) e lisadas com 60 µL de solução de lise (NaOH 200 mM; 

SDS 1%). As placas foram seladas, a solução homogeneizada por inversão e 

incubadas por 7 minutos a temperatura ambiente. As placas foram centrifugadas por 

alguns segundos (4.000 rpm). Em seguida foram adicionados 60 µL de acetato de 

potássio 3 M, pH 5,2. As placas foram seladas, homogeneizadas por inversão e 

incubadas por 7 minutos à 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. Após esse período, 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 poços de 250 µL. O conjunto foi 

centrifugado a 4.000 rpm por 5,5 minutos. A precipitação do DNA foi realizada 

adicionando-se 90 µL de isopropanol ao filtrado. A placa foi homogeneizada por 

inversão e centrifugada por 45 minutos a 4.000 rpm. O sobrenadante foi descartado 

e o precipitado foi lavado com 200 µL de etanol 70% gelado. O pellet foi seco a 

temperatura ambiente por 60 minutos e foi ressuspenso em 30 µL de água Milli-Q 

estéril. As placas foram armazenadas a 20° C. 

 

2.11 Sequenciamento 

 

As reações foram realizadas utilizando o Kit de sequenciamento BigDye 

Terminator cycle Sequencing (Applied Biosystems, CA, USA) em um sequenciador 

automático ABI377 (Applied Biosystems), seguindo as concentrações para 

amplificação de DNA plasmidial: 1,5 µL de primer (2 µM) complementares à 

sequência do vetor (T7 e T3/ M13F e M13R); 2 µL de DNA (aproximadamente 200 

ng/ µL); e 2 µL de premix em 10 µL de reação final por amostra. As amplificações 

foram feitas utilizando um termociclador nas seguintes condições: 30 ciclos com uma 

etapa de desnaturação (96° C por 20 segundos); anelamento (50° C por 15 
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segundos) e de extensão (60° C por 60 segundos). Os produtos das amplificações 

foram purificados seguindo o protocolo do Kit utilizado. 

 

2.12 Análise dos dados de sequenciamento 

 

As sequências foram processadas utilizando-se o programa Staden Package 

(Staden et al., 2003). A interface pregap4 permitiu o tratamento inicial das 

sequências, removendo as sequências dos vetores através da ferramenta 

Cross_match e analisando a qualidade de cada base nucleotídica através de 

PHRED (Ewing et al., 1998). Utilizando a ferramenta Cap3 (Huang & Madan, 1999) 

dentro da interface do Staden, foi possível realizar a compilação, retificação, leitura e 

adição de sequências.  

Para a identificação das ORFs, ou prováveis regiões codificadoras, utilizou-se 

o sistema de anotação automática 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 predição e análises de códigos de proteínas e 

estruturas de genes. 

As sequência 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). Sequências GSS (Genome 

Survey Sequence) do gênero Arachis depositadas no Banco de Dados do NCBI 

(National Center for Biotechnology Information - (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) que 

contém leituras aleatórias de fragmentos genômicos, também foram utilizadas para a 

comparação. Outra estratégia utilizada baseou-se na comparação dessas 

sequências com ESTs de Arachis, podendo indicar genes putativos nas sequências 

anônimas.  
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3. RESULTADOS 

 

 

3.1  Confirmação da presença do RGA  

 

Através da técnica de hibridização por Southern blotting, foi possível confirmar 

a presença do RGA no BAC. A digestão do BAC AD25F09 com a enzima de 

restrição HindIII revelou uma banda de aproximadamente 4 Kb quando hibridizada 

com uma sonda feita a partir do RGA S1_A_36. O padrão de bandas identificando 

esta homologia é mostrado na Figura 5.  

 

 

Figura 5: Marcador 1 Kb plus (A). Digestão do BAC AD25F09 com a enzima de restrição HindIII 
(B). Southern Blotting realizado com o BAC AD25F09 digerido e hibridizado com uma sonda 

construída a partir de um produto de PCR referente ao RGA S1_A_36 (C). Imagens sobrepostas 
(D). 

 

 

 

A B C D 

 M      BAC AD25F09    

 4.000 pb    
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3.2   Estratégias de subclonagem 

 

A digestão do BAC AD25F09 com os três conjuntos enzimas de restrição 

produziu diferentes perfis, como esperado, em virtude dos diferentes sítios de 

restrição de cada enzima. A Figura 5B exemplifica um perfil de restrição realizado 

com a enzima HindIII. 

O BAC AD25F09 digerido com a enzima de restrição HindIII e ligado em vetor 

pBS também linearizado com a mesma enzima, gerou um total de 305 colônias 

recombinantes (em um total de 412). Após a extração de DNA plasmidial, foram 

obtidas 352 seqüências (sequenciamento da maioria dos clones em apenas um 

sentido). 

Quando o BAC foi digerido com a enzima de restrição Sau3AI e o vetor com a 

enzima BamHI, foram obtidas 60 colônias e um total de 100 sequências (20 clones 

sequenciados em um sentido e 40 em ambos). 

Na digestão onde se utilizou a enzima BamHI para digerir tanto o BAC quanto 

o vetor, foram obtidas 66 colônias. Os plasmídeos recombinantes obtidos nessa 

estratégia foram sequenciados em uma só direção, produzindo 66 sequências. 

Um melhor resultado foi observado, quando a subclonagem foi realizada 

utilizando a mesma enzima de restrição tanto para o BAC quanto para o vetor. O 

perfil observado quando o BAC foi digerido com a enzima HindIII foi de fragmentos 

de vários tamanhos, enquanto que com a enzima BamHI, os fragmentos gerados 

foram em sua maioria grandes, sendo a ligação destes em vetor, mais difícil. Os 

fragmentos gerados com a enzima Sau3AI foram, em contrapartida, muito pequenos 

e a ligação realizada em vetor linearizado com BamHI, mesmo estas sendo 

compatíveis, também não proporcionou uma quantidade satisfatória de colônias.  

Este tipo de subclonagem gerou 431 colônias referentes aos três métodos de 

digestão e um total de 518 sequências. Apesar da baixa quantidade de clones 

obtidos, foi de extrema importância a fragmentação do BAC com diferentes enzimas 

de restrição, pois a sobreposição de sequências ajudou na montagem deste. Neste 

experimento, a extração do DNA plasmidial foi realizada através de duas formas: em 

tubos individuais e em microplacas de 96 poços. As duas estratégias foram 

satisfatórias, onde o método de extração individual proporcionou uma maior 
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quantidade de DNA, porém o método de extração em placa foi preferencialmente 

utilizado, em virtude da rapidez e uma maior homogeneidade entre amostras.  

A fragmentação do BAC através da técnica de nebulização gerou fragmentos 

de tamanhos entre 400 pb e 4.000 pb de acordo com a Figura 6. Os fragmentos 

subclonados em plasmídeo deram origem a 1.536 colônias recombinantes (de um 

total de 1.854) distribuídas em 15 placas de 96 poços (sete placas foram 

sequenciadas em apenas um sentido e dez foram sequenciadas em ambos os 

sentidos) gerando 2.592 sequências. O número de colônias foi cinco vezes maior do 

que o obtido pela técnica a qual foram utilizadas enzimas de restrição (Tabela 1). 

Esta metodologia (nebulização) diferenciou-se da anterior, por não haver ligação 

entre extremidades compatíveis, e sim pela ligação entre fragmentos com terminais 

não-coesivos. Neste experimento, utilizou-se apenas o método de extração 

plasmidial de placas de 96 poços. 

 

 

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

 

 

Tabela 1: Número de colônias recombinantes e sequências obtidas através das diferentes 
estratégias de subclonagem. 

Subclonagem do BAC AD25F09 
Estratégia 1: Enzimas de restrição N° de colônias  N° de sequências  

BAC – HindIII / Vetor – HindIII 305 352 

BAC – Sau3AI / Vetor – BamHI 60 100 

BAC – BamHI /Vetor – BamHI 66 66 

Estratégia 2: Nebulização 1.536 2.592 

TOTAL 1.967 3.110 
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3.3   Confirmação da presença do inserto no vetor 

 

Após a minipreparação de plasmídeos provenientes das duas estratégias de 

subclonagem, a confirmação da presença dos insertos no vetor foi realizada através 

de análise por enzimas de restrição, liberando o inserto do vetor, como 

exemplificado na Figura 7. 

Apenas as amostras que comprovadamente apresentaram insertos foram 

enviadas para o sequenciamento de DNA. 

 

   

Figura 7: Gel de agarose 1% corado com brometo de etídeo referente à minipreparação de 
plasmídeos 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   Análise dos dados de sequenciamento 

 

Ao reunir as duas metodologias de fragmentação do BAC, obteve-se um total 

de 3.110 sequências, que foram submetidas a análises pelo Programa Staden 

Package (Figura 8). Destas, 2.642 puderam ser analisadas pelo programa e 468 

foram descartadas, principalmente, em virtude da má qualidade do sequenciamento. 

Um total de 1.108.565 bases foi agrupado pelo Programa, gerando 505 contigs de 

tamanhos variados. O BAC subclonado possuía um inserto de 110.000 pb e o 

sequenciamento proporcionou uma cobertura de 10 vezes o tamanho do inserto do 

BAC. 

 A soma dos nucleotídeos de todos os contigs foi 203.694 pb, ou seja, um 

valor aproximado do dobro do tamanho do inserto. Apenas os oito contigs de 

tamanhos mais expressivos, com valores mostrados na Tabela 2, somados, geraram 

102.256 pb, um valor considerado próximo ao tamanho do inserto do BAC (Figura 

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

  Nome do Contig Tamanho (pb) N° de sequências agrupadas 

Contig 1 AD25F09-PO-F10.FM (#2274) 27.567 499 

Contig 2 AD25F09-HIII-P2F03.FM (#832) 21.664 420 

Contig 3 AD25F09-PC-F09.RM (#24) 12.723 266 

Contig 4 AD25F09-PH-B11.RM (#1615) 11.838 268 

Contig 5 AD25F09-HIII-P2G03.RM (#902) 9.709 207 

Contig 6 AD25F09-PL-B03.FM (#995) 9.467 211 
Contig 7 AD25F09-PN-C10.RM (#2373) 5.789 97 

Contig 8 AD25F09-PG-G04.RM (#887) 3.499 58 

 
TOTAL 102.256 2026 

 

 

Figura 8: Janela da Interface GAP (Staden Package) mostrando um editor de contig. A Figura 
exemplifica a formação de uma sequência consenso a partir das sequências obtidas através 
das duas metodologias de subclonagem. O círculo grande mostra sequências advindas de 
placas confeccionadas pela fragmentação do BAC através de nebulização e o círculo pequeno 
mostra uma sequência advinda da fragmentação do BAC pela enzima de restrição Sau3AI. 

 

 

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 formação dos 505 contigs, 
do maior até o menor. Em verde, os contigs selecionados para anotação. Em vermelhos, os 

contigs não analisados em virtude do pequeno tamanho. 

8 Contigs de maior tamanho (Contigs 
contendo de 58 a 499 sequências) 

102.256 pb  

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

505 Contigs  
203.694 pb 
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Os oito contigs de maior tamanho foram submetidos à análise através do 

Programa RiceGAAS, um sistema de anotação automatizada do genoma do arroz, 

do qual integra programas para predição e análise de estrutura dos genes e 

codificação das proteínas, como AutoPredgeneset, Blast, RepeatMasker, Genscan, 

RiceHMM, dentre outros. A análise gerou oito gráficos, que foram adaptados neste 

trabalho, somando-se várias outras informações, como o conteúdo A/T das 

sequências, identificação de marcadores SSR e sequências repetitivas. Para a 

identificação de genes putativos, também foram acopladas estratégias baseadas na 

comparação das sequências dos contigs gerados com bancos de dados do 

GenBank (NCBI), como de GSS do gênero Arachis (Taxid.: 3817), que contém 

leituras aleatórias de fragmentos genômicos, além de comparações com bancos de 

ESTs. 

Para os Gráficos referentes a cada contig (Gráficos 2 – 9), a linha preta 

representa a sequência de DNA do BAC com números indicando a posição das 

bases a cada intervalo específico, dependendo do tamanho de cada sequência. As 

setas verdes representam as regiões codificadoras preditas automaticamente pelo 

Programa AutoPredgeneset (RiceGAAS). Nestas regiões codificantes representadas 

pelas setas verdes, também foi possível realizar a comparação com sequências de 

nucleotídeos depositadas no GenBank, (blastn) ou proteínas (blastp), identificando 

similaridades e domínios conservados. As setas azuis correspondem ao resultado 

da análise através do Genescan utilizando-se a matriz padrão de Arabidopsis 

thaliana, arroz e monocotiledôneas. As setas vermelhas representam as regiões que 

apresentaram similaridade com proteínas depositadas no GenBank através do 

blastx. 

A predição da função, para ser consistente, foi primeiramente baseada na 

grande similaridade da ORF com a proteína presente no banco de dados (também 

foi levado em conta o tamanho da sequência). Tal fato pode ser observado pelo 

número correspondente ao E-value, onde quanto menor foi esse valor, maior foi a 

probabilidade de similaridade real entre as sequências comparadas (uma vez que tal 

valor corresponde à probabilidade do alinhamento ter ocorrido ao acaso).  

Como as anotações foram baseadas somente na sequência, ou seja, não 

foram realizados experimentos bioquímicos, a atribuição da função 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 proteína, não foi assim 

descrita e anotada, principalmente em vista das evidências e considerações 

realizadas, como a baixa similaridade com as proteínas dos bancos de dados, além 

de uma baixa porcentagem de cobertura e E-value. Dessa forma a proteína foi 

caracterizada como hipotética (exemplo: Gráfico 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 junção de 499 sequências. A 

composição nucleotídica da sequência, ou seja, a freqüência de bases é: A 

(32,69%), C (17,02%), G (18,24%) e T (32,06%). 

De acordo com o Gráfico 2 e a Tabela 3, a análise preliminar do conteúdo 

biológico das sequências geradas através do sistema de anotação automática do 

arroz (RiceGAAS) identificou quatro regiões codificadoras de proteínas, sendo todas 

elas localizadas na fita senso. Destas quatro regiões, uma, a ORF 1, possui 2.980 

pb sendo composta por 3 éxons e 2 íntrons, foi identificada como proteína hipotética.   

A ORF 2 possui 4.048 pb e é composta por 6 éxons e 4 íntrons. A predição da 

função dessa região foi para uma poliproteína de cópia, ou seja, uma proteína 

essencial relacionada a elementos retrotransponíveis. Domínios conservados como 

a transcriptase reversa e a RNAse H foram identificados, evidenciando a 

identificação de um retrotransposon LTR da família Ty1-Copia, principalmente em 

virtude da organização dos domínios encontrados. 

 A ORF 3 possui 7.921 pb, sendo composta por 10 éxons e 8 íntrons. A ORF 

4 possui 4.351 pb, com 5 éxons intercaladas por 4 íntrons. Essas ORFs (3 e 4), 

correspondem às regiões que codificam proteínas relacionadas à resistência. Alguns 

domínios conservados foram encontrados em ambas as regiões como, por exemplo, 

os domínios TIR, NB-ARC e LRR. Setas demonstrando sequências repetitivas foram 

desenhadas de acordo com análises feitas no Programa Staden Package. Elas 

mostram regiões que se repetem em tandem, situadas aonde foram encontrados os 

domínios TIR, NBS e LRR nos dois contigs, reforçando a idéia de que os genes de 

resistência podem estar ocorrendo com famílias em tandem. 
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As matrizes de Arabidopsis e monocotiledôneas (Programa Genscan) e arroz 

(RiceHMM) identificaram éxons bastantes similares a todas as regiões 

correspondentes às ORFs. 

Em análises realizadas a partir de comparações com o banco de dados GSS 

do NCBI, um total de 111 hits (E-value < e-107) com o gênero Arachis foi encontrado. 

Destes, 81 situavam-se no início da sequência, em um local onde não havia indícios 

para predição de genes. Nove hits praticamente cobriram a segunda região 

codificadora de proteína predita para este contig. Três hits situavam-se distribuídos 

pelo resto da sequência, principalmente nas regiões correspondentes às ORFs 3 e 

4. 

Um total de 18 hits (E-value < 4e-24) com ESTs do gênero Arachis foram 

encontrados na sequência. Sete deles encontravam-se no início, em um local onde 

não havia indícios para predição de genes, assim como a maioria dos hits com 

sequências GSS. Todos os 11 hits restantes situavam-se em regiões codificadoras 

de proteínas. 

 

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 junção de 420 sequências. 

A composição nucleotídica da sequência é: A (31,31%), C (18,51%), G (17,15%) e T 

(33,02%). 

A análise preliminar do conteúdo biológico das sequências geradas através 

do sistema de anotação automática identificou cinco regiões codificadoras de 

proteínas, sendo duas delas localizadas na fita senso e três na fita antisenso 

(Gráfico 3 e Tabela 3). Destas cinco regiões, três foram identificadas como proteínas 

hipotéticas (ORFs 1, 3 e 5).  

A ORF 1 possui 779 pb compondo-se 2 éxons e 1 íntron. A ORF 2, com 4.472 

pb, possui 5 éxons e 3 íntrons e sua função foi predita como uma proteína ativadora 

de elemento transponível. A ORF 3 possui 1.319 pb, sendo composta de 3 éxons e 2 

íntrons. Em relação à ORF 4, com 3.664 pb e 3 éxons e 2 íntrons, houve a 

identificação de uma putativa transcriptase reversa. A ORF 5 possui 731 pb sem 

íntrons. 
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As matrizes de Arabidopsis e monocotiledôneas (Programa Genscan) e arroz 

(RiceHMM) identificaram éxons bastantes similares a todas as regiões 

correspondentes às ORFs. 

Em análises realizadas a partir de comparações com o banco de dados GSS 

do NCBI, um total de 116 hits (E-value < 1E-126) com o gênero Arachis foi 

encontrado. Todos eles situavam-se em locais onde foram preditas ORFs. 

Um total de 14 hits (E-value < 6E-26) com ESTs do gênero Arachis foram 

encontrados na sequência, sendo que a maioria encontrava-se em regiões 

codificadoras de proteínas. 

 

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 junção de 266 sequências. 

A composição nucleotídica é: A (34,50%), C (15,71%), G (14,73%) e T (35,05%). 

A análise preliminar do conteúdo biológico das sequências geradas através 

do sistema de anotação automática identificou três regiões codificadoras de 

proteínas, sendo duas localizadas na fita senso e uma na fita antisenso (Gráfico 4 e 

Tabela 3). Destas regiões, duas delas (ORFs 2 e 3) foram identificadas como 

proteínas hipotéticas. 

A ORF 1 possui 5.185 pb compondo-se 4 éxons e 3 íntron. A predição da 

função corresponde a uma região que codifica uma proteína relacionada à 

resistência. Alguns domínios conservados foram encontrados como, por exemplo, os 

domínios TIR, NB-ARC e LRR. As matrizes de Arabidopsis e monocotiledôneas 

(Programa Genscan) e arroz (RiceHMM) identificaram éxons bastantes similares a 

região correspondente a ORF 1. A ORF 2, com 187 pb, não possui íntrons. A ORF 3 

possui 571 pb contendo dois éxons e um íntron. 

Em análises realizadas a partir de comparações com o banco de dados GSS 

do NCBI, um total de quatro hits (E-value < 7e-83) com o gênero Arachis foi 

encontrado. Apenas um hit localizava-se no meio da ORF 1, dois hits na ORF 2 e o 

quarto hit em uma região não-codificadora, entre as ORFs 2 e 3. Nenhum hit com 

ESTs foi identificado na sequência 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 junção de 268 sequências. 

A composição nucleotídica da sequência é: A (32,39%), C (14,23%), G (17,37%) e T 

(36,02%). 

A análise preliminar do conteúdo biológico das sequências geradas através 

do sistema de anotação automática identificou uma região codificadora de proteína 

localizada na fita senso (Gráfico 5 e Tabela 3). Esta possui 6.907 pb compondo-se 8 

éxons e 7 íntrons. De acordo com análises esta região codifica uma proteína 

relacionada à resistência. Alguns domínios conservados foram encontrados nestas 

regiões como, por exemplo, os domínios TIR, NB-ARC e LRR.  

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

(RiceHMM) identificaram éxons bastantes similares a região correspondente às 

ORFs. 

Em análises realizadas a partir de comparações com o banco de dados GSS 

do NCBI, apenas um hit (E-value = 0.0) com o gênero Arachis foi encontrado. Este 

estava localizado numa das extremidades da ORF. Três hits com ESTs (E-value < 

3e-47) do gênero 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 seqüências 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 junção de 207 sequências. A 

composição nucleotídica da sequência é: A (33,08%), C (16,36%), G (16,64%) e T 

(33,92%). 

A análise preliminar do conteúdo biológico das sequências geradas através 

do sistema de anotação automática identificou três regiões codificadoras de 

proteínas, sendo duas na fita senso e uma na fita antisenso (Gráfico 6 e Tabela 3). 

Destas três regiões, uma foi identificada como proteína hipotética (ORF 1). 
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A ORF 1 possui 2.449 pb, compondo-se por 2 éxons e 1 íntron. A ORF 2, com 

887 pb sem íntrons foi identificada como uma putativa proteína ligante de DNA. A 

ORF 3 possui 485 pb sem íntrons e de acordo com análises, esta região 

corresponde a uma proteína relacionada à resistência. Um domínio conservado foi 

encontrado nesta região, sendo ele o domínio TIR. Setas representando sequências 

repetitivas demonstram regiões relacionadas, porém não codificantes, sendo estas 

situadas em regiões anteriores às ORFs. 

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

(RiceHMM) identificaram éxons bastantes similares a região correspondente às 

ORFs. 

Em análises realizadas a partir de comparações com o banco de dados GSS, 

dois hits (E-value < 2e-151) com o gênero Arachis foram encontrados em regiões 

codificadoras. Treze hits com ESTs (E-value < 1e-09) do gênero Arachis foram 

identificados, sendo que sete deles encontravam-se em regiões 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 junção de 211 sequências. A 

composição nucleotídica da sequência é: A (33,24%), C (17,06%), G (19,87%) e T 

(29,83%). 

A análise preliminar do conteúdo biológico das sequências geradas através 

do sistema de anotação automática identificou duas regiões codificadoras de 

proteínas localizadas na fita senso (Gráfico 7 e Tabela 3). Destas duas regiões, uma 

foi identificada como proteína hipotética (ORF 1). 

A ORF 1 possui 824 pb sem íntrons. A ORF 2, com 4.397 pb, possui 5 éxons 

e 4 íntrons e sua função foi predita como uma putativa poliproteína pol, encontrada 

em retrotransposons. Em outra análise realizada através do Blastx, essa mesma 

região, além de outra anterior à ORF 1 foram bastante similares à proteína 

Integrase, também pertencente à classe dos retrotransposons LTR. 

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

(RiceHMM) identificaram éxons similares a região correspondente às ORFs. 
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Em análises realizadas a partir de comparações com o banco de dados GSS 

do NCBI, 29 hits (E-value < 8e-12) com o gênero Arachis foi encontrado, onde 15 

situavam-se na segunda região codificadora e quatro na região similar a uma 

putativa proteína Integrase, de acordo com o Blastx. Um hit (E-value < 2e-28) com um 

EST do gênero 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 junção de 97 sequências. A 

composição nucleotídica da sequência é: A (27,12%), C (18,48%), G (20,19%) e T 

(34,20%). 

A análise preliminar do conteúdo biológico das sequências geradas através 

do sistema de anotação automática identificou duas regiões codificadoras de 

proteínas, sendo uma na fita senso e uma na fita antisenso (Gráfico 8 e Tabela 3). 

Estas duas regiões foram identificadas como proteínas hipotéticas, sendo que a 

ORF 1 possui 1.334 pb, sem íntrons e a ORF 2 possui 1320 pb, compostas por 3 

éxons e 2 íntrons. 

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

(RiceHMM) identificaram éxons bastante similares a região correspondente a ORF 1. 

Em análises realizadas a partir de comparações com o banco de dados GSS do 

NCBI, 102 hits (E-value < 7e-110) com o gênero Arachis foram encontrados. A 

distribuição destes hits cobriu praticamente toda sequência desde o início da ORF 1 

até o final da ORF 2, indicando uma região de alta repetitividade. Apenas um hit (E-

value < 1e-47) com um EST do gênero 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 junção de 58 sequências. A composição 

nucleotídica da sequência é: A (28,58%), C (17,06%), G (20,95%) e T (33,41%). 
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A análise preliminar do conteúdo biológico das sequências geradas através 

do sistema de anotação automática não identificou regiões codificadoras de 

proteínas (Gráfico 9 e Tabela 3), porém, análises realizadas comparando a 

sequência com o banco de dados de proteínas não-redundantes através do Blastx, 

identificou uma região de aproximadamente 1.700 pb com similaridade a uma 

proteína de resistência da família TIR-NBS-LRR de Medicago truncatula (E-value < 

7e-64). As matrizes de Arabidopsis e monocotiledôneas (Programa Genscan) 

identificaram éxons bastantes similares a essa região. A partir de comparações com 

o banco de dados de ESTs quatro hits (E-value < 6e-29) com ESTs do gênero 

Arachis foram identificados e o maior deles, com aproximadamente 500 pb, 

localizava-se em uma das extremidades desta região identificada como similar a 

uma proteína de resistência. Comparando-se a sequência com o banco de dados de 

sequências GSS do NCBI, 10 hits (E-value < 4e-45) com o gênero Arachis foram 

encontrados. A distribuição destes hits deu-se em regiões não codificadoras. 

  A partir de análises feitas para os oito maiores contigs, um total de 20 

possíveis regiões codificadoras de proteínas foi identificado neste trabalho, como 

pode ser observado no Gráfico 1 e Tabela 3. A disposição destas possíveis regiões 

nos contigs pode ser visualizada na Figura 10. 

 

 

Gráfico 1 : Porcentagem de ORFs identificadas no BAC AD25F09. 

 



52 
 

  
 
Figura 10: Disposição das possíveis regiões codificadoras de proteínas nos contigs montados 

a partir do BAC AD25F09. 

 
 
 
 
 
 
Tabela 3: Lista de ORFs preditas para cada contig, através de análises feitas pelo Programa 
RiceGAAS.  

Contig 1 - AD25F09-PO-F10.FM  

ORF 1 Código(s) de Acesso E-value 

Predição da Função  Hypothetical protein  -   -  

Blastn 
AdH1157-CPY2-M16TF AdH1 Arachis duranensis 
genomic clone 

FI285460 3e-98 

Blastp Hypothetical protein  -   -  

ORF 2 Código(s) de Acesso E-value 

Predição da Função  
Putative copia polyprotein (Drosophila simulans) 
retrotransposon copia (fragments) 

gi|345511|pir||PC1232| 5e-59 

Blastn 
AHT1B5RGH003-M17TP AHT1BS-Rearray Arachis 
hypogaea genomic clone 

FI503053 0.0 

Blastp 
Putative copia-type pol polyprotein-like  
[Arabidopsis thaliana] 

gi|8777569|dbj|BAA97087.1|  e-169 

Blastx 1 
retrotransposon protein, putative, Ty1-copia 
subclass [Oryza sativa (japonica cultivar-group)] 
 

gi|78708224|gb|ABB47199.1| e-134 

ORF 3 Código(s) de Acesso E-value 

Predição da Função  TMV resistance protein N  gi|46577339|sp|Q40392.1| e-123 

Blastn 
Arachis hypogaea isolate PLTRP1H11 resistance 
protein PLTR gene     

AY747357 0.0 

Blastp TIR [Medicago truncatula] gi|87162908|gb|ABD28703.1| 0.0 

Blastx 2 TIR [Medicago truncatula] gi|87162908|gb|ABD28703.1| 5e-52 

Blastx 3 TIR [Medicago truncatula] gi|87162908|gb|ABD28703.1| 6e-66 

Blastx 4  TIR [Medicago truncatula] gi|87162908|gb|ABD28703.1| 1e-57 

ORF 4 Código(s) de Acesso E-value 

Predição da Função  TMV resistance protein N  gi|46577339|sp|Q40392.1| e-115 

Blastn Arachis stenosperma clone S1_A_36 RGA  AY157808  0.0 

Blastp TIR [Medicago truncatula] gi|87162908|gb|ABD28703.1|  0.0 

Blastx 5 TIR [Medicago truncatula] gi|87162908|gb|ABD28703.1| 2e-55 

Blastx 6 TIR [Medicago truncatula] gi|87162908|gb|ABD28703.1|  0.0 

                Contig 1                                              Contig 2                               Contig 3                      Contig 4                  Contig 5                Contig 6    Contig 7 Contig 8 
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Contig 2 - AD25F09-HIII-P2F03.FM 

ORF 1 Código(s) de Acesso E-value 

Predição da Função  Hypothetical protein  -   -  

Blastn 
AdH1165-CPY2-J21TR AdH1 Arachis duranensis 
genomic clone 

FI302164 2e-63 

Blastp No hit  -   -  

Blastx 1 Hypothetical protein  -   -  

Blastx 2 Hypothetical protein   -   -  

Blastx 3 
AC073433_4 transposase, putative [Arabidopsis 
thaliana] 

gi|12321083|gb|AAG50652.1| 2e-99 

ORF 2 Código(s) de Acesso E-value 

Predição da Função  
hAT family dimerisation domain containing protein 
[Oryza sativa (japonica cultivar-group)] 

gi|77552015|gb|ABA94812.1|  3e-92 

Blastn 
AdH1163-CPY2-E12TF AdH1 Arachis duranensis 
genomic clone  

FI304541 0.0 

Blastp 
AC073433_4 transposase, putative [Arabidopsis 
thaliana] 

gi|12321083|gb|AAG50652.1| e-119 

Blastx 4 Hypothetical protein   -   -  

Blastx 5 
AC073433_4 transposase, putative [Arabidopsis 
thaliana] 

gi|12321083|gb|AAG50652.1| 4e-19 

ORF 3 Código(s) de Acesso E-value 

Predição da Função  Hypothetical protein   -   -  

Blastn 
703_4_14168661_16654_43576_035 Arachis 
batizocoi genomic clone 

DX508553 1e-21 

Blastp No hit  -   -  

ORF 4 Código(s) de Acesso E-value 

Predição da Função  

Putative RNA-directed DNA polymerase (Reverse 
transcriptase); Zinc finger, CCHC-type; Peptidase 
asparic, tactive site; Retrotransposon gag protein 
[Medicago truncatula]  

gi|87162498|gb|ABD28293.1| 1e-04 

Blastn 
AdH1029-CPY2-N23TF AdH1 Arachis duranensis 
genomic clone 

Fi281874  e-159 

Blastp 

Putative RNA-directed DNA polymerase (Reverse 
transcriptase); Zinc finger, CCHC-type; Peptidase 
asparic, tactive site; Retrotransposon gag protein 
[Medicago truncatula]  

gi|87162908|gb|ABD28703.1| 1e-04 

Blastx 6 
Putative reverse transcriptase [Arabidopsis 
thaliana] 

gi|4263052|gb|AAD15321.1| 0.4 

Blastx 7 
Hypothetical protein OsI_04802 [Oryza sativa 
Indica Group] 

gi|125528728|gb|EAY76842.1| 0.003 

ORF 5 Código(s) de Acesso E-value 

Predição da Função  Hypothetical protein  -   -  

Blastn 
AdH1181-CPY2-K18TF AdH1 Arachis duranensis 
genomic clone 

FI310420 0.0 

Blastp 
Hypothetical protein OsI_04802 [Oryza sativa 
Indica Group] 

gi|125528728|gb|EAY76842.1| 4e-05 

Contig 3 - AD25F09-PC-F09.RM 

ORF 1 Código(s) de Acesso E-value 

Predição da Função  TMV resistance protein N   gi|46577339|sp|Q40392.1|  e-139 

Blastn 
AdH1168-CPY2-N15TR AdH1 Arachis duranensis 
genomic clone 

FI312554 0.0 
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Blastp TIR [Medicago truncatula] gi|87162908|gb|ABD28703.1|  0.0 

Blastx 1 TIR [Medicago truncatula] gi|87162908|gb|ABD28703.1|  e-104 

ORF 2 Código(s) de Acesso E-value 

Predição da Função  Hypothetical protein   -   -  

Blastn 
Arachis batizocoi  methylation unfiltered library 
(LibID764) Arachis batizocoi genomic clone 

DX509051 2e-11 

Blastp No hit  -   -  

Blastx 2 TIR [Medicago truncatula] gi|87162908|gb|ABD28703.1|  1e-47 

ORF 3 Código(s) de Acesso E-value 

Predição da Função  Hypothetical protein   -   -  

Blastn 
AdH1026-CPY2-G18TR AdH1 Arachis duranensis 
genomic clone  

FI287593 0.001 

Blastp Hypothetical protein   -   -  

Blastx 3 TIR [Medicago truncatula] gi|87162908|gb|ABD28703.1| 7e-12 

 
Contig 4 - AD25F09-PH-B11.RM 

ORF 1 Código(s) de Acesso E-value 

Predição da Função  TMV resistance protein N  
 

gi|46577339|sp|Q40392.1| 
e-103 

Blastn 
Arachis stenosperma clone S1_A_168 resistance 
protein gene, partial cds. 

(AY157809) e-151 

Blastp TIR [Medicago truncatula] gi|87162908|gb|ABD28703.1| e-158 

Blastx 1 TIR [Medicago truncatula] gi|87162908|gb|ABD28703.1|  e-112 

Blastx 2 TIR [Medicago truncatula] gi|87162908|gb|ABD28703.1| 3e-47 

Blastx 3 TIR [Medicago truncatula] gi|87162908|gb|ABD28703.1| e-116 

Contig 5 - AD25F09-HIII-P2G03.RM 

ORF 1 Código(s) de Acesso E-value 

Predição da Função  Hypothetical protein  -   -  

Blastn 
C20L_79_G12_E002.g1 USDA-Tifton Peanut 
Library C20L Arachis hypogaea cDNA clone C20L-
079_G12 5', mRNA sequence 

ES756475 3e-21 

Blastp No hit  -   -  

Blastx 1 WD40-like [Medicago truncatula] gi|87162909|gb|ABD28704.1| 1e-07 

Blastx 2 WD40-like [Medicago truncatula] gi|87162909|gb|ABD28704.1| 1e-07 

Blastx 3 WD40-like [Medicago truncatula] gi|87162909|gb|ABD28704.1| 6e-13 

Blastx 4 WD40-like [Medicago truncatula] gi|87162909|gb|ABD28704.1| 6e-13 

ORF 2 Código(s) de Acesso E-value 

Predição da Função  Putative DNA binding [Arabidopsis thaliana]  gi|15221318|ref|NP_172083.1| 1e-09 

Blastn No hit  -   -  

Blastp Putative DNA binding [Arabidopsis thaliana]  gi|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]  gi|15240931|ref|NP_198666.1| 2e-04 

ORF 3 Código(s) de Acesso E-value 

Predição da Função  TMV resistance protein N  gi|46577339|sp|Q40392.1| 6e-34 

Blastn 

SI_S017 SI, cDNA forward subtractive library from 
peanut leaves inoculated with Cercosporidium 
personatum Arachis hypogaea subsp. fastigiata 
cDNA  

EL966749 e-128 
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Blastp TIR [Medicago truncatula] gi|87162908|gb|ABD28703.1| 1e-52 

Blastx 9 Hypothetical protein  -   -  

Blastx 10 WD40-like [Medicago truncatula] gi|87162909|gb|ABD28704.1|  0.006 

Blastx 11 Hypothetical protein  -   -  

Blastx 12 TIR [Medicago truncatula] gi|87162908|gb|ABD28703.1| 9e-51 

Contig 6 - AD25F09-PL-B03.FM 

ORF 1 Código(s) de Acesso E-value 

Predição da Função  Hypothetical protein  -   -  

Blastn 
AdH1171-CPY2-E18TR AdH1 Arachis duranensis 
genomic clone  

FI311144 1e-77 

Blastp Hypothetical protein [Vitis vinifera] gi|147784422|emb|CAN74951.1| 4e-12 

Blastx 1 
Putative Integrase, Zinc Finger [Medicago 
truncatula] 

gi|87240724|gb|ABD32582.1| 0.0 

Blastx 2 Hypothetical protein [Vitis vinifera] gi|147834092|emb|CAN64335.1| 4e-09 

ORF 2 Código(s) de Acesso E-value 

Predição da Função  gag-pol polyprotein [Glycine max]  gi|29423279|gb|AAO73527.1|  e-117 

Blastn 
AdH1191-CPY2-K10TF AdH1 Arachis duranensis 
genomic clone 

FI305248 0.0 

Blastp 
Putative Integrase, catalytic region; Zinc finger, 
CCHC-type; Peptidase aspartic, catalytic [Medicago 
truncatula] 

gi|87240724|gb|ABD32582.1| e-143 

Blastx 3 
Putative Integrase, catalytic region; Zinc finger, 
CCHC-type; Peptidase aspartic, catalytic [Medicago 
truncatula] 

gi|87240724|gb|ABD32582.1| e-156 

Contig 7 - AD25F09-PN-C10.RM 

ORF 1 Código(s) de Acesso E-value 

Predição da Função  Hypothetical protein  -   -  

Blastn 
764_6_14176532_5489_43635_011 Arachis 
batizocoi methylation unfiltered library (LibID764) 
Arachis batizocoi genomic  

DX510941 0.0 

Blastp Hypothetical protein  -   -  

Blastx 1 Hypothetical protein  -   -  

ORF 2 Código(s) de Acesso E-value 

Predição da Função  Hypothetical protein   -   -  

Blastn 
643_2_14152159_16654_43223_092 Arachis 
duranensis methylation filtered library (LibID643) 
Arachis duranensis genomic clone 

DX511165 4e-36 

Blastp No hit  -   -  

Blastx 2 Hypothetical protein   -    -  
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  De acordo com análises feitas a partir de comparações com sequências 

depositadas no banco de dados (NCBI), foram identificados ao todo 54 hits com 

ESTs do gênero Arachis e 51,8% destes estavam associados a regiões codificantes 

(Gráfico 10). Em relação às comparações com seqüência GSS, foram identificados 

365 hits com fragmentos GSS do gênero Arachis, dos quais 70,4 % estavam 

associadas a regiões codificantes situadas nas sequências produzidas (Gráfico 11).  

 

 

 

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

 

 

 

Gráfico 11: Comparação das sequências dos contigs gerados a partir da subclonagem do BAC 
AD25F09, com bancos de dados de sequências GSS depositadas no GenBank (NCBI). 
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4. DISCUSSÃO 

 

A identificação de análogos a genes de resistência (RGAS) no genoma de 

plantas é bastante importante, pois estes são fortes indícios da presença de genes 

ou grupos de genes de resistência. Até hoje, vários marcadores RGAs ligados a 

genes de resistência já foram identificados em diversas culturas como batata, 

tomate, aveia, cenoura, maçã, 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 construídos 

para motivos conservados da região NBS (Bertioli et al., 2003). Alguns desses RGAs 

foram mapeados no mapa genético de referência (Leal-Bertioli et al., 2009). O RGA 

S1_A_36 (isolado a partir do genoma AA de Arachis stenosperma) foi mapeado no 

GL 4 está co-localizado com um QTL para a resistência 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 caracterização da sequência do BAC AD25F09 foram realizadas 

neste estudo. 

Quanto às estratégias de subclonagem utilizadas, observou-se que, apesar 

da fragmentação por enzimas de restrição tipo II gerar extremidades compatíveis 

durante a clivagem do DNA e do vetor, facilitando o anelamento das extremidades 

coesivas complementares através da ligação com a enzima DNA Ligase, esta 

produziu uma menor cobertura do BAC.  

Três conjuntos de enzimas foram utilizados para a geração de diferentes 

perfis de fragmentação, no intuito de promover a montagem da sequência. Uma 

importante consequência da especificidade das enzimas de restrição escolhidas é 

que o número de clivagens feitas por cada uma delas no BAC é definido (em virtude 

da frequência com que os sítios de corte ocorrem), portanto, cada enzima gerou 

uma família única e limitada de fragmentos.  

Com a geração de 518 sequências, a montagem do BAC foi dificultada, 

principalmente em virtude da redundância das sequências obtidas, clonagem 
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preferencial dos fragmentos de menor tamanho e desenvolvimento de subclones 

contendo sequências quiméricas. Consequentemente, apenas uma pequena 

cobertura do BAC pôde ser representada por esta estratégia. 

Alternativamente, optou-se pela utilização de outra forma de fragmentação do 

BAC, a nebulização (método mecânico). Esta estratégia gerou fragmentos de 

tamanhos aleatórios que puderam representar essencialmente todo o BAC. O perfil 

de fragmentação 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 fragmentação mecânica utilizado difere do enzimático, 

principalmente por gerar fragmentos de DNA aos quais as extremidades precisam 

ser reparadas, utilizando as enzimas T4 polimerase e fragmento Klenow. Após 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 ligação, apesar de mais difícil quando comparado com o 

enzimático, foi mais eficiente, otimizando o tempo e produzindo cinco vezes mais 

colônias do que o método que utilizou a restrição enzimática, gerando dessa forma 

2.592 sequências.  

Ao reunir as duas metodologias de fragmentação do BAC, obteve-se 3110 

sequências que foram agrupadas em 505 contigs, na tentativa de remontar o BAC 

inteiro. O grande número de sequências obtidas através da subclonagem foi 

bastante útil para a análise, pois uma grande parte do BAC pôde ser remontada 

utilizando 102.256 pb (referentes aos oito maiores contigs), ou seja, metade do 

número 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 predição de possíveis 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 à obtenção das sequências dos subclones e 

posterior formação de contigs, a segunda, dirigiu-se à montagem da sequência, 

onde foi necessário corrigir os vários tipos de anomalias que uma montagem pode 
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apresentar (sequências contaminantes, sequências de vetores não removidas, 

sequências quiméricas dentre outras). Além disso, as regiões de baixa qualidade 

foram identificadas e, quando necessário, a edição foi feita manualmente.  

Os espaços ocasionais encontrados em virtude de alguns fragmentos de DNA 

que não conseguiram ser clonados serão preenchidos através da técnica de Primer 

Walking, onde se utiliza o final de uma sequência clonada para a confecção de um 

primer para sequenciar fragmentos adjacentes que não foram clonados. A 

amplificação dessas regiões onde, hoje, localizam-se os espaços, juntamente com 

os 497 contigs construídos, sem dúvida, auxiliará no fechamento total da sequência 

do BAC AD25F09. 

O processo de identificação dos frames de leitura na sequência de DNA, 

seguido da identificação de possíveis funções desempenhadas pelos produtos 

gênicos, conhecido como processo de anotação gênica, são fundamentais na 

compreensão inicial dos genes. A obtenção desses dados é extremamente auxiliada 

pelo uso de programas de computadores, porém a utilização de critério por parte dos 

pesquisadores, também é um fator importante no processo de anotação. 

Com auxílio do Programa de predição RiceGAAS, foram identificadas 20 

ORFs distribuídas na sequência de oito contigs referentes à subclonagem e 

sequenciamento do BAC AD25F09. Exatamente 50% dessas regiões foram 

identificadas como proteínas hipotéticas, 25% com proteínas relacionadas à 

resistência, 20% com proteínas ralacionadas a elementos transponíveis e 5% 

relacionadas a outros tipos de proteínas. 

Algumas interfaces compiladas ao programa de predição RiceGAAS, como os 

programas Genscan e RiceHMM, dentre outros, identificaram éxons em matrizes de 

genomas já sequenciados como o de Arabidopsis e arroz respectivamente, 

bastantes similares a regiões correspondentes às ORFs identificadas neste trabalho. 

Além da identificação dessas regiões codificadoras de proteínas, outra análise 

adicional foi realizada, através da comparação das sequências dos contigs com 

bancos de dados de ESTs depositados no GenBank (NCBI). Este tipo de 

comparação também forneceu evidências na ocorrência de regiões gênicas, pelo 

menos no que diz respeito a sua estrutura, pois as sequências produzidas através 

de sequenciamentos de ESTs representam a expressão de genes estágio-

específicos. Também foram utilizadas neste estudo sequências GSS, com o intuito 
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de comparar as sequências produzidas com fragmentos aleatórios de DNA 

genômico depositadas em bancos de dados sob diversas formas, conseguindo, 

dessa forma, capturar trechos de regiões codificantes únicas ou de baixa expressão. 

Essas ferramentas são poderosas para estudos de mapeamento e para confirmação 

de anotação in silico de genomas. 

De acordo com as análises para predição de genes (Programa Predgeneset, 

integrado ao programa de anotação automatizada RiceGAAS) realizadas neste 

trabalho, foram encontradas cinco regiões distribuídas pelos contigs, similares ao 

gene N (GenBank ref. gi|46577339|; sp|Q40392.1|) (E-value < e-34) que codifica a 

proteína N relacionada à resistência ao patógeno viral TMV (Tobacco Mosaic Virus). 

O produto do gene N interage com a replicase do TMV segundo o modelo 

clássico 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 à morte celular, que 

aparentemente funciona como fator delimitante ao vírus, evitando sua proliferação 

além do sítio de infecção (Erickson et al., 1999). 

A sequência de aminoácidos correspondentes à proteína N codificada por 

esse gene apresenta três domínios: um domínio de ligação a nucleotídeos (NBS), 

um domínio com uma região rica em leucina (LRR), que provavelmente relaciona-se 

com a interação proteína-proteína, além do domínio amino-terminal (TIR), que 

possui similaridade com a proteína Toll e com a interleucina-1, que são relatadas 

como participantes da interação proteína-proteína na via de transdução de sinais em 

insetos e animais, respectivamente (Whitham et al., 1994; Dinesh-Kumar & Baker, 

2000; Dinesh-Kumar et al., 2000). 

Esses domínios, também foram observados na sequência do BAC a partir de 

comparações com sequências depositadas no Banco de Dados do NCBI utilizando 

as ferramentas Blastx e Blastp. Os resultados do Blastx mostraram alta similaridade 

com uma proteína (TIR) de resistência de Medicago truncatula (GenBank ref. 

gb|ABD28703.1|; gi|87162908|), espécie também pertencente à família das 

leguminosas. Análises pelo Blastn e sequências GSS mostram, em contrapartida, 

alta similaridade com fragmentos de DNA do gênero Arachis, aumentando a 

confiança na montagem correta do BAC. 
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Setas representando elementos repetitivos, encontrados com o auxílio do 

Programa Staden Package, identificaram claramente duas ORFs ligadas a proteínas 

de resistência no Contig 1 (Gráfico 2), identificando possíveis regiões em tandem, 

como a porção TIR, a porção NBS e a porção LRR, indicando que genes de 

resistência podem estar na forma de clusters (agrupamentos). Outro exemplo 

localizado no Contig 4 (Gráfico 5) identificou uma grande região que se repetia no 

início da ORF 1 e no final da sequência deste mesmo contig, em um local com alta 

similaridade a uma proteína de resistência, indicando a presença de dois genes 

contendo sequências que podem ser domínios em tandem. O sequenciamento total 

do BAC poderá auxiliar na caracterização completa desses análogos a genes de 

resistência e suas relações. As demais setas identificando regiões repetitivas não 

estavam relacionadas a regiões de resistência. 

 Elementos transponíveis foram encontrados em todos os organismos 

estudados até o momento e são importantes constituintes do genoma vegetal. A 

principal característica dos elementos transponíveis é a capacidade de se moverem 

dentro do genoma, inserindo-se em novos sítios próximos ou até mesmo dentro de 

sequências gênicas, o que pode causar mutações, alterações de estrutura e função 

de genes, rearranjos cromossômicos, mudanças na regulação gênica, podendo 

dessa forma servir como fonte de diversidade (Kumar & Bennetzen, 1999). Existem 

duas classes principais de elementos transponíveis: (Classe I) os retrotransposons e 

(Classe II) os transposons. Um retrotransposon pode ser definido como um elemento 

genético que se move no interior da célula via um intermediário de mRNA, seguida 

de transcrição reversa e inserção da cópia de cDNA em um novo sítio do genoma. 

Transposons são sequência móveis 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 

transposição, sendo uma correspondente a um transposon e três a 

retrotransposons, todas elas com E-value < 10 e-04.  

A partir de comparações com o banco de dados GenBank e predição de 

função através do programa AutoPredgeneset, os retrotransposons identificados 

pertenciam ao grupo LTR do tipo Ty1-Copia, distinto de outro grupo principalmente 

em virtude da ordem dos genes. A identificação de sequências repetitivas 

flanqueando a ORF (representadas por setas flanqueando a ORF 2 situada no 
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Contig 1 – Gráfico 2) revela o fato destas possivelmente serem as porções LTR do 

elemento, portanto um elemento inteiro pode ter sido caracterizado. Comparações 

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 constituída por sequências 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 

que torna importante o estudo desses elementos na composição e função de cada 

organismo.  

A existência de elementos transponíveis dentro de genes pode acarretar na 

perda da função gênica. O BAC subclonado possui vários genes de resistência, 

porém, intercalados por elementos transponíveis A co-localização 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 fragmentação de genomas ou 

vetores do tipo BAC visando o sequenciamento total de uma determinada região, 

têm auxiliado no conhecimento mais detalhado da estrutura e organização genética 

de diversos organismos. Além de uma análise 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 caracterização de sequências.   

Pesquisas que visam à caracterização de uma sequência específica de 

interesse, além do desenvolvimento de marcadores moleculares, têm tido grande 

êxito 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 anotação ou re-

anotação de mapas físicos, como é o caso de um mapa desenvolvido para soja 

(Glycine max) em um trabalho realizado recentemente por Saini et al. (2008). 

  Em Lourenço (2004) através da fragmentação randômica de DNA (shotgun), 

um método de sonicação (fragmentação mecânica), obteve-se 0,5% do genoma de 

Eucalyptus grandis (640 milhões de pb) sequenciado. Neste trabalho foram 

identificados 310 elementos repetitivos, 986 microssatélites, além da identificação de 
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vários genes putativos comparando-se com bancos de dados de ESTs e banco de 

dados não-redundante de proteínas do NCBI. Outro exemplo foi um estudo feito por 

Gentzbittel et al, (2002), um EST homólogo a Helianthus annus L. (girassol) 

(HaELP1) foi obtido a partir de sequências consenso para os genes AtELP de 

Arabidopsis thaliana. Três BACs positivos para uma hibridização feita com uma 

sonda construída com HaELP1 foram identificados. A subclonagem e 

sequenciamento de um BAC demonstraram a presença de dois diferentes locos 

putativamente homólogos aos genes que codificam proteínas transmembrânicas 

com EGF e domínios de integrina, além de auxiliarem estudos relacionados ao 

mapeamento físico do genoma de Girassol. 

Hibridização in situ com fluorescência (FISH) utilizando os BACs positivos 

como sondas, permitiram a localização cromossomal de insertos de DNA homólogos 

a genes humanos em duas espécies caninas (Klukowska et al., 2004).  A utilização 

de microssatélites associados a genes pode acelerar a identificação de genes 

candidatos para características fenotípicas e estudos de ligação (Klukowska et al., 

2004). 

Para o melhoramento genético, a utilização de genes oriundos de espécies 

selvagens nem sempre é acompanhada de ganhos agronômicos, uma vez que a 

introdução de genes utilizando hibridizações e repetidos retrocruzamentos pode 

ocasionar o arraste gênico, ou seja, vários genes para características indesejáveis 

poderiam ser incorporados em conjunto com os genes de interesse. Porém, em um 

estudo de melhoramento, realizado com sucesso por Holmes (1938), relatou-se que 

a resistência de Nicotiana glutinosa ao TMV era controlada pelo gene N. A 

resistência ao TMV foi incorporada a N. tabacum L. utilizando-se a hibridização 

interespecífica entre N. glutinosa (n = 24) e N. tabacum (n = 48) pela espécie 

anfidiplóide Nicotiana digluta e repetidos retrocruzamentos, originando a cultivares 

Samsoun (Holmes, 1938; Marathe et al., 2002). 

Em relação à incorporação de genes de interesse baseada na transformação 

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 o gene para oxidase oxalato de 

cevada (Livingstone et al. 2005), o gene Cry1EC (Tiwari et al., 2008), além do gene 
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humano Bc1-xL (Chu et al., 2008). Essa forma de melhoramento, através da 

transformação, mostrou-se um método efetivo para incorporação de genes no 

genoma do amendoim. 

Estudos com o gênero Arachis, também visam a introgressão de genes de 

resistência de espécies silvestres na espécie cultivada. O uso de seleção assistida 

por marcadores pode ser bastante útil nesse processo, uma vez que vários estudos, 

inclusive este, estão sendo realizados para a descoberta e caracterização de genes 

de interesse agronômico a serem incorporados em amendoim. 

Visando obter a sequência completa dos genes de resistência identificados 

neste estudo, pode-se desenvolver primers através de Chromosome Walking, ou 

seja, sequenciar as extremidades de uma sequência conhecida até completar 

totalmente os espaços não sequenciados. Desta forma, o sequenciamento do BAC 

AD25F09 que contém um RGA, utilizando a técnica de sequenciamento através da 

fragmentação randômica 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 físico a ser desenvolvido para Arachis. O 

mapeamento físico de Arachis possibilitará a localização cromossômica de genes de 

interesse, auxiliando no processo de melhoramento assistido, além de possibilitar a 

análise genômica comparativa entre Arachis e outras espécies, principalmente às 

leguminosas. 
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CAPÍTULO II - DESENVOLVIMENTO E MAPEMENTO DE MARCADORES 
MICROSSATÉLITES A PARTIR DO BAC AD25F09 
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1. INTRODUÇÃO 

  

 

A identificação de um grande número de marcadores moleculares 

polimórficos constitui uma etapa inicial na geração de mapas de ligação, pois quanto 

mais saturado estiver o mapa, maior será a capacidade informativa deste, e 

conseqüentemente mais rapidamente os dados serão utilizados nos programas de 

melhoramento (Carneiro & Vieira, 2002). Dentre os marcadores moleculares mais 

utilizados nos estudos de mapeamento genético estão os marcadores 

microssatélites ou SSR (simple sequence repeats), caracterizados por possuírem 

repetições em tandem de pequenos motivos de sequência com um a seis 

nucleotídeos, sendo encontrados amplamente distribuídos pelo genoma da maior 

parte dos eucariotos, embora também presente em procariotos (Litt & Luty, 1989). 

Acredita-se que o principal mecanismo por trás do surgimento e amplificação destas 

sequências nos genomas seja o deslize ou o mau-pareamento de motivos durante a 

replicação. As fitas de DNA separam-se e reassociam-se de forma incorreta, o que 

poderia gerar cópias de trechos de DNA (alelos) com diferentes tamanhos ou 

números de repetições de um determinado motivo no próximo ciclo de replicação por 

meio de inserção ou deleção de uma unidade de repetição (Schlotterer & Tautz, 

1992). Em virtude disso, esses marcadores apresentam uma alta taxa de mutação, 

resultando em uma ampla variação no número 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 identificação de indivíduos (Goldstein & Schlotterer, 1999). 

Evidências demonstram que a distribuição genômica dos microssatélites não 

é aleatória. Presumivelmente, eles afetam a organização da cromatina, regulação da 

atividade gênica, recombinação, replicação do DNA, ciclo celular e a maquinaria de 

reparo (Li et al., 2002). Além disso, tem sido mostrado na literatura que um grande 

número de microssatélites está localizado em regiões de transcrição do genoma, 

incluindo ESTs (Morgante et al., 2002). 

Segundo Ferreira & Grattapaglia (1998) devido à expressão codominante e o 

multialelismo, os marcadores microssatélites são os marcadores que possuem o 

mais elevado conteúdo de informação de polimorfismo (PIC). Em virtude disso, estes 
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marcadores são muito utilizados em estudos de genética de populações de espécies 

silvestres, devido a sua confiabilidade, praticidade operacional, robustez e serem 

mais informativos geneticamente. Outra vantagem desses marcadores é que ocorre 

a conservação de sítios microssatélites entre espécies relacionadas, tornando 

possível, em alguns casos, a transferência destes marcadores entre espécies ou 

mesmo gênero utilizando primers heterólogos (Moore et al., 1991) 

Nem todos os locos microssatélites são aproveitáveis para o mapeamento 

genético. A seleção de locos informativos é baseada nas características destes 

locos e nos resultados que estes microssatélites permitirão obter na identificação de 

segregação nas progênies resultantes de cruzamentos controlados. Dentre os 

principais parâmetros utilizados nesta seleção estão: o tipo de repetição (di-, tri-, 

tetra-, ou pentanucleotídicos), o número de repetições, o número de um mesmo loco 

no genoma, o número de alelos ao loco, a heterozigosidade e outros (Brondani et 

al., 1998; Garner, 2002). Regiões microssatélites maiores seriam mais úteis para 

análise genética possibilitando maior informação por loco, principalmente em 

estudos envolvendo genética de populações. 

A baixa variabilidade genética do amendoim, em relação às características 

agronômicas de interesse, tem dificultado os avanços no melhoramento molecular 

da cultura, porém marcadores microssatélites vêm mostrando bastante eficiência em 

relação às análises feitas com outros marcadores, detectando algum polimorfismo 

na espécie cultivada do gênero 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 seção Arachis tem sido relativamente alta 

(Moretzsohn et al., 2005; Gimenes et al., 2007), o que permite seu uso para a 

análise das relações genéticas entre essas espécies. 

Em 2005, Moretzsohn e colaboradores publicaram um mapa de ligação 

baseado em uma população de 93 indivíduos F2 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 construído um mapa genético para o amendoim cultivado também 
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baseado em microssatélites, do qual 135 marcadores já 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 

referência em Arachis, além de ter sido utilizada para a caracterização 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 próximos ao RGA em questão, visando à seleção assistida 

por marcadores. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

2.1 Material vegetal e população de mapeamento 

 

Os experimentos foram conduzidos no Laboratório de Biotecnologia (Pós-

graduação da Universidade Católica de Brasília) 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, Brasília, DF. 

Todos os procedimentos realizados neste Capítulo, com intuito de gerar 

marcadores microssatélites a partir do BAC AD25F09, estão exemplificados na 

Figura 1. 

 

 

 
Figura 1: Esquema de geração de marcadores microssatélites a partir BAC AD25F09. 
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Busca por microssatélites  

 

Desenho de primers para 
regiões contendo 
microssatélites 

Amplificação por PCR 

 

Genotipagem da população F2 
(AA) 

 

Mapeamento 

 



78 
 

A população 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 resistência ao 

nematóide das galhas Meloidogyne arenaria raça 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 

híbrido F1, que foi autofecundado para gerar a população de mapeamento F2 com 93 

indivíduos. 

 

2.2 Extração do DNA genômico de Arachis e desenho de primers para 

microssatélites  

 

Para os experimentos realizados neste trabalho, utilizou-se o DNA genômico 

dos parentais e F1 da população de mapeamento AA (Moretzsohn et al., 2005); os 

parentais da população de mapeamento BB (Moretzsohn et al., 2009) e quatro 

indivíduos tetraplóides, sendo dois deles sintéticos (Tabela 1). Para a genotipagem 

foi utilizado também os DNAs da população F2 de 93 indivíduos da população A. 

  

 

Tabela 1: Lista de espécies do gênero Arachis selecionadas para extração de DNA genômico 
para utilização 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 ipaënsis (KG30076) BB 

Arachis hypogaea cv. IAC-Runner 886 AABB 

Arachis hypogaea cv. IAC-Caiapó AABB 

(Arachis ipaënsis (KG30076) x Arachis duranensis (V14167))
c
 AABB 

(Arachis gregoryi (V6389) x Arachis linearifolia (V9401))
c
 AABB 

 

 

O DNA total foi extraído de folhas jovens (recém surgidas e antes da 

expansão foliar), para evitar a extração simultânea de compostos fenólicos, 

polissacarídeos e proteínas presentes em folhas adultas. Um protocolo de extração 
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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 auxílio de beads) juntamente com 700 μL de 2x CTAB e 2 

μL e 2-mercaptoetanol em cada tubo de microcentrífuga de 2 mL. As amostras foram 

incubadas a 65° C por 60 minutos. Após esse período foram adicionados 700μL de 

clorofórmio-isoamílico (24:1) para cada amostra e misturou-se até formar uma 

emulsão. As amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm por 5 minutos e a fase 

aquosa foi transferida para dois tubos novos de 1,5 mL. Foram adicionados 600 μL 

de tampão 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 μL de NaCl 1,2 M. O volume dos dois tubos foi transferido para 

um único tubo, totalizando 600 μL. 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 μL de etanol 70% e posteriormente seco e ressuspenso em 

100 μL de água estéril com 0,01 mg/mL de RNAse-A. As amostras foram 

quantificadas em gel de agarose 1,5% utilizando um marcador de peso molecular 

(High Mass Ladder - Invitrogen). As amostras foram diluídas para 5 ng/μL e 

mantidas a -20° para realização do experimento. 

A busca por sequências 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 sequências repetitivas são conhecidas a 

priori, isto é, procura-se por regiões microssatélites utilizando-se um dicionário de 

motivos. O programa TROLL utiliza este algoritmo para procurar padrões pré-

selecionados em uma sequência-texto e, acrescentado a isto, procura por estas 

regiões em tandem, tornando possível a identificação de microssatélites (Castelo et 

al., 2002). 

Depois de selecionadas as regiões contendo os microssatélites, o Programa 

Primer3 (Rozen & Skaletsky, 2000), foi utilizado visando o desenvolvimento dos 

pares de primers para estas regiões. Este software identifica sequências de 

oligonucleotídeos flanqueando as sequências microssatélites identificadas pelo 
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TROLL obedecendo alguns parâmetros, como: tamanho dos oligonucleotídeos, 

temperatura de anelamento, diferença de temperatura de anelamento máxima entre 

os pares de primers dentre outras. 

 

2.3 Amplificação por PCR  

 

A reação de PCR foi feita com todos os indivíduos listados na Tabela 1. Para 

um volume de 25 µL de reação de PCR, foram utilizados: 2,5 µL (10%) de tampão 

para PCR sem MgCl2; 0,75 µL de MgCl2 50 mM; 0,5 µL de cada primer a 10 µM; 0,5 

µL de dNTPs a 10 mM, 0,5 µL de Taq Polymerase (Taq Platinum Invitrogen) e 1 µL 

de DNA (20 ng/µL). 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 etídeo e visualizados sobre luz ultravioleta. Com a 

confirmação do funcionamento correto da reação, 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 comparação com marcador DNA padrão de 10 pb (Gibco), e a 

presença 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 população F2 (93 indivíduos) juntamente 

com seus parentais e a planta F1. As análises foram realizadas atribuindo-se 1 para 

a presença da banda e 0 para ausência da banda, em cada um dos 96 indivíduos 

analisados. O teste de qui-quadrado (X2) foi utilizado para testar a hipótese nula de 

segregação 3:1 destes marcadores. 

As análises de ligação foram realizadas através do programa Mapmaker, 

versão 2.0 (Lander et al., 1987), como descritas por Moretzsohn et al. (2005).   Uma 

matriz de genotipagem composta pelos marcadores polimórficos neste trabalho foi 

inserida na matriz contendo mais 716 marcadores polimórficos genotipados 
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anteriormente (José, 2006; Moretzsohn et al., 2006; Alves, 2008). Um LOD escore 

mínimo de 3.0 e uma fração de recombinação máxima (θ) de 0,35 foram utilizados 

como parâmetros para estabelecimento dos grupos de ligação usando a função 

“group”. O comando “try” foi utilizado para determinar a posição exata dos novos 

marcadores dentro de cada grupo. As frações de recombinação foram convertidas 

em distancia de mapa, Centimorgans (cM), usando a função de mapeamento de 

Kosambi, que leva em consideração o coeficiente de Interferência (I). 
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3. RESULTADOS 

 

 

3.1 Extração de DNA e qualidade das amostras 

 

O protocolo de extração de DNA desenvolvido por Ferreira & Grattapaglia 

(1998), modificado neste trabalho, atendeu às necessidades requeridas para os 

experimentos, entretanto houve degradação em algumas amostras, mostrando que 

devem existir compostos que atuam neste processo nas folhas de Arachis sp.  

Todos os DNAs dos indivíduos exemplificados na Tabela 1 foram quantificados com 

o auxílio de um espectrofotômetro (Nanodrop ND1000) e a Tabela 2 mostra os 

valores das concentrações obtidas neste trabalho. 

A Figura 2 mostra um gel de agarose 1% corado com brometo de etídeo, 

contendo amostras de DNA genômico de algumas espécies do gênero Arachis para 

uso em PCR. A análise de qualidade do DNA foi feita através de gel de agarose, 

aliada a análise de quantificação com auxílio de um  espectrofotômetro (Nanodrop 

ND1000), permite a avaliação 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: Quantificação de DNA genômico de espécies de Arachis em Nanodrop. 

Espécies Quantificação (ng/ μL) 

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 ipaënsis (KG30076) 720 

7- Arachis hypogaea cv. IAC-Runner 886 320 

8- Arachis hypogaea cv. IAC-Caiapó 380 

9- (Arachis ipaënsis (KG30076) x Arachis duranensis (V14167))
c
 980 

10- (Arachis gregoryi (V6389) x Arachis linearifolia (V9401))c 1200 
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Figura 2: Gel de agarose 1% corado com brometo de etídeo referente à quantificação de três 
amostras de DNA (Amostras 1, 8 e 10) junto com o marcador molecular High Mass Ladder 

(Invitrogen). 

 

 

3.2 Desenho de primers para regiões contendo microssatélites e 

amplificação destas sequências 

 

Muitas regiões contendo microssatélites com repetições mono foram 

identificadas (denominadas poli(n)), porém apenas três delas foram utilizadas para 

confecção de primers. Sete microssatélites compostos por di-nucleotídeos variando 

entre repetições de cinco a 24 vezes foram encontrados. Um microssatélite tri e dois 

compostos por tetra-nucleotídeos, todos eles contendo quatro repetições, também 

foram identificados. A Tabela 3 mostra a sequência dos 13 pares de primers obtidos 

neste trabalho, o SSR amplificado por eles e o tamanho esperado dos produtos. 

Para identificar marcadores microssatélites polimórficos associados ao RGA, 

os 13 pares de primers foram testados com os genótipos parentais e F1 da 

população A; genótipos parentais da população B; e ainda genótipos tetraplóides, de 

acordo com a Tabela 1. 

Uma análise 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 etídeo, no entanto, a resolução de fragmentos 

em géis de agarose não permitiu distinguir possíveis heterozigotos com precisão ou 

alelos próximos em tamanho. Desta forma visando identificar possíveis 

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

200 ng 
120 ng 
80 ng 
60 ng 

40 ng 

20 ng 

    M            1             8           10 
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géis de poliacrilamida a 4% em condições desnaturantes com todos os pares de 

primers e os dez indivíduos listados na Tabela 2. 

 

Tabela 3: Primers utilizados para amplificação de microssatélites. 

Nome do Primer Primers 5' - 3' SSR/poli(n) 
Produto 

(pb) 

AD25F09-PB-H01 
Primer FWD - TTTTCTGGGTAATCATTCATGC 

(TA)
7
  364 

Primer REV - TCTCTCAATTCTTTTGTAAAGTGTGA 

AD25F09-HIII-P1E08 
Primer FWD - CTCTTCGATTGCTTTGAGGAGT 

(GT)
9
  347 

Primer REV - TACCAAACCCTTCACTACCCAG 

AD25F09-PC-H08 
Primer FWD - GGGTCAGATTTATCGGTGAAAA 

(TC)
9
  363 

Primer REV - ATGAGAAGAAGAAGCGGCATAG 

AD25F09-PA-D03 
Primer FWD - ACTAAAATGGACATCAACTTAGA 

(TA)
15

  302 
Primer REV - TTGAGAGTACTAGAATAAGAGTACGA 

AD25F09-PD-A10 
Primer FWD - CATTTAATTCAAACCATCAGCG 

(AT)
24

  351 
Primer REV - GCTGTTCCTTGGCTTTTCTTTA 

AD25F09-HIII-34 
Primer FWD - ACTCATGGGTTAGAGTCCCTCA 

(TC)
5
  160 

Primer REV - CAAGATCGTAGTAAAGGGTCGG 

AD25F09-HIII-82 
Primer FWD - TGGAAACTTACAAGAATGGCAA 

(A)
10

  194 
Primer REV - CCAACCCTGTTAGTAGTAGGCG 

AD25F09-HIII-100 
Primer FWD - TTGGGGTATTTTATCCCCTTTT 

(T)
9
 (T)

9
  383 

Primer REV - AGTTCATTAGCCCACTTACCCA 

AD25F09-S1A36-HIII-51 
Primer FWD - TTGATTCTGTACAACTCCGGTT 

(T)
8
  346 

Primer REV - GATCAATCTTCTTTCCATGGCT 

AD25F09-HIII-37 
Primer FWD - GAAGCAAGGGAAGAACAAGCTA 

(TCA)
4
  394 

Primer REV - AAACCCAACATGCAATTACCTC 

AD25F09-Sau-27 
Primer FWD - GAAGAAGAGGCTTCACCTACCA 

(TAAT)
4
  232 

Primer REV - TGTTCTTTCCGCAGTGTTTATG 

AD25F09-Sau-05 
Primer FWD - TTTGTTGCCCCATTTAGAAACT 

(GAAA)
4
  139 

Primer REV - ACTCTTATTTGGCATTAGCCCC 

AD25F09-HIII-P6H06 
Primer FWD - ACCAACCTAGGAAACACAGTCCCGT 

(TA)
24

 195 
Primer REV - AATTCAAACCATCAGCGATAAA 

 

 

3.3 Análise 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 monomórfico em todos os dez 

indivíduos, como exemplificado nas Figuras 3A e 3B.  
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Figura 3: Géis de poliacrilamida a 4%. (A) Primer AD25F09-PC-H08; (B) Primer AD25F09-PA-D03. 
 

 

Seis pares de primers (AD25F09-HIII-82; AD25F09-HIII-34; AD25F09-HIII-

P6H06; AD25F09-PB-H01; AD25F09-PD-A10; AD25F09-HIII-P1E08) identificaram 

um padrão polimórfico, como exemplificado nas Figuras 4A e 4B respectivamente.  

Destes seis pares de primers, cinco amplificaram gerando um padrão 

polimórfico de presença ou ausência de bandas em um parental ou outro da 

população A (A. duranensis K7988 ou A. stenosperma V10309), enquanto que o 

indivíduo F1 sempre amplificava de forma semelhante a um dos parentais (Figura 

5A-E). Estes cinco pares de primers foram utilizados para genotipar a população F2 

de 93 indivíduos, com o intuito de mapear essas regiões polimórficas no mapa 

genético de referência. 

 

A B 

AA BB AABB 
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Figura 4: Géis de poliacrilamida a 4%. (A) Primer AD25F09-HIII-82; (B) Primer AD25F09-HIII-34. 

 

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

nos parentais da população A e F1 resultante deste cruzamento. (A) AD25F09-HIII-82; (B) 
AD25F09-HIII-34; (C) AD25F09-HIII-P6H06; (D) AD25F09-PB-H01; (E) AD25F09-PD-A10.  

B A 

A B C D E 
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  Observou-se um perfil de amplificação distinto entre os primers testados 

dependendo dos parentais e da população testada, Os parentais da população B 

não amplificaram com o par de primers AD25F09-HIII-82, porém este apresentou um 

polimorfismo com perfil dominante na população 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-P1E08, 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 amplificação com cinco pares de primers 
nas duas cultivares de A. hypogaea (IAC-Runner 886 e IAC-Caiapó). (A) AD25F09-HIII-82; (B) 

AD25F09-HIII-34; (C) AD25F09-PB-H01; (D) AD25F09-PD-A10; (E) AD25F09-HIII-P1E08. 

 
 
  Os cinco pares de primers polimórficos para população A, genotipados na 

população F2, foram posteriormente foram analisados com auxílio do programa 

MapMaker, juntamente com os outros marcadores já mapeados nessa população. 

Utilizando um LOD escore mínimo de 3,0 e uma fração de recombinação máxima de 

A B C D E 
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0,35, os cinco marcadores puderam ser mapeados de forma agrupada no Grupo de 

Ligação 4, como mostrado na Figura 7. 

  

 

Figura 7: Grupo de Ligação 4 pertencente ao Mapa Genético de Arachis (Moretzsohn et al., 
2005). Circulados estão destacados os marcadores SSRs desenvolvidos neste estudo. 

 
 
 
  

Grupo de Ligação 4 
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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 regiões que codificam proteínas da família TIR-NBS-

LRR relacionadas à resistência (em vermelho). Estes marcadores são mostrados 

como círculos nos Gráficos 2-9, onde a cor verde significou polimorfismo e cinza 

ausência de polimorfismo. 

 

 
 
Tabela 4: Localização de microssatélites nos contigs do BAC AD25F09 e resultado da 
amplificação em alguns genótipos do gênero Arachis. 

Nome do Primer Localização do SSR Resultado da amplificação 

AD25F09-Sau-05 

Contig 1  

Monomórfico para todos os indivíduos testados 

AD25F09-HIII-34 Polimórfico para pop A e A. hypogaea 

AD25F09-HIII-82 Polimórfico para pop A e A. hypogaea 

AD25F09-PB-H01 

Contig 2  

Polimórfico para pop A e A. hypogaea 

AD25F09-PD-A10 Polimórfico para pop A  

AD25F09-S1A36-HIII-51 Monomórfico para todos os indivíduos testados 

AD25F09-HIII-P6H06 Polimórfico para pop A e A. hypogaea 

AD25F09-Sau-27 

Contig 3  

Monomórfico para todos os indivíduos testados 

AD25F09-PA-D03 Monomórfico para todos os indivíduos testados 

AD25F09-PC-H08 Monomórfico para todos os indivíduos testados 

AD25F09-HIII-P1E08 Contig 5  Polimórfico para A. hypogaea 

AD25F09-HIII-37 Contig 6  Monomórfico para todos os indivíduos testados 

AD25F09-HIII-100 Contig 7  Monomórfico para todos os indivíduos testados 

* Em negrito e sublinhado estão os marcadores associados a genes de resistência.
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4. DISCUSSÃO 

 

 

O presente estudo visou à busca de microssatélites em biblioteca de 

subclones do BAC AD25F09 provenientes de sequenciamento por fragmentação 

randômica. A partir dessas sequências foram identificados 13 microssatélites para 

os quais foi possível desenhar pares de primers a serem utilizados para 

mapeamento dos mesmos. Em virtude da baixa quantidade de SSRs encontrados, 

praticamente todos esses locos foram utilizados para confecção de primers, 

incluindo repetições mono, denominadas de poli(n).  

Estes pares de primers foram testados em dez genótipos representantes do 

gênero Arachis, sendo eles: genótipos diplóides representantes da população A: A. 

duranensis (acesso V14167), A. duranensis (acesso K7988), A. stenosperma 

(acesso V10309) e F1 resultante do cruzamento destes dois últimos; genótipos 

diplóides representantes da população B: Arachis magna (acesso KG30097) e A. 

ipaënsis (acesso KG30076); genótipos tetraplóides (AABB) de dois acessos do 

amendoim: A. hypogaea cv. IAC-Runner 886 e A. hypogaea cv. IAC-Caiapó; e dois 

anfidiplóides sintéticos: A. ipaënsis (acesso KG30076) x A. duranensis (acesso 

V14167))c e (A. gregoryi (acesso V6389) x A. linearifolia (acesso V9401))c, estes 

últimos importantes para a análise comparativa com os genótipos tetraplóides 

verdadeiros. O mapeamento dos genótipos A. duranensis e A. ipaënsis são também 

de interesse, pois estes são os prováveis 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 são ricos em alelos que conferem características 

de interesse, como genes de resistência a doenças e fatores abióticos (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-H08; 

AD25F09-PA-D03; AD25F09-HIII-100; AD25F09-S1A36-HIII-51; AD25F09-HIII-37; 

AD25F09-Sau-27; AD25F09-Sau-05) apresentaram um padrão monomórfico para os 

todos os genótipos representantes das populações A, B e tetraplóides que foram 

testados, não sendo utilizados neste trabalho para fins de genotipagem ou 

mapeamento molecular. Os anfidiplóides sintéticos testados apresentaram um perfil 
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monomórfico para todos os pares de primers desenvolvidos, o que não gerou 

informações relevantes. 

Seis pares de primers apresentaram-se polimórficos. São eles: AD25F09-HIII-

82; AD25F09-HIII-34; AD25F09-HIII-P6H06; AD25F09-PB-H01; AD25F09-PD-A10 e 

AD25F09-HIII-P1E08. Apesar dos marcadores microssatélites serem co-dominantes, 

os cinco primeiros marcadores citados apresentaram um comportamento dominante 

quando testados na população A e F1, onde houve a amplificação de alelos nulos em 

um dos parentais. Esse padrão dominante proporcionou a genotipagem da 

população F2 composta por 93 indivíduos e com o auxílio do Programa MapMaker, 

os cinco microssatélites puderam ser mapeados de forma agrupada na região 

inferior do GL 4 do mapa genético de referência AA (Moretzsohn et al., 2005), porém 

distantes do RGA S1_A_36 (mapeado na região 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 próximos uns dos outros (através de análises feitas 

pelo sequenciamento do BAC realizado no Capítulo I). Contudo, o mapeamento 

distante geneticamente do RGA que os originou é compatível com o fato de que os 

RGAs pertencem a uma família multigênica, estando presentes em múltiplas cópias 

em diferentes locais do genoma, o que ressalta também, a necessidade da 

comparação do mapa genético com um mapa físico (em construção), com intuito de 

visualizar as distâncias físicas verdadeiras em pares de base que eles foram 

posicionados, em relação 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 sequência do BAC. Dois dos marcadores mapeados localizavam-se em 

regiões que codificam proteínas da família TIR-NBS-LRR relacionadas à resistência. 

A grande vantagem deste trabalho é que ao se mapear estes microssatélites, 

também podem ser mapeados possíveis genes de resistência (RGAs) no mapa 

genético. A utilização de marcadores microssatélites exibe vantagens adicionais à 

utilização de RGAs no processo de seleção assistida, como alta reprodutibilidade, 

alto conteúdo informativo, por ser baseado em PCR, e principalmente por ser um 

marcador transferível entre espécies relacionadas. A identificação de marcadores 

mais robustos e transferíveis associados a locos que conferem resistência 
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possibilitará a seleção assistida nos programas de melhoramento genético, o que 

acelerará o processo de introgressão dos genes de resistência no amendoim. 

Adicionalmente, quatro pares de primers que serviram para o 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 detecção de polimorfismo 

nesta espécie é bastante difícil devido à estreita base genética da espécie o que 

consequentemente, reduz a probabilidade de seleção assistida por marcadores. A 

utilização de microssatélites tem demonstrado ser mais eficiente que os demais 

marcadores moleculares na detecção de polimorfismo e para análises das relações 

e variações genéticas em várias espécies de plantas, incluído 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 análises feitas neste trabalho, 

juntamente com testes futuros utilizando os pares para SSR em mais acessos de A. 

hypogaea, proporcionarão mais informação e marcadores polimórficos robustos para 

a espécie cultivada, acelerando os estudos genéticos e o melhoramento da espécie. 

   Futuramente serão necessárias análises com os SSRs desenvolvidos neste 

trabalho com a população F2 composta por 93 indivíduos, utilizada para a construção 

do mapa B, proporcionando novos dados que serão importantes no estudo de 

sintenia entre esses dois genomas. Uma vez que esses marcadores foram 

desenvolvidos a partir de uma sequência contendo partes de genes de resistência 

associados a um QTL de resistência à cercosporiose, com o alinhamento entre 

mapas A e B, poderíamos identificar regiões associadas à resistência a 

cercosporiose também no genoma B. 

Os programas de melhoramento de A. hypogaea têm conduzido a avanços 

significativos. Entretanto, a inclusão de genes oriundos de espécies selvagens 

relacionadas possibilitaria o aumento de variabilidade genética para várias 

características agronômicas de interesse, principalmente a resistência a doenças 

que afetam o amendoim. Com o desenvolvimento de mapas para o gênero Arachis 

utilizando os genomas A e B, que são evolutivamente próximos, é esperado que 

haja sintenia entre os marcadores e os genes em ambos os genomas. Desta forma, 

uma vez alinhados os mapas, será possível transferir informações 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 localização de clones BAC em mapas genéticos, através da identificação de 

SSRs, por exemplo, possibilitarão a interação entre mapas físicos e genéticos. 

Marcadores microssatélites identificados a partir do sequenciamento de 

extremidades de BACs, por exemplo, permitem também estudos acerca da 

correlação entre mapas genéticos e físicos, como já observado em algumas culturas 

como a soja (Shulttz et al., 2007). Portanto, BACs são 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 sequências 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 construída para Prunus cerasifera L., continha o gene Ma para 

resistência contra nematóides 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 clássico têm tido grande sucesso ao 

longo dos anos, a engenharia genética tem o potencial de superar muitas de suas 

limitações. A identificação de marcadores associados a locos que conferem 

resistência permitirão a seleção assistida por marcadores nos programas de 

melhoramento genético do amendoim cultivado, o que acelerará o processo de 

introgressão dos genes de resistência pelo método de retrocruzamento. Uma vez 

que serão mapeados genes de resistência tanto em espécies possuidoras de 

genoma A como em espécies de genoma B, plantas AA com genes de resistência 

poderão ser cruzadas com plantas BB também resistentes, obtendo-se plantas AB. 

Estas, após poliploidização, poderão ser cruzadas com A. hypogaea, para 

introgressão desses genes. 
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CONCLUSÕES GERAIS 

 

 

• Ambas as metodologias de subclonagem do BAC AD25F09 utilizadas 

neste trabalho (enzimas de restrição e nebulização) foram satisfatórias 

e garantiram uma grande porcentagem do BAC sequenciada. 

• A análise do conteúdo gênico da sequência do BAC contendo o RGA 

identificou cinco regiões relacionadas aos genes de resistência 

pertencentes à família TIR-NBS-LRR, além de um transposon e três 

retrotransposons LTR do tipo Ty1-copia. 

• Cinco marcadores microssatélites puderam ser mapeados de forma 

agrupada (pois se encontravam no mesmo BAC) no Grupo de Ligação 

4 do mapa genético de referência de Arachis. O mapeamento destes 

marcadores derivados do BAC foi uma etapa inicial de mapeamento de 

outros possíveis genes de resistência (RGAs) à pragas. Mesmo com a 

identificação de marcadores SSR a partir do RGA, se faz necessária a 

identificação de outros marcadores mais próximos ao RGA S1_A_36 

para a utilização segura no processo de seleção assistida. 

• Com a montagem da sequência do BAC, constatou-se que dois dos 

marcadores mapeados, situavam-se fisicamente em regiões 

relacionadas a genes de resistência. 

• O fato dos microssatélites mapearem em algumas regiões associadas 

a genes de resistência no mesmo grupo de ligação onde estão 

mapeados QTLs envolvidos na determinação da resistência à 

cercosporiose reforça a hipótese de que os genes de resistência à 

doenças em plantas devem estar organizados em blocos (clusters) no 

genoma. 

• Seria importante a comparação do mapa genético com um mapa físico. 

• Para S.A.M. será necessário o mapeamento de marcadores mais 

proximamente ligados aos RGAs.  

• A identificação dos vários genes relacionados com a resistência ao 

fungo foliar C. personatum além de outras doenças é fundamental para 

auxiliar os programas de melhoramento. Assim, espera-se no futuro 
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que a seleção de genótipos resistentes seja auxiliada pelas 

informações moleculares, permitindo também a piramidação destes 

genes, e como consequência a diminuição dos custos para o agricultor 

com inseticidas e os danos causados ao meio ambiente pela aplicação 

destes defensivos agrícolas. 
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PERSPECTIVAS FUTURAS 

 
 
 

• Os pares de primers para microssatélites desenvolvidos neste trabalho, 

também serão testados em mais acessos de A. hypogaea, o que 

proporcionará mais informação, além de marcadores polimórficos para 

a espécie cultivada, acelerando os estudos genéticos e o 

melhoramento do amendoim. 

• Com intuito de completar a sequência total do BAC AD25F09, primers 

serão desenvolvidos para aplicação da técnica de “Primer Walking”. 

• Novos microssatélites encontrados no BAC darão origem a novos 

pares de primers. Além disso, os pares de primers desenvolvidos neste 

trabalho também serão testados na população B visando à obtenção 

de marcadores a serem posicionados no mapa B de Arachis. 

• Outros 17 BACs contendo RGAs são objetos de estudos. O BAC 

Ipa123-A17 (clone da biblioteca BAC de Arachis ipaënsis) já foi 

subclonado pela técnica de nebulização e 1.056 sequências já foram 

obtidas. 

• Três pares de Primers para RGAs, mapeados na parte superior do 

grupo de Ligação 4 (As-14D-1; As-26A-1; P25M46-2) do mapa 

genético para população A de Arachis, foram construídos. Os produtos 

de PCR já foram clonados em plasmídeos 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 então, subcloná-los, caracterizar as sequências e gerar mais 

marcadores. 
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ANEXO 1  

 

 

Soluções utilizadas para Extração de DNA 

 

Tampão CTAB 2X 

 

• 2% de CTAB 

• 100 mM Tris-HCl (pH 8,0) 

• 20 mM EDTA (pH 8,0) 

• 1,4 M NaCl 

• 1% pvp 40 

 

Tampão CTAB 1X 

 

• 1% de CTAB 

• 50 mM Tris-HCl (pH 8,0) 

• 20 mM EDTA (pH 8,0) 

 

Soluções utilizadas para confecção de gel de poliacrilamida 

 

Gel 4% Desnaturante (1000 mL) 

 

• 453 g de Uréia 

• 534 mL de água destlilada 

• 50 mL de TBE 10X 

• 125 mL de Acrilamida: bis (19:1) 40 % (solução 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 dissolução da 

uréia. Filtrar a solução em filtro Milli-Pore (20) e acrescentar 670 µL de TEMED. 

Estocar a 4° C. 
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Tampão 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 µL de Etanol Absoluto 

• 10 µL de Ácido acético 

• 6 µL de Bind Silane 

 

Preparo: Lavar a placa com água e sabão e deixar secar. Espalhar a solução 

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

 

Placa de Repel (Placa maior) 

 

• 1 mL de Repel Silane (ou silicone) 

 

Preparo: Lavar a placa com água e sabão e deixar secar. Espalhar a solução e 

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

 

Montagem do gel desnaturante 

 

Colocar espaçadores apropriados na placa maior e colocar a placa menor por cima 

nivelando-as. Misturar 100 mL de acrilamida 4% com 666 µL de APS 10% (1 g de 

Persulfato de Amônio em 10 mL de água destlilada). Verter esta solução preparada 

com auxílio de uma seringa e esperar 2 horas para a completa polimerização do gel. 
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Pré-corrida e corrida efetiva 

 

Após a polimerização, 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. 

 

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

 

Solução de Fixação (2 L) 

 

• 200 ml de Etanol Absoluto 

• 20 ml de Ácido Acético Glacial 

• 1780 ml de água destilada 

 

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

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

 

Solução de Oxidação 

 

• 30 ml de Ácido Nítrico 

• 1970 ml de água destilada 

 

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

destilada agitando lentamente. 

 

Solução de Nitrato de Prata 

 

• 2g de Nitrato de Prata 

• 2000 ml de água destilada 

 

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

segundos, em água destilada, agitando lentamente. 
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Revelador 

 

• 60 g de Carbonato de Sódio 

• 1,08 ml de Formaldeído a 37% (adicionar na hora de usar) 

• 2000 ml de água destilada 

 

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

apareçam. 

 

Solução Stop 

 

• 100 ml de Ácido Acético Glacial 

• 1900 ml de água destilada 

 

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

um minuto agitando lentamente. Deixar o gel secar completamente.  

 

 
Soluções utilizadas para Southern Blotting 

 

Solução de Depurinação 

 

• HCl 250 mM 

 

Solução de Desnaturação 

 

• NaCl 1,5 M 

• NaOH 0,5 M 

 

Solução de Neutralização 

 

• NaCl 1,5 M 

• Tris-HCl 0,5 M 
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Solução Denhardts 50X (100 mL) 

 

• 1 g de BSA 

• 1 g de Ficoll 400 

• 1 g de PVP 40 

 

Preparo: Dissolver em H2O Milli-Q autoclavada. 

 

Solução de Esperma de salmão 4 mg/mL (10 mL) 

 

• 40 mg de espermidina 

• Completar com água Milli-Q autoclavada 

 

Solução de Pré-hibridização (25 mL) 

 

• 6,25 mL de SSC 20X 

• 2,5 Ml de Denhardts 50X 

• 0,625 mL de SDS 20% 

• 120 µL de esperma de salmão 4 mg/mL 

• 15,626 mL de água Milli-Q autoclavada 

 

Solução de Lavagem I (500 mL) 

 

• SSC 1X 

• SDS 0,1% 

Utilizar a solução a 65° C 

 

Solução de Lavagem II (500 mL) 

 

• SSC 0,1X 

• SDS 0,1% 
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ANEXO 2 

 

 

Sequências dos oito maiores contigs gerados a partir da subclonagem do BAC 

AD25F09 

 

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

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

 

>AD25F09-PO-F10.FM 
tgagaactagagtaaatggctcccaatcatcaatcacttggacattagtgactcaagaggtcctaagttacctttccaagccaagagtataaaa
ttctactctaaaatccaaccaagcatttcatcaaacacttggaaggcacaaaagaaaagcatagtaaattgacaaattgacaacaagaattaat
tctaacaacaatcaaatgtaaagaattagcaacaacaattaaagggaacaagatctacatgaattacctcttattgaattgaaagaaaatggaa
gaaacaatagtagatctacaacaaaacataagaacaacataaaagagattacaccaaaagaatagaagaagagtgaatgtaactataaggaatt
gagaagatagaagtagaagaagatgaattaaaacctagatctaagaactaatcctaatcctaatcctaattctagagagaagtgagagcttctc
tctctagaaactaatcctaactactaaactaaactaatggtaactaacatctaaagtatgaaaagtatattgattccccttcagtccttgactt
aaatagcatcagaaatgacttggattgggcccacaaggcttctaaaattcgctggccacgttttgctttaagtgaactaggtggcagcaacggc
gcgtgcgcgtactttgcgcgtgcgcgccactatacgtgtagcaactatggcaaatcttatatcgttgcgaagccccggatgttagctttccaac
ccaactggaaccgcatcatttggacctctgtagctcaagttatggtcgtttaagtgcgaagaggtcggcttgacagctttccggttctttcatt
tcttcatgagttctccaacttttcatgcttctttcttcattcccttgatccaatctttgcctcctaaaccttaaatcacttaacaaacatatca
aggtatctaatggaatcaaggggaattagatttagctattttaagtcctaaaaagcatgttttcactcttaagcacaattaaaggagaatatac
aaaaccatgctatttcattggataaatgtgggtaaaaggtcataaaattccttaaatcaagcacaagataaaccctacaaatggggtttgtcaa
cctccccacacttaaaccaagcatgttctcatgcttaagccaagagaaagcaaaggacatcaacatttattcaatgtaaataaactatatgcaa
cctaaactatatgcaactaaatgcgaaatggttttacctacttggttaaaaataaatcaatctccaagacatatatgcacaagtagggccaaga
tcatataacgattcatgagtcctaccaattgaagtataaacatgaagttcacatagacttgcaagaagaacgctcgtgaaagccgggaatcaag
gaattgagcatcgaaccctcaccgggagtgtttgcactctagtcgctcggtgtttggggttaattctctcaattctcccctaatcatgctttcc
aaaatttgtttttcatctaacaatcaacaattatttcatgcatgcatacaattatcatgaggtcttttctttaggttgtaatggggctagggtt
aaggtaggatgcatatttggtcaagtgagcttgaaatttgaatctttgataagcttaaacttcccacctaacctatgacatcctatacaatttc
aaagctaacctaactacccatttctcactttttcacatactcatgcaatttcttttcatttcacaacacttatgcattgatctttattgagctt
cactttgttttggggcattttgtcccctttttatttctttctttttctatatatttttttcttttccttttccatattatttttcttttctttt
tcttttgtttttctcttttttttttctttctatatacaaaaacctcaatgcataaggttttacatttgatcaatacatgagtatgtacccaatt
cccaataatttcaatgaaaatacaaaactacccttttattcacccaatgtcccaaggttcccacacttaaatgatactcacacacactagccta
agctaatcaaagatccaaataaggacatttattgtttttcgcttcaaggcttgtaatgtgctaaaattaggaacaagtgggttaatcgtaggct
caaattggctaacaaaggaagatacaaggtaaggccatttgggtaagtgagctaatgaaatgatggcctcaatcatataaatgcatgaatacac
aaaataatggacataaagaatcaaacaaattaaagattacattcatagaaagagaataatgcacacaagaaggaaaaataagtggttataagat
gtaaccacaccattaggctcaaatctcacttgcttgtgttcttagctcaaaaaccatgttccaaaatacattctttcaagcaagttcaacaaaa
aattttcaaattggtaggttgccctaaaacggtttcttggggaagaaatcatcaccctaaccaagtagtcctaataagaaagaagtggtaaaaa
atatgtacaaattctaactaacatgcaacctatcatgccatgcaataactaactaacattggtgttgaaaaagaaaattgttacccatggagat
cggtcgacgacctccccacacttgaagattgcaccgtcctcagtgcatgcaaagaagagcaaggtggacgggttgctacaattgatgagcttct
tcaaaaggttgtgcggatgacttgtttgttgccccatttagaaactttccttttcttccgtattggtggccaacccaaaaggaaagaaagaaag
aaaattaagcctataacaaagatatcaaggcaattagaacataggcgggggctaatgccaaataagagtatgattccctactacatggtagcta
caacatgtagaggaagaaacaacataagctaatggcatatcaatgatacttgatgcaagagtaaagttaaagcatgaaaaacatattgagcatc
aagatcaaataagaattgacataaacaagattagtgataagcatgagagcatttggtcccaacctaactcaatgatgatgaagcacaaaaataa
aggacaatgagttaggaaggactaaagcactaccttgtatgtggaacaaaatatttcaattaatgttaaacaggtcacaaagcaccaagataaa
gcaagagagtctcaataattgagtataagaattcaacaccattattgaaatgtcttagaaaaaaaaaaacgaaaacatgctacaaaaactagat
gaaaatgggaagagtagaagtatgcaaatgtgataagcaaaagaaaatggaaggggagaaaaaaactctttttttttttaccgacgcgtgcgcg
tcatgcacgcttacgcgtcgatgggcatattggttgaaggacgcgtacgcgccaggtgcgcgcacgcgtgcctcgagttaggccggaggcataa
tgtcggcccaagtctggcacaactctcgggtaaaagtaccggggtgcagattgtgcaatcgacgcgcgcgcgcacagtgtgcgtgcgcgtgcat
tgcgaacttaagatgatgtgcgcgtacgcgccaggtgcgcgcacgcgtgcatagacttgtgtctgaggcccaatgttcgcacagtccaggccta
actctcgggtttttggctggggttgaattttttgcatccacgcgtacgcgtacagtgcgcgtctgcgtggttggtcgaaaaatgctcaggtgcg
cgtacgcgttaggtgcgcgcacgcgtggatggtgttctgtttttcagaaaatatttttctatgtttttgcaccaattcaggcattccaaacctc
caagctactaccaaaacaccctaaaaccttatttaacatgttaaaatactaattaaactctaccaagtattctaaacatgaaattaaactagtt
ctaccaatatgtacaaaagataaaaatgaaaatgagaatctacctacaatggcaactcaattcacttattaacaaactaaaagagtatggaaag
agtttaccatggtggggtgtctcccacctagcacttttatttattgtccttaagttggacttatggggagctcctcatcaaggtggcttgtgct
tgtattcatcttggaacttccaccaatgcttggttctccattgtgccccaagattctttatggattgagccaagtgttgatggagttcttcaca
agcttggggctcccaaagttgatcctcttcttgtgatccgggatcccacactttattttcacacccgtcttgaggttgatcatcattattagtc
catccgggtggtgaacaagatgaattctctatgaagtgcccaacaatcctcctagacccatctatttgtgcactattccaacctttgtattcaa
ctcttgaagtatcaaccaaaatgagccttgatttgcaacgccaaccacgaaacatctttcgcttacgcttcatcccacaaagcatcctaagttg
accatccgtttcaagcacgccatactcaagtgggacaataaagctaatagaaatgaactttacccactcaagtgagggagtagatggcaaccta
ggtaaagaagctttctaaaaaaccaaagatcaaaattatctgatttctctagcctcagaaataaaggaaaaatcgtgactactttgcagtgcat
aaaaccagaaaaacagcagcagcatgtgatattcaaaattcaatataaaatccaagttaaatccaatgactttaaaaattaatgtagttaaact
ttactcatccaggtttctttctcgattggttctgagttaataccatttttaatgaagaagttacttacttggaagttaagtaaaaatgagtcaa
aatctgtttttgaaaccaaaaagcttagtacctttcaatttgaataaattttattacaaaactccaattgagctaaattttgatttgggaactc
ctagctcatccagaaacaagtgtgtcttagtttcaacccaattgctattcaattctaagagttacaagtattggaagttgatgcatagcttgct
gaaatctgtttcttttcagatttgaccactaatattaaaaaaatttacaactcccaatcctcaactcttaaaattctgaagttttagagaaata
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aagcaagttaatcaaattttataaaaaaattagtttcgctccaaaactcaactcgtagaagtcgcagcaacacaaacaagttgctgccctgttt
gaccttttttgctgcaggacagatttaacaacctaactttaaaaatttgccataaattgtatatttaacaaaaaggtcccaaattttttagttt
agtttcttatattcccaagtttagcccaaacttggtctcatacaattccgatcattacataattagttacggcatatgcaataccaccacaaca
caactctacatccttattaacaaacaccaatcctaatccatcataaataaatataagagcacaccattaataacttccacacctcataattcca
atatataaatcaccaacaaatctattccaacaacattacaaggctaatcattaaatacaacaaacaattcaacttatcctatggttcctctaac
ctaagttttcacaacaccgtaaatattaaacgtgcaaaacttaaatcataccttggctgatcacttaattcacccaagtcagcctctcaacaca
aaatcacagcccctccaagctcaatcaaacagccccaaagcaagccttgtcaccaacaaagctctaagtaatccaaattcaagtccaatgcata
aacaccctcttaaactacacctaatacacacatatatatgttccaattcagttttctattaccaaaaataagattgagctagggttagggtgtt
ctttccatacccatatgctcaatagcttgagcccacaaattccggaagctaacttgaacctagaacatagaaattgcacaagattcaccatagg
tttctaagtttaccaaagaaagagggatagggattctgaagttaataggaggcttaccagtgaaattgtttagatagaaaggtggagctcgacg
cgctgagcgcgtggccgcgaacggtgcggcgatcggagcccgaacagaggagttatggtggatgaaagggttagggttagggagcttctctccc
tttcctccaattctgttttggcgttgcagcaactaatgaggaagaagaaggctgccgtttcctttatattatgggtccggttggacctacgggc
tcggtttgggccccgattcaaccggttcggtccttccggtccgattttgagccaaattttcgaatttgatattaaaattctcattttgatgagc
tctatcctattttaatattagttttgcatttttagcttttctaatttaaatacaatttattaactaattaattaccgattttagcggggtttac
attattcacctactgaatcataaactactaacgaaaatattaactagaatcgaaccacacatcaaccacttgattggattcaaaatattaattc
actttactctggttcaattgacaatctgaacttgaatcattaattatcttcaacaacgagataactgtttaaaactcatttcaaagtttgattt
taaaaacatagaaaatgaaggaaatcgcgaaaaacaaaaaaaaagataacgtagagaacgaacaaaaaatatagagatagaaaagtacatagat
cgaaaatgttaaaaaatttaagaaatgaaacaaaactccttcaaaaaaaagttattatatatttacgcattaattgaaaagttgtttaaatagt
aacgcatgaggtaaattaaattaaaaaataatatatatatatatatatatatatatatataaattgttgtgacgaggatgctatgaataagaat
agatgtccattaatgagcaattcaattttctatgttgagaggaataagtctttatgttgaaggaaattaatgaggtttgaaaaagcaaagtttg
tttgcctataaaaacatgtacgaggcaaatggaatatacacagcatcaataaataactctctctctctctctcttttgcattgcaatatttctt
tcactctctttatattttatatttgttacatcttccttatttatttatttagttattatataacatgttatcagcacgaagctctaacaaaatt
ttaagaagacttcaggtaacaaatttttattatgtcaaaactctttcatcttgaatataatgcttttgatatatttggaaacaattatttatca
tggatactagatgttaaaatccatcttgattcaatggatcttggagataccattaaggctgaaaataatgcatcccagaatgataaagccaagg
ccatgattttctttcatcttcatcttgacgtatgattgaaaaatgaatattccacattaaaagatcctgcagatctgtggaaagaccttgaaaa
aaggtacaatcatgtgatacttcctcaagcccaatatgttagagaaaactttctctaccttccatgcctcgaatgtgctcctgcagtagcaatc
gagaaaaaggatttaaaaaatattatgagctaatttcttgcctttttgttgctgaacgcaacaataagttgctcttaagaaatcatgaaacgcg
cccagctggcgctgccccattttctgaagcaaatccggcaaattataaccccagaagaggtaaatggcaagattttgataataagaaaaattat
tgaaggaaaagaaattatgttcacaagaaaagatctcaccagaagtgggataaagaaagaaacaatgggcaaagtatatcaattgaggataaat
atttccgttgtggtggaaagggccattggtcacgtacctgtcgtaccccaaggcacctagttgatctttatcaagcatccttgaaaaaggatga
caaaggaaaggaaataatttttatttcaaatgatgaaaattccaccactcattaatatgtatctaatttcttcaaggattctgaaggaaatatt
gggtatttgatcaatgatggaatagtttgatatatgtatgtgtttgttaagtattcatgtgaataattttactgtgcatgtacttctactcatt
ttattattattatcatttgtttttgaagaaaaatggcaaggacatattctgaagatatttgccttgcggatagtgcaagtttgcacactattct
taaaagtgatatatatttacccatcttgtgccaaaagaagagtatgttaatactattattggctcagacaatgtgatagaaggctccggaagag
ctataattttgtttcctggaggaacaacatttgtaataaataatgcactattatctagcaagtctctaaggaacttgttgagtttcaaagatat
tcgccgaaatggatatcatattgaaacaatgaatgagggaaatcatgaatatttatgtatcataactcatgatttaaataaaaaagttatatta
aaaaagttaccctcactttcatctggattgtattataccaagattagtgtaattgaatcacatgccattgtaaaccagaagtttactagcccaa
atgaattcataacttggcatgatagattaggttatccggaacaaccatgatgaggaggattattgaaaactctcatggacattcactaaagaag
cagaagattcttaaatctagtgaattttgttgtgctgcatgttctcaagggaagttaattttaaggtcatcaccagtaaagattggatttgagt
cccctgaattcctagaaaggattcaaggtgatatatgtggacctattcatccactatgtggatcttttagatattttatggtcttgatagacgc
atcttcgagatggtcacatgtgtgcttattatcttctcgcaacctggcgtttgcgagattactggctcaaattattcgattaaaagcacaattt
ccaaaaaatccaatcaaagcaattcgtcttgataatgctggtgaatttacttcccaagattttgatgcttattgtatggctaatggaataagtg
ttgaacatccagtagcttatgttcacacaaaaaatgggttagtagaatctcttattaagcgcttccaattaattgctagacccttgcttatgag
aacaaatctcccaacctcggtttaggggcatgctattttacatgcagcataacttattcgtttgaggccaacgagttaccatcaattctctcct
atgcaattagcttttggccagcagccaaatatttctcatttaagaatattcgggtgtgcgatatatgttcccattgcaccacctaatcgcacca
aaatgggaccccaaagaaaattggggatatatgttggatatgattctccctctatagtaagatatcttgagatacaaacgggagatgtatttaa
agcccggtttgtggattgtcattttgatgaatcaaaatttccagcattagggggagagaataagcttcctgaaaaggaacttaattggaatgca
tcatcgttgatgcatttagatcctcgatcagggcaatgtgaactagaagttcaaaagattatacatttgcaaagaatagcaaatgaattgcctg
atgcattttccgatacaaagaggataaccaaatcttatataccaacgaaaaataccccaattcgaattgatgtcctagtaggacaagtagccac
tgaagcaaattcacgctagaagtgtggcagggcggaaaaagccccaattcgaattaatgtcccagttggacaaattgccaccgaaacaaataca
cgccaaaagcgtggcaggcctgtcggttccaaagacaaaaatcctcgaaagagaaaagaggtaaatattattcttgttgaaaaaagacatagta
gagacacctgtagttgtccaaaattctgatataacgccagaagacgttcaggtacctgaaaattgtgaaaatgacgagatctcgataaattatg
tctttacaggagagaaatgggaccgaaataagacaattgtcaatgaaatatttgcatataatgtgacattaaatatcatgcatgaaaataagga
tcttgagccaagatcagtcgaagaatgtcaacaaaggaatgattggccaaaatagaaagaagccatgaaggctgaattagactcacttgcaaaa
cgtgaagtctttggacctgtagtctgtacacctaaagatgtaaaacctgttggataccaatgggtatttgtaagaaaacgaaatgagaaaaatg
aagttgtgcgctacaaagcccgacttgtggcacaaggtttttcacaaaggcctggtatagattatgaagaaacgtattcccctgtagtggatgc
gataacattgcgttatttggtcagtttacctgcatatcataaactgcatatgcatttaatggatgtggtaatagcctatttgtacggctcatta
gatcgggatatctatatgaaagtccctgaaggactaaatatatctaaaccatccagtgaatatttgcaagggttatactcagttaaattgcaaa
gatctttatatggtttaaagcattatggacgaatgtggtgtaatcgtcttactgagtatctggccaaaaatggattcaagaatgatgatatctg
tccatgtgttttcataaagaaatctgcatctggattccttataattgctgtgtacgttgaagatttaaatatcattgggactcctgaagagatt
ccaacaattataaaaactctaaaagaagagtttgagatgaaagatcttggaaagactaaattttgtctcagtctgcagatcgagcatacaaaaa
atgggatctttattcatcaaacgacatacacagagaagatcttgaaaagattttatatggataagtcacatccattaagtaccccaatgattgt
aagatctttagatgtggaaaaggatcaactccatcctaaagaagagaatgaagatatccttggtcctgaagtaccatatcttagtgccattgga
gcgctaatgtatcttgctaataatacgcgacctaacatatcattcgcggtgaatttaccagcaagatatagttcctttccaaccagaagacatt
ggagtggaatcaaacaaatttttcgataatggaacggttgatataggattgttttatccttatggatccaagtcacaactagttggctatgcag
ataccggatacttgtctgattcacataaagggagatctcaaacaggacacctgttcacatatgatggtacaactatatcatggaggtccacgaa
acagacgatagcagcaacctcctctaatcatgctgaaattttggcgattcatgaagctagtcgcgggtgtttttggctgaggagtctgattcaa
tatattcggtcatcatgtagactgattgatcataagatagctccaattatcctgtttgaagataatacagcatgcattgctcaacttaagggtg
gatacatcaaaggtgatagaacaaagcatatttctcccaaatttttcttcactcatgatcttcaaaatcaagggacaattgatgtccaacagat
ccattcaactgacaatctggcagatttattcacaaagtcactcccaaaaccattctttgaaagattggtacatgagattgggatgcgctgattt
cgagacattaaatgatgtcggcaagagggggagactattgattcgggtgggtttcgtaaaaaatatattaagcagaaaataatggttaagatga
gagattcggggtaagtaaatttgtgagaaaaaatacttttattaatggcagataagcaatacaaaaactaatgatgagaaatagaggtggagaa
caagtgttgagacctccactaatgtcacaagaggataaatgagttttgtttaaagtggacatgggttggttaatggttgtcaagtgttttggga
gaacacctgaatgccagttttttactcgtgaaggcgatgaatataatgaagaacaaaatgagaggaaatttggggagaggaaaagataggtttt
ttagcttattagcttcaaaagttagaaagatctagaagaaggtgaaggtgaaagtgaaaagtagtgaaagtgaagaagaagatgatcgtaatgg
taatggtaaagggtgaaggtgaaaagtgagcgtgctttacaaaggtggcttgaggtcctttttatagtgtaaaaccatgatgaagaggagatct
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attgtccaatggttttagtctgacatttggtttactgctttttccaaaatatctttaggtgttccactggaaaggtaagaaattgaatcctgca
cgttaaactaaagctcctgacacgtgacattagtgaagggacatctagtttggttttcttttaactagatgacacatttacactccaaatccaa
ccaatccacttccaccaatatagtttccactgaagagaaattcaactcctcaaggtgttcttttgggttccatccttttagcccaatactttta
ggaggaacttaactcttttttgaccatgtttgtaggtcattataaaaattaattatgtacaaaaaatgtttatatttttagtacacaatcaact
gtactcttttttttttgtcagatttttttcattggattttttttacaaggtttttaatgaggtagtcccattacaatggattttgtactctttt
tctttcactaaggttttttttccactggtttttctttagtaaggttttaacgagacataatcctaaatggacatccaaaggggagtgttgtgac
gaggatactatggataagaatggatgtccattaatgagcaattcaattttctatgttgagaagaataagtctttatgttaaaggaaattaatga
gatttaaaaatgcaaaatttgtttatctataaaaacatgtacggagcaaatagaatatacacggcatcaataaataactctctctcttttttat
attacaatatttcttttactctctttatattttataacataaataactcctacgcaaaggatatataaagataaattgtcatgaattaatgcag
ttatgcctggtataaaaggagcacttgcattgggagcttaaaaaactaaaaaagagaactcgcaatgggaatcaagcacttactattctcattg
gttgaggcttgagattgagaacaattcctttagataggtgagagacacaaatttaaattttgttgggattttataaatatttttggataaaata
ataaataaatttttaaaaatttattttttttgatagattagatttttttaaaaaatatcaataaatttttttaaagtagtagatatggatatac
aatatacagtcatacactattttcaaattaatctttagattaataatttaatttatttatatttattattgtaagtaactttattaatattttt
ttaaaataatttattcatataaatcttcagaaatttctttgtttactgtttattggtcactttactagttcactcattattttttaatttatat
ttttaatcatgtttactaaacccttcactacccagcagcttccgcttagtttcgttcctcttttcagaagtgtttcttgagtgaactgttttga
cttttgtgttaaccacaactcttgtgcagcacatacacacaccacgatccacttcttcaaacttcgaacatggcatccacctcttgttcagctt
caatcccaccgccaccaccaagatcatgcacctatcacgtgttcttgagttttaggggagaagacactcgcacaggctttactagccatctcta
tgccgctctcagaaggaagggaatcacaacctacaaagatgacaataaccttcgcaaaggcgatattatttcagatgaactcctgaaagcaatt
gaagagtctatgtttgcagtcattgttttctcaccagactacgcttcctccagttggtgcttggatgagctccaaaagatcatggagtgcaaca
acaaagtggggctacagatcgagatagtgttctacggtgtgaagccttgtgatgtgaggcaccaaataggaacctttcaggaagctttcaagaa
acacgaacagagacatggcactgagaaggttcaaagatggagagatgcgttaaaacaagttgctgcttattctggttggacctccaaaaatcag
taagctaacatatcattaattacacttgttattacttcaatttatctgctaaatgatactgatatgaataaaaagattattgaaacataaagaa
gtgtacccaaaagtaagatagatcgatcgaaagcaaagaaacaaactcgaaaattttatatatgatttcctgaaagctttctaaatcctgcatt
atgactactgcgcttctccgtcatgtaatgtagctctttttatcttcaaaaaacttatatatatatatatatatatatatatatatatatatat
atatatatataattactaaaaactttaattcaaatataattaattaattatcaaataataattagttatttaatgaagggtgaatacctatttt
gacatctgataattttttggaaggacttcgagcgaccaaaaaaatccttctatcaataatctcttttcaaaacatacttatatgacacgttaat
tcctaatatattctttatttaatttttataagtagaaacaatttaaatatttcttagttttataccataaatttagctaatgtatttgaaaaag
gtaacaacaaaatatagaaaaaactaaacggtcttaacaattatcttttaaagacaacgagactcccaacaaaaaaaattgtcaattctagttg
gctcttaatggattaatcaagaatataacaagtcatgtaggcttattctattaatacaaagaactactcatagaagtaatgattaaggggcgaa
aatgatttctttttgttgagagtctcgttgtctttcaagataatggtcagagtcgcttagggtattttctctttgggagggacaaaaaatgttg
gggttaaatagagacgaaagaactaaattgggtctaagttgtaattttgtcacctaagttagttattgtacacttcagcatggcacatgatagc
cacattagcactgaatcagctgagtcataataaaaaagatgcacataaattactatggtgttgggagctcaatttggagaatcaatatagtaaa
attggaacttcgaaggccaaattagataattccataaatagcaggacaattataaaaatttactctatttaaaatcccacatattacaaattaa
accccacaaaatcaagttcattactatttggcggatcttttaaaatagggatcgtattgtctcaactctcaaataagaatttgggagctaaagt
gtccctgtgtttttggtaaggggtcatgtaatcttttgtgaaaatgtacatgacggggttagattttactcttgtattgagaatgaatgatttt
actttgttgaatattgcgttatgttttttctttttatttttttaactggacataaatagatactaagagttattattttttatgatgacttata
taacttgaaattcttttcctatttaagtatttaacagtcttagtatacggttggttagtataccacgtaattaataatgattcagttaatcatg
aattaaattaaatttataaaaattaaatacatatagcttattgcaaataaatttcgtaaaagaaaattgattttgtaaacttttgttgtcttgt
tttgtattgtttttctttctcttattacaaattttcatttttttaaaaataaaagtcgttgctttattttcctatgtcttgctagacttacaaa
gaaattatctttccctgaatagggacgaggcagtacttgtggaaaacattgctcaacatatatttgaaatattgattccaaagctgccatcttc
aatgaagaatcttgtggggattgaaccaagagtggaacaagtgattagtcaaataggccttggattgaatgatgttcgctatataggcatatgg
ggaatgggcggcataggtaagacaactattgcaggagtagtctttgaaaccattcgaagtagatttgaagttgcttgctttcttgctgatgtaa
gggagcaatgcgagaaaaaagatattactcacatacaattgcaacttcttgatcaaattaatatgagttcaaatgctgttcataacaagtatca
tggaaggacaatgattcaaaactctttacatctcaaaaaggtacttcttgttcttgatgatgtaaatcatgaaaaacaattagaggatttggct
ggggagaaagattggtttggtcctggaagcagaataataattacaactagaaacgtagaggtgctaaaggagcaagaggtgcatgaaacttata
aggttgaagggttagtggaaagtgcagcctttaacctcttttgtctgaaagcttttaaaaaaccagaacctacagaagggtttttggatttgtc
taaaaaagtgattaagtacagtggtggtcttccattggcacttaaagtgttgggttcttatcttaattggtagatctattgcagtttggcataa
tgctattgaaaaaataatgaggttttcacattctgaaattattgatgtattgaaaataagctatgatggtttagattctatggaaaagaatatt
tttctagatattgcatgttttttcaaaggatgtgaaaaagattatgcaacacagatattagaaggatgtggttatcatgctgaaattggtattg
atattttgattaatagatcattggtcactataagtgactatggtatactgggaatgcatgatctgcttgaagaaatgggcaaacttattgtaat
tcaagaatctccagatgatgctagtaagcgtagcagattgtggtgttacgaggatgttgattttgtacttactcaaaagaaggtaagtgtcatt
tttttctcaactacaggatgcatagaattaaaataagaatttgtgaagttggtagttgaaaagtttagacgataatttagtcaaacttgttcaa
tcatctaacgattctcaaatatcaacttcacataagacgactatagacactaagaacaggacaggacaagacactgaagaaaattttgtattct
tgtattttgtttggtgataaactagaacaaattattgaaattcaatttattctcattttttttcatttaaaaaatttaagatgaaaaatataat
aataaaaaataaataagaataacgaaaaaaaatgaaaaataagttgttattagtgtctccgtgtcctttctgccagaatggacacaaaatacac
taatttagtgtctctagacacattgtctctgtctatgtctcatctgccaaacacgattctgtgtttatgtgtccctctcagtgtcctgtctttt
ctgtaaacaaatgcagtctatgtgacttttcaccatgtatttaatattctatctataggtaattaaactattttttgtttttatggttttctca
atcagtatagttttttcattggttttcttattgtttatttattaatttatgtgtatgtgtaggaaactgaagcaactcatagcatcgttctaca
taaggtgtacatgaagactgaagggtataggagagatttatctttctcaaatatgtgcaagctaaagcttctcattttaggtggcctggtagct
cccattctctgcgatattccttgtacattaaaggttttgcattggagaggttgtccaatggaaactttatcctttatggatcaatgctatgaac
ttgttgaaattgatctgctcggtagcaaaattgtccagttgtgggatggaaagaaggtaaacctttcattgatagctctatcaaattttattac
gttaacatttccagcaaaaatagtaaccatgtgatatttctttaatgttttccaggttctaaaaaagttacagcacttgaatttgtccagctgc
cacaagctgaagcaaacaccagatctttctggggcttccaatcttaaaacacttcatcttgagcattgttatgagatgaattatattcaaccgg
ctctcgcacaccacaagagccttgttgaattggatttagggcaatgtaagagtcttgaaacacttggagataaattggagatgagttcactcga
gacactagatcttaatggctgcagtagtttgagaagactgccagaatttggggaatgcatgaaacagttatcgattcttattctgacagataca
ggtatagaagagctacccctgacgcttggaaatttggccggcgtgtctgagttggacttaactggatgcgacaagcttactagtcttcccttct
cacttggatgtttctttggcctaaaagagttgatgataagtagattcgtggagcttagttgtgttccttaccgcactcatgggttagagtccct
cactgcttgggatgattctgacaacccaaatattgttggactcttgggttctctctctcgcctcacctctttgagtagcctgaaattagaagga
tgttttgaaacatctagagaaaacccgaccctttactacgatcttggccacttagaatcgttgacggatttggatttatcggacaactcttttt
taaaagttccaataagtatctataaacttcccagacttacacgtctgaatctagattattgctgttacctgaaggttttgccagagcttccatc
aagtctaagagaattacgcgcacggggttgtgattcactggttgcatccaatgtgaatgatgttgtatcaaaggcgtgttatggctttgcagaa
tcatcgagccaagatcgtgaagacgtcttgcaaatgttgatccatgggaaggaaattccagcatggtttgagcatcaggaacaagacaacggtg
tttcagtctcattcccgcttaattgccctgcacctgaatccatcgcactttctctctgtttcctattacaaggtaaagcgttcttaagcaaaca
gccatcagtgatctgcaacggtaaagaattcatcaacacgagtttattgaacgtgtggtctagttcatataatttgtgcattgtctgcgtgaac
agttactattttagtaacctgttatgccaacacaatcacttccaaatgctatttcccagtgattataacatccgagtacagagatctggagcac
gttgggtgtgcaagcaaaacattcaagatttcaagaaaggaaaatccgaaatagggaaaagaaaaagaaactcttgaaccaaacttggtcatga
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tctcacattcttcagcttctgggaacaagatgctcgtggttgcccctttactgcatgaaggagaggaagagcgtgctgccacaacggagggcgt
tatgcaccatttggcgtctcgcaaaagctctgacccacctgaactcttacctctcttccctttgcattcccacagcacttggctctaatagctc
atgacacaggtttctcaatatataacatgtatcattgcaaaatttagatctcatgatacatgacagagcacaatggcgtcatttgattcatgta
gccaaccccacttagtgggacaaggctttgttgttgttgtttattgcaaaatttagatctcttcagctaaatggttccccagatttgaagctta
actgccatgtgaaccccagaaggaaatttaaatcttggggacaaacagaacacatgaagggcgtatatatatttggggctaatactagttgtct
ttagggggtgtcacaaatgcagacagggtcctgtgcttatgaaaatccggcatttgtttttgatggagaattatatctaccgaagctctccttt
atgtcacttttcaattttcatgtcgcttcagttagtcttcaaaaatcaggtaattgattctatttattatggatctatctcgcttggcttcagt
taagttgaaattattcaggccgatgatcaattcagtttatataaatatgggtatttcatgtttgtattttagtttgttaattctttttctttca
acttttgtgaaaaataatatgttgggttctgatagaggagagtctgtgttatgcaattactgggaatgtgcttctgggataaattgcatgtttc
aaattgtggatatgagaaaaaggggatggggaggaatatgaattgagcatttggaggttgtatttgagttcacgtgtgatggcttttctatttt
ttttaatatcttgggaaaagcaacatttaatcttggtttcatgtgtaaattgttgcaacgaagttacagtgattttgtttattgggttggaggg
tttttaggaagatggcacttgagattgtgatatgaactgagatctagcagaattaaggatattattgatgaactagggattgccaattagcact
ccctagaggattctacacagttggaactaccaactcagggagagggattctctcgagtttctaacagaattcacaacagaaaatgcactatctc
taaactaactataacctagctatttataggcagtgagtaatagagtctaacaacctatcagccagctggaccatgctaacaactcctaaaactg
acacttaacttctacttaccacagcccaaccctgttagtagtaggcgtctctatatcagattgacaatgttctgaatattttttttttgttttg
gctgcagcatagagtgagatttggcaagcataacgagacaaattcagattccttacagagagtgaagtagaaaatctacaagccatagcaaatg
tcaacttagttgccattcttgtaagtttccagttgtctaattctgtgggttatgtctttgatgtaccccattagaactttgattactaatgttt
gatgatcaactaatttttaatcacacattcttttaagagttcttacttgataagcttttaatatgctatttcttttctttaaacagctatattt
tttcaatttgagacatctttcctttccaactatgtcaaggtccagctttcagacaaaagaatacacattggtccagctttcaatcaagttcatc
ttgaattgttatcagaggatttgtcagtccaggtgcctgtctagttctgatttttttttatcctttaatttgaaaacttctaatcttatggtag
ttgaaaatgaattgtggccttaatattggtgtaggatttttccttttataattatggtatgaaaaatatattaaaaaaaattccactttgtgaa
attactaaaagatatgttgatgttgatgtcataatcataaattgaataggatataggtatcttataaagtagaggtttggacaatatattttta
tcaaagataagatatattgacagaaaagacatggattcactaggaaattctgtcacttcaagctgataaatgtgatcaattacctttataaagt
ttcatggcattggaggaatcattgcattttttcctcctttgatgtaacttcttttctaataaatcatgtgacattttcaggaaaatgagatata
aatgtataatatgtatgatgaagttctatgaagggttaatgcagataattaactgaagtgctgaagccaatttatatcctagtgcaataacttc
aatagttaagtgctgaagcttgggtagatatattctaatattttctttgcttagtttctcactgatgacattattttgtgttatcagcttcaaa
ttacagaggcagttggatacttactttctccttgctcacatgtgctctgttcaagcttaaagaatggatacttgtcctgcttactctgttaaga
agttctgaggtatggttggattcgttgacatgatctcagcagcaacggtgtcaaaataaatggtaaaaatgtaatagatgatgaaaaatagaat
tcttaatcatttcgttatatatataatatgaggtgacaacagcgataacactgacatgatataattatgttaactatgtcggactggtacaagg
ctagtcaaatggcattactattagattcctaacatgtgaatagttccaatgtctcagcaattagtgccctcttatctttggttctacattattg
ttagatgatttttataacatgtttggaattaaacatgcaaatcggagaggacatttttaagcaaacacagcaatatgccagtaattattgcatg
tcttcactgtcattgcacttttccttttgtaaagggagtcatttagacatgtatttggcgtctttttaattccattctagcaaaggttcacttt
gttggcaagtgcattctcctaatgagactttacaggtgctttttgacttattccatcatgatgttcagcatacagcaccatgctgcagcctgca
ggtatatctaatttagattactgtgggaaattatagcatgccagaatgtaactaaataataattaatatagcatataaatatggtttctgccta
ttacgtgtgcactatagttacaccctacatttgttgaatatcaagatttacttgaagacattgaagagaaactatcatcaattgcaaatacaga
agaataatgaaactggatctacaactatattagaatagtagaaacagagtcacatatggggcaccacaccattatttatctgttgaagataagc
agctaaaataaaaatgcatttgtggattttgtccatgattatggtaattttttctactctacttttctgcaaaatagatacaatttttttaaaa
gaatgaaaaatgaaaaaaaaaagagaaaagaaaaagaaaaacggaacctaaagaatgtcttatctttttattgtgttgtgtgataatatgctca
aacgtccaaggctattttatcctttttttaattatttttcctcttatttaatttctcatttgaagagtaccacatatttttgcggttcataaat
cttttgccactttataaaaaagggttcactttcttgacctgtgcattctcctctttcaatgttacatattctcttttacttgtttcctcacaat
gtgcattctcatgaacaaaatatatgattacctcctgctatctgtccattgcagactcattcaagatttattggaagagaagacttttgcaatg
attgaagatatatgagagtgaatgtagatttcatctttgcttggtatacatgttttcttgctgacaaagttatatgcccgagtgggtttcttca
ccttgatctgcttgaaagctccgatggattatatctcaaacataaatggcccatgcattcctttattatacttgattgtggtgacaagcaaaca
ttgtttatattctggtaaaccatggttttcatcacaagtcattttgctggtgctaatcccatgaatatgccgtagtttgtgtggccagacgtgt
gcatataattttgaggagtgcattattctcttcacttttccatccaaattgtgtaacatttttttttctgattttgtaaaatatgaacagaccc
atttgtatataatatattgttatgctccctttttacccttccttagcatttcacagctcaattcattttttggttgacttggtttgttaagtat
tgccatcaattctttgttaggagtaaactcttagttaaatttactgtgtgcaaaaaaataaataaataaataaataaataaataaataaataac
agaaaataaagaagttgtaaaatatgatcatatttaccatattttgttctttctaacgtgtatttcacaaaatctcttggtggacagaaacaag
tcaataaagcaaggtctttgtgcaaaggttgaaggttccctatttgtttcctgtagtgtaggccatagtacttcattaaccaatcagattccac
aaacttcctatattcagagtttcacacacgcatgccatgatcttatctcttgttccttagtctacaagcacccaagaaaccacactgctacaag
ctgcagatttcagttattcacagcgcaactcactctgctttttgctgagatacacatctgaacttaagcatatggagtctgctataggtagagt
ctcttctagtccattcctaccaccacgatcatggacatatcatgtgttcttgagttttaggggacaagacacccgcaaaggattcactgatcat
ctctatgcttcactgcagaggaagggaatcaggaattttagagatgatatgaaccttgagagaggtgaagttatttcacatgaacttctcagag
caattgaagagtctatgtttgcagtcgttgttctgtcgccaaactatgcttcctctccttggtgcttagatgagctccaaaagattgttgagtg
caagaacaacctggggctacagattgtgccagtgttctacggtgtggacccttgtgatgtgaggcaccaaaaaggaacctttgaggatgctttc
aggaaacaagaagagagatttggaggagacagtgagaaggtcaagagatggagagatgctttaatacaagttgccatttactctggatgggact
ccaaaaatcagtgagttcactgtccatcagcttcaattgttttatactgattatgtgccttacataaatataaagtaattgtcagcaagttaag
gtgatttaagattccaacattttaagtagttgtcagcaagtgtagactgataactgagaggaccaaatgaccaatcttattatacctttgatat
ataaaacataaaataaaacatacttggagcaaggttaagcaattcctcttgtcaaattatgctctccacatgctatagtagttgaagaaaacat
gcaagtcattcatattcagccaataatttgagaactttatttatactcttccttctatcctaataattctaatttgttttttcaaataagaaaa
aatgttaccttattttgtatgcgtttcattttagacccaataaaaagttctttcttatataggcatgaggcaacacttgtggaaagcattgctc
aacatgtgcatacaaggctaattccaaaattgccatcttgcatagagaacctttttggtatggcttcaagggtggaggatgtaactacactcat
gtgtattgggttgagtgatgttcgatttacaggcatatggggcatgggtggtgttggtaagacaactattgctagagcaatctatgaagccatt
gaagatcaatttcaaattagttgttttcttgctaatattagagagacatgtgagacaaatgggatacttcaactacaaaaaattcttggtgaac
atattcatgtgagtagatgtactttcagtaatttgtatgatggaatgaggatcataagaaattctttatgcaacaagaaggttcttattgttct
tgacgatgtgaatgatgtaagccaattggagaatttggcagggaatcaagactggtttggccctggaagcagggtaatgataacaaccagagat
atgcatctactaaagacacatgaagtgtgtgacacttatgaggttgaatgtttagataaaagggaagctcttcgtttcttttgttcaaaagcct
tcaaacgtgatgttcctgaagaagggtatttggaaatgtcccatgaagtggtcaaatatactggtggtcttccattggcacttaaggttttagg
ttcttatctttatggaagaaatgtcagtgcttggcatagtgctgtcaaaaaattaagaagtgttccggatgccaaaattcttgaaacactaaga
ataagttatgatagtttggattccatgcaaatggaaatatttttagatatagcctgcttttttaagggaaagcctaaagacaaagtattagatt
tatttgaaaagcgtggttataatccacaaattgaaattgatgttttgattgagaggtctttggttacagtaaagcaggacatagatgtgtttaa
gaaaaagtttgatgtgttggaaatgcatgatttgcttcaagaaatggggagaaactttgtcattcaagaatctccaaattatcctagtaaacgt
agtcgattgtggtctccagaggaccttgatctcatgcttacacaaaacaaggtatgtgccaactctttcacaattctaaggtgttctagcactt
tatttgtatttcaacttgctccataagactttctcatattttaattttctatacagggaactgaaacaattcaaagcatagttctacctccaat
aggaaatgggacatactatgtgcaacgttggagagacaaagcttttccaaatatgagtcagctaaaatttctcaactttgattttttgagagct
catattcatatcaatattccaagtaccttaaaagttcttcactgggaactttgtccactggagaccttgccccttgtggatcaaagatatgaac
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ttgttgaaattaaaataagttggagtaacattgtacaactttggcatggatttaaggtaagactcttttttctttacaaattctcaggagctct
ttcaaattctgttacattagcctttaaaaacttggcaagtttaacatatttctaatgtgatcagtttctagagaagttgaagcacttggatcta
agctgttcaggcttggagcaaacaccagatctttcaggggttcctgttcttgaaacacttgatctttcatggtgtcaccgcctaacacttattc
acccctctctcatatgccacaaaagccttcttgtgttgaatttgtgggagtgcacaagtcttgaaacttttccaggtaaattagagatgagttc
gctcaaggaactggatctttgtgagtgtaagagtttcatgagtcctcctgaatttggagagtgcatgacaaagttatcaagactttattttcag
gacatgactatatctgaactacccatatcacttggatctttagttggcctatctgaattggacttaagaggttgcaaaaagcttacttgccttc
ctgacagtattcatgaattagagtccctcagaattctgcgtgcttcttggtgctcaagtctttgtgatttgccacattctgtgtcagttatacc
ttttttaagcatccttgacttacgagattgttgtctaactgaggagtcattcccttgtgatttcggacagtttccatcgctgacggatttggat
ttatcaggcaaccattttgttaatttgccaataagtatccatgaacttcccaagcttactagtcttcccttctcacttggatgtttctttggcc
taaaagagttgatgataagtagattcgtggagcttagttgtgttccttaccgcactcatgggttagagtccctcactgcttgggatgattctga
caacccaaatattgttggactcttg 

 
>AD25F09-HIII-P2F03.FM 
ccaattgatggtttcagtggctaagagaagggggggttgaatcttagccccctttttttggttgattatacttgctggaattagaggagacttt
tctgtttttagctcgtccctagtcacgagactttttcattttgtctcgtcacttggcacgagacattttggtttttgctcctgtgcagtagaaa
acagaattggagtaggagagagaaaaaattacacccagatatatcctggttcagctgctaagtgcagtgcagcctacatccagtctccatcaca
acaatgatggaattttactataatcaaccagattacaaactgtaaagtgctaacccaacttacaaggggattcccacagaatcatgaaacacaa
catagatgaacaaaggaactctaaggacatctatggctttttcttttaattttgcactctctgcctttttccgctctatggctttttcatacaa
acctcactgtttgcctttttccatgagactcaagacatgacaaagttaaacagaaaaatactaaacagaatacattgaaggagaagaaaatttg
taagcttaggtagctctgagacttctgtgccttgcactctcactgcttacttctaactccttgcttcaagccatggctgttcaccccttttata
caggagtgaagcctccatagttgaaaccaaaaatcaaaccaagcttaacttcttctccaagaaaacagaaccggttcggccacatagagagaga
agagataaccatgcaaaacccaacatgcaattacctctagtcctttcttgatcatcactcttcatcaatccgagctctccatccttggcttgct
ctccaagatggatttctggcccttgatgcttcatgatgatgatgacttcatctgcttcaatctctgcctcttccatcacttcgccactctagct
acttcctgtagtggttgagcagaatcaaagacaagccatgcctccaagaatctcactttgctggccgaatcttcttcttcctttttgagcatga
agagctcgagatttcctcaccaaatcttaccattcttggtgaaaatctcagtcacagctcatttttaattttttatgttttcttgccatcattg
tgatggacttgtagcttgttcttcccttgcttcggtagctccattttgctttcatggaagccattgtttcctgtgtaataaccgaagagagaag
gaaagagatgagagagaagagagaatgtgaagaaaagcaattcaaagtgattaaacaaattaattgaagatagcttgcttttacttccctgggt
ggcgtgcagcactaatcataatgattcccatcaaatcaaagtcaagttctctctcatgttccccatgctagttaattaaatttcaaatccttcc
aaagagtgaaatggaatccgttggaagcatggaggctttgcttcatggattcggataaagcatggaaactttcattaatgttgggcttggttgc
aataatacttattcttggcccaacttgtaacatttgctttcgtgatgaatttggatcaagcataggaagctttcatcaaaatcaaatatggact
aagttacaacaacattgagcttggcccttttaatgcaacaattcagccacataatagaaaacacgtaacaaggctgattgttggttttaatttg
ggcttgcatcaaattattttaattttcggcccaaataaacctgcattacaaaattaatttaatcaacattaaatccaaaattaattttgcaatt
tatcatattaataatgtttagtcatcacaaatattaatttagagttttccaaactcatcaccattcttgcaagtttccagttgctttgatatgc
aattattaataaagaataacctctatgttaactagttctgtgggctatgtctttgatgtacctcattagaactttgattactcatgtttgatga
acagctaatttttaatcacacattctttaaagttcttacttgataagcctttaatatgctgtctctttccttaaaaggatgtgtaaatcctgat
attccactaaaaatgactgtataacttgatagcattttgatccatcatcttatcctcaaatgtgagtaatcattttgatcctttggttttcaat
ccatcctagtcaggatggtttatagcatcctgtcactgaaactaataacataagattagtgggatctatgagtcgataaatatattctgtttat
actttatagttagattctgttgggattcaagtttaagtggtaaaaaatctcccgtcaatcaagaattgagtatttaataaaaggatccataaac
ttgttgccctaaggttttggaacaagatacgcatgttatctaatttgttgcttgttaattaatccatgaatccatgtagcggcttagtttgtcc
atatacttaaatggctattcaatgatgtaagtaggaaaaaatttaccccggattataatggcagtatgtatgcatatagcatacgtagttactt
atgaacaataatgtgtgattgatttctgttacctgttcagtgcggatacagattcacccagcattgctgaatatcaagatttgttggaatagaa
agtagtactttcatctgttgtaaatgtcgacgatgaatgaaagaaagtgtgacacattactttccaatgcttgataggacttcaccctggtcca
catgaatacatttgtgctatgaggacttttcctctgtatttgattatgcacattgcacacaacagaaactcgtttaggtggtgatggcaggtgc
atatatgtatgttagaagattaattattcttttttttttcgtttttaaattcacattttgtttaacagctcaaacagttccatctatacacatt
cattgtgctgcaagcaacaaagtgagatctgttcctgtttttgtgtttattaccttttctttatacactgcaattttctctcttagggtgttat
ataattaacatgaaattcaaagaatggatagttgtccttgctaccctattaagatgttccgaggtttgcattgcaatattgtatacatgcatat
agcatttctccactcccattgtgcttttccttttgtaaagggaggcatttagacatggttttggcatcttttcccattttagcaaaggttcact
tgttggcaagtgcattcttctgatgagattttacaggtgcttttcgacttgttccaacatgatgttcggctatggaaagcatacagcaccacgc
tgcaggtatatctaatttagattactgttggaaattatagtatgccattatgttcactcaataataatcaatattggaggtagtccattgaatc
cggagtagtgcgtgtagacagaggttagaagtatttgtagggaggcttgtgcatgtttgaggatttcattattcttttaactttttaatacaca
atcttgttatatgtcttttattgtaaaagcatgagcagatccatttgtatatatattagttatccttctgaattttgatagctcaacattcata
gtggaatttattgattctgcaacttgtactttactcaacattcatgtttggtacttttcccctgtaagctaccattttgaattggaaagacttc
ctcattatttcttgtgcacttgttactttgctttttagagattaggaaccagagaaggtgaatcatacataataagataaatgagtatgattct
ctcattcatgaccgaaatggaaggtggttatttaaatatcagacttctaattaacttgccacagtctaacgaattactaatcattttggatcaa
gatctcttaaaataaaaaagttgagaaagtgattaaatgactcttaaattaaaatagtaggacacacattttatggtagttacaaattgaataa
taattaatctttcaatttattatgttactaacgttttcactttacagtatctaaattctctccaatcaatatatgtaaatttaagaatactatt
gttttatcttttaggtttggatcaatgatatataaaacaaggtaagttcttcaaagagggcaaattattaaaagatctcgatagattataagta
ataatataatttataaaacaatgatggggtgcatttaaaaatatattaggatttattttttgagtttaattttgatgcatgtaaaacattttac
acggtcacgttcctttttctgggtaatcattcatgcgattaatgtaaaacatagttatttttgttaatgtgacattatgtaattgaatgtacgt
gtaaaattattctacactgaccgtgcatcaaaattaaattattatttttatacataattatttttatattagttaaattttattgattaaatat
agtaaatagcaattaataaatactagtatatatatatataaacaaaaaataagagagtgaaccttctcattttttttagctgatttataaaata
taattttttattatttaatattttttacatatcttttttttattccacttaaagaatataaaataagagatcacactttacaaaagaattgaga
gaattcattatttggaaaataggtctaacactaattacttacaattaattctaatctccaaaaaataaacatacaattttttttataaatatta
aaatttacttttacaaatttaagaaatcaaataataatttatgaatttagataaatctttattttaagtaaaaataaaagttatcccctaatct
atgaaaaaaaaatttactatatggaagacaaaatcacaatccataagacaaattaggctttttagcatacaagttcatacaagttagtccaaat
ccaacaaaaacaacccttagcttagattgcgtgtaaatatgcgcttttccaactcttgaatagcgtaaatagttctttttcctcaatcaaaacc
gcaacgctcaaaattcaaataacgatcaaaatctttcaaaaatctcttaaaatcgtcacgaaaagtgcaggaagtttcaaagctgaattcaaaa
agaattatatatgagaaaatgaaataaaaagatgaagaagaagaagaagcagaagatgaagaggaggaagagaaagagtttgaattatgcagaa
tttatcagtacaaattcaccgaaaagtcttaaacaatacacataaatgtcttagtcttacaccaaaatttgctacaactatacgaaaatatttt
ttctaatgctacatttttttcttcttttttccatatttttttctttcttttagttgaatgaacctaagttcatcctcttccaagtaattttaca
gcattatgtgtttcttctttttctttatttgattttttttgtttttattcttattaagagagtaaaataagaaaaaactttgagaagataaaac
aataaaaaaaagatgaataagtaaaaaaagaagatggtgatgatgatgatgaaaaaaaaaagaagaagaagaagcagaagatgaggaggaagaa
gaggaagacttttgaattatgcagaacttatcagtacaaatccaccaaaaattcttaaacaatacacataattgtcttaattttgcaccgaaat
ttactgcaaatacacaaaaatattttctctaatcctgtatttttttcttcttcttttttttttcttatttcttgttttctttttgttgaatgaa
tgtaagttcatcttcttccaagtaattttgcagtattatgtgtttcttcttcttcttctttgtttgattttttttgtttttattcttgttaaga
gagtaaaataagaaaaaatttgagaaggtaaaacaagaaaggaaagatgaataataaaaaaaatatggtgatgatgatgaaaaaaagaagcagc
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agcagaagatgagaaaggaagaagaggaagagctttgaattatgcagaacttatcgatacaaatccacaaaaaaattcttaaacaatacacata
aatgttttaattttacattgaaatttgctgcaactacacaaaaatattttctttaatgctttatttttttctttttttttatttctttctttct
tttagttgaatgaaaataaattcattctcttccaagaaattttgtcacattatgtgtttttttttcttttttatttgatttgtttagtttttat
tcttgttaaaaggtaaaataagaaggaaaagaagaagaagaagagttttgaattacacataaatgtcttcgttctataccgaaatttactgcaa
aaatacaaaaaaattatgcagaactcctacattacatttaattcaaaccatcagcgataaatagtaattttcacaaacaaaaaacaatattatt
tgtaacaccctaccatacttagtattatgcttaagtcataagattgagatagtaaggtattacgacctctaagaatagtaatatatatatatat
atatatatatatatatatatatatatatatatataataaagaaaaagttatttaactaggagccttgaaaaacgggtaaaacaaaattgcaaaa
taaaaagcgtaacgctcaggaaaggattacttgcgtgctaagaaacctaatagaaacatgataaaacaataagcgaaaggataaagaaaagcca
aggaacagcataactagcctctgactcagcctgcgaaactaaggctggccggaggatacatatatacatacaaacatacataagtgtccccaaa
atataccaaaatatcaaagtaaactcctatctatccctcaacctctaagaggagcagcgtacataagttacttggagagtaagctacacatata
tatacatatatacaaatagaaaccaaaatatacccaaggactacttcgctttccaggatccagacgcctagcgaggagcctctcgacctgcatc
tgaaaaacaacaatacaatatggaatgagaaccggaggttctcagcattgtaaaagtgccacgcgtataataaataaggtcttgagaatgtcat
aggcaatcctagaactccattatacaattatccaacttaattactaattagaagctataaataggggtaggtattctaaatctacctaacttac
tcaatttcaatcctaatctaacaccaaaccatttttccatttcctccattcctccatcatccacaatgcaacagaaacaagcaaccaaacaggg
ttacgcacaagtaatgaacagatagtacaaatagcaagtataacagatagcaggtgatatatatcaattaagcaaacccaagaaatgcatagca
atcaaaacaagcaaatgcatatgatgcatgtctgtcctatggctgatggggcccatctgtcggttatccagccaccccgacaagtccgaaaacc
ttagactatcccccgtcgcgcatcctcaagagtctatgcatagagttcacattcaatcatcatataaatcactcaatgggggttatccataccg
gggaatttatacgtgcacggtcacccttacgacgtacggttaacagagtatcgagaatcaacctggaacacgtggtggcgagccacagttttaa
cccaggaaaactcatatctcagatatcatcatttataagccatttcatagtcacaatcattatttaatcattcatcaagccatggcatgttaac
tccttttattaacaacctcccttccacatttttcatcatcattcccttataattcatcttgattaccctttttgggtcttgaccaaactattta
tcaaattcgtctcaaccttcttaatatcgaataatcttaaaatcaacgcaactctaacattaactcaataacatcacacgaagattaaacttta
acttcttgaacccatgactatcactaagactagggttggcaaacggtccttaatccgccgggccggcctgcgtaacccgccaaaaaggcgggct
gggctgaaaatttgggaccgccaaaagacaaaagcccgcctaacccaaaccgtttaaaccgtgggctttggcgtggcggggcaggcttccctgg
cgggctgaagctttttttttggctgaacccattacccatgaacccagacccataacccatgaacacacccgacccgacctgacccgatcaccat
tccccacccagcgaaacagccaaaaccctaaattgaatccccaatccctaatccctaattccagatttgcagctgccacactctcactcctctc
aattcctcggcagtactcagacacttagttgtctcgtctccagtctcctcgacggctctcagcctctcactcggttcctcaacctcagttcctc
accgtcagttcctcaccgtcactcttagtctctcactcggtcatcctcagctcctcaccgtcactctcagtctctcacttccatcgtccatcga
cctcagctcgaactttagagttccgtcctcacccctgacggtcgctgagtcggagtcagttcctcaccgtcgatcttcggtcgtcgtggcctac
tgagttatagccaccgctactgctccgtctggccgtcgtcgctgcttcctgctggtctcggtcctggctcctgggtcttgtgagtcgtgacttg
tcctctgactctgctggtctcactctcggtcacggcaactccacgctctgggtcttgtgttttgtgctgtttgatataggtaaattagggttga
tatttggttgagttttgattatggttgatatttggttaaatctgattatggttgagtttcttatttacattttcttatttacacacttcttgat
ccttcaaggtctccacaactctaacctttgctaatgctattacctgaacacatatttgtaactaattctttgttttcaaattattaacacaagt
tgatatatgatatacttgatgattgtaatttatagtgtgtgttgctaagtgaaggtgcatggtgttgttatttattatgtacagaaaagggtgt
tactaaactacgaaaagtaccaaagatttggacaaaataaaaccagaggcatatagatagtggttttgaggaagccaatggtatatagataatg
ttgtttggagtttcggaataaggttcaatgcattatccttatattttggatttggaccacttgtctttgtcacacaaagtgtcatgctcactta
atgttcgtatatgagcataatgtttatggatccatcatgtcatgccatcatgaggagaatttctttatagggttgatctttaaagagaaataat
gattgttggttaaatacttgaatctgatgcagattcagaaattgtttcttgttttttgtgttgtttcataatggttgagttttgattatggttg
ataatggttgatatttggctgaatacttgaatctgatgcggattcagaatttgtttcttgttttttgtgttgtttcataatggttgagttttga
ttatggttgataatggttgatatttggctgaatacttgaatctgatgcggattcagaaactatttgctgttttttgtatggtttgctaatggtt
gaaaaacctagttcatataaacaatttacatttacttttatttcaggaaatataaattctgaaactgtgagtaaccttgttactattggagttg
gttctgaggctgctccggtcgaggttgatgaacctagtttgaaaaggctgagaccagcaacctccgatgtttggaattttttcaaaaagctcag
tccagataaggatggagtagaacgtgctgagtgtaaaggatgcaagaaagtgtttaaagctggaggtaagcgatatggcacttctactataaaa
cggcatcttgatagttgtactaaaattaagcatgaagatattggtcagactatagcagaattgcaacttaaaatgggttcacttaagattgatt
caggagtggctagagatatgtttgctgggtatgtagttgctggggataagccttttaatatggttggtgataggagatttagaaattgggtgaa
atatattagtccaactttgaaacttccttctaggaatacggttaaggctgacatagtgaaagttcacaaaagagaagctgcgaaacttaaaaaa
aatttagtttccattccaaatagaatttgcttaacatctgatctttggacttccagtaccaatgaggggtttatatgtttgactgcacattttg
ttgatgagaactggaaattacagagtaaaattcttaatttttgtcatatgcctcctcctcacacaggatttgagttgtcttctaaaatctttat
gcttttgactgagtggaaagttgataaaaagattttttccattactttggataatgcttcttctaatgatacttgtgttgaacacttgaaaagt
actttggatgtgcatggttcattgttgtatggtggtgaattctttcatgttcattgctctgctcatattttaaatcttattgtccaaaatggaa
tgaaaatatgtggtgatgcagtgtataagattagagagtctattaagtttctgagaaaatctgaaagtcgaatggttaagtttaaagaatattt
tgaagatattgagggacttgagtatacgactgcattatgtttagatgttcctattaggtggaattcactttatgcaatgcttgcaagtgctatt
ccttataagaaagcttttgaaatgtataaagtaaaagaagctgggtttaaggagtattgtccttcattagatgagtggagaagaactgaaaaga
tatgtgatttcttgttaccattttacgaaactaccaagttgatgtccggaacttcttacccaacatccaacttgtattttttacaagtttggca
aatccagcttattttaatgaatagtttgaagaatgatgaagtgcttataaggaacatgggagaaaaaatgatgattaagttcaagaaatattgg
gaagaatacagtgttgttcttgcatttggggcagttcttgatcctagatttaaacttaacactttggttcattgctataatgagattgatccta
ttagtgctaaagacaaagtggagcttgtgaagagtaagttatacaagctttttgaggtttatgaccaaaattcctctacaactgtagagagttc
ttcccaactttcaagtaatttttctcaagcaacatcttctgcaattgaaactcagcttattaaaattgttggtgtaagtatttttatctacttg
attatatgtgtttcttatttttcatgctttttgattcatatattgtttgtaatgcaaaggatttgatgtcccgtaatcaagaagctgaagtgaa
aagtggaaagaaccaactggatatttatttgagtgaggcaacattattttgcaatgatgcaatcattgatgttttgcaatggtggaaagacaac
catcatcgttttccaacactatcactaatggcacgagatttgttgagcattcctattactaccatggcttcagaatctgcatttagcatgggtt
ctcatcttttgaataagtatagaagtcgtttgttgtcagataatgttgaagcggtgatttgcaccagaaattggatatgtggatatgatgattt
tggtatattatatttatgacatacatacttgagtgattttgaacattattatgtacttttttgctaatatatttaattacttttttctagagga
agataaagatcaggaagatattgcaaaaggagaaggctattcttcaggagttggttccaatgatgttattgacttatatgaagatgaagatgaa
aattaagtgtattaaattaagtttaatttgctttgaagactatttataattatgtttttggactttggattatatatttattttgtctatggga
ctatttataagttataactatgtttttgtattttggataattggattatgtttatttattttgaagactatttatatttaatatttgtatttat
attgatttaaatataagatattagatatgtccttataaatatataaaaaaaataattaattaggcgggcttagcccgccagcccgccagcccgc
cattaggcggggcgggttaggattttgggaccgcctgaataggcggggcggggcgggccagcctgccagatggtgggcttccggcggggcgggg
caagcttccccgcctgacacccctaactaagacatcctcgacactttattttcttttctgtttttaatataacaaataaactcggaaatgcgca
aactttatgtccaggcgttcgtcttgaaattagatttctaacaaactaaagatcataattttttgatttctctagcctcaggaataaagaaaaa
accgtgactactatgcagtgcataaaaccagaaaaacagcagtagcatgtgatattcaaaattcaatataaaatccaatttaaatccaatgact
ttaaaaattaatgtagttaaactttactcatccatgtttctttctcaattaattttgagttaataccatttttaatgaagaagttacattacct
ggaagttaagtaaaaatgagtcaaaatctgtttttgaaaccaaaaagcttagtacctttcaatttgaataacttttattacaaaattccaatta
agctaaattttgatttggaaactcctagctcatccagaaacaagtatgtcttggtttcaacccaattgctattcaattataagagttacaagta
ttggaagttgatgcatagcttgctgaaatctgtttcttttcagatttgaccactaatattaaaaaattcacaactcccaatcctcaactcttaa
aattctgaagttttagagaaataaaacaagttaatctaattttataaaaaaattaatttcgctccaaaacgcaactcgtagaagtcgcagcaag
acaaacaagttgctgccctgtttgaccttttctgttgctggacagattttacaacctaattttaaaaatatgccataaattttatatttaacaa
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aaaggtcccaaattttccagtttagttccttatattcccatgtttagcccaaacttggtctcattcaattccgatcattacataattagttacg
gcatatgcaataccaccacaacacaactctacatccttattaacaaacaccaatcctaatccatcataaataaatgtaagagcacaccattaat
aacttccacacctcataattccaatatataaatccactaataaatctattccaacaacattacaaggctaatcattaaatacaacaaacaattc
aacttatcctatggttcctctaacctaagttttcacaacaccgtaaatattaaacatgcgaaacttaaaccataccttggccgatcacttaatt
cacctaaggcagcctctcaacacaaaatcacagcccctccaagctcaattaaatagccccaaagcaagccttgtcaccaacaaagctccaagta
atccaaattcaagtccaatgcataaacaccctcttaaactacacctaatatacatatatatgttccagttcagttttctattatcaaaaataag
attgagctagggttagggtgttcttaccatacccatatgctcaatagcttgagcccacaagttccggaagctaacttgaacctagaacatagaa
attagacaagatttaccataggtttccaagtttaccaaagaagagggatagagattctgaacttaataggaggcttactagtgaaattatttgg
atagaaaggtggagctcgacgcgctgagcgcatagccgcgaacggtgcggcgatcggagccgggacggaggagttatggtggatcaaagggtta
gggtttgagagcttctctccctttcctctaattctgttttggcgttgcagcaactaatgaggaagaagaaggctgctgtttcctttatattatg
ggtccggttggaccacgggctcggtttgggccccggttcaaccagttcggcctcttcactccgatttttagtcaaattttcgaaattgatatca
aaattctcgttttgacgagctctatccttttttaatattagttttgcatttttagcttttctaataaaaatgcaatttattaactaattaatta
ccgattttagcggggtttacatcctacccacctaattagaaattttgccctcaaaattcaacttcagttatctgaaaagaggtgtgggtagttc
ttcggcatatttggagtttcttgagcacgttacccacttccagcttcacttttacattctctagtacataacttctactctgtctggctgcttg
gccatggtatcttattatatatcctaaccgaggttactcgaagcgtgagatccttcctcaattgcattgattcaagttctaatacgtgattgat
attagaagtgtactcctaaagttgagatgtgttacatggtaccagtttggaagatataggatatggttatctgatatgccagtggtctaattct
cttcagaatctgacaagttcgtccttgccattacctccatcttgactcactcactgatttcaacttgttaaagtaaccttctcaagtttaggac
ttccttggttcatgtaatcctttagtcggctttttatagtaagattgttactcgaatttgcgtaacacttctctgctgcctcggctattaattt
cgggaactaaggtatttgatgctctagtttttatcaatgcggtagcatttagcgctctgtgaagctccatcttctccgctagtcctcaacaatc
taatacgaaaccgataattactcttccttacttccgatgtaaaatcttcaatggttgcagcattccgaatagtttctagtggtccccctttact
tcttcatgctttaaaacgccattaaatacattgccactttattctttatttctaataacccaaaaacattttctttgattcatggtacgtcttg
gcagcttcatggtaacttcgaaaatcctttctcatgagtttcagacaataattcctcgtcttaacttctgatttaaacacttaacatccttctc
ggtatcttcttgattcaacaggttttagtacttctagtagctccttatcactactattgcgctccctaagcccttaatcctacgatctctattt
cggcatttgcgttaggcatataaatctctttttaattctcctttgtttaccgagccttgatatctttagcggctccttattgtctcactatgcg
tcccgcatctcatcgataccatgttgtaaactggtaatagacttagtccgatattttcactctacactctcattcttcaacttagaacttcaac
tcatataacatttcctcctttgaacttaacttccaagaatcccttataaacttcttgcttggggcgtctactacaacctcatgatgtcgcatca
gcacgcttctcaagtcccccaataatgcatggtagtaatttcttaaatggtcctttatgcttaagtgatagaagtattggcataaagatcaatc
ttctttccatggcttgaagacttccagcatatcctggtatttcattcacacggtgcacctcgttgcatttatttagtcacgagaatacaatcgg
tgaggattagggttttgaatttcctcgtaatgttgctggtttactttcatgttccaaagtcttgctttaaaggattgacactctaataattgca
tttaagggttatgcgtgacgcaaaatccaatacgagtttatttttcaaagaaaagttatgttcaagggaatgaacgaatagcatgaacgatgtt
cataagaattcaaaaaaaagtcttatatacagttaaccggagttgtacagaatcaataggatgcataagaagagaaacctagttgcatttcaga
aaagaagttcgaattaaagcttaaatagaaagaataaggcatgttggattgtataggttctagttggcttgaaaggaatgcgagttcccacaag
ggagcaatttcacgcaccgcagatcactaggattcaaaaattatgtgattatattaggatgagttcaagttaaattcaaaagagacgatcttgt
acgagtagggaacacgatcgaaagaacaatgggtttttacagaagaaggttcaaggtaggactttgaatgtaggctacaagagaaaggttagat
taagtcgtgaagattagttgacacgctctcgcaaagaaacacctagttggatgatcttctctcccagtattctctttaactcggtcttgaactc
tactgattctaataatatcttcacttgtggtgcaaccaacactgatccaattcttgacactacgtctatgacaaactcacgctctttctaaggt
ggaaattctagtacattttcaagaacggtcttagaaactctctcgtataggaattcagtctcacctccacttgtctcgcgatcaatttacaact
aaaggttgaacttgctctattcctttctccttgaaatcttaacgtcactggatttcaaacggtaactccgcatagctctcaatggttccaattc
cttagatataattcacccggcttccacttcatcattcggatccctatcttccaagaacctaaccattcatctaagttagctaagtatcgctccg
tctcgacaactagtaggcttcgattaatcatcggtttggactccacgatcatcaaaacttgtcgtgcttcacaattggatcgtacatatattaa
tgatacgcaaggtagttaaaaactcaactgctaacttaaggttacctcgggtctgaagatcggattcgactgtatcttagcatttcttgtgtgg
acagtctcgagctatatgtcgtggcttcccgcacttgtaacatacgcctagtctggctccgtgcgactcttctggagtagtctctccataacct
tcctgtaacattgctgacttcatggagtaacgttctgcgaattgacttttcataaccaattcagggaaatccattaacttttgcagactcatgc
agttgaagatgtctcttctaagccctttctcatactgaacacacttccacgcctcatagtcggctggatttccttgacaaactcttgagagacg
acacaaattgtcgaattcacgggaatagtcagcaaccgacatatcttcttgcttcagttgcattaactccaatccttttgcaatgcgaatagct
gacgttaggatttttgctagtaaagaattttataaaaatagtcgcgttgtagatatagtttctaaaccaacaaaaatcccttcgtgcaaacgtt
ttggttgtcacaagtaacaaacccctaaataaattgataaccgaagtatttaaacctcgggtcgtctcctcaaggaattgcaggaaggtatgtt
cttattattggctatgaaaaaggtaaaattgggggttttggaaataaggaagaagtatgacaagtaattcaaatgacaactaaaataaataaat
aactataaaataaactcttggcaagatatgagaactggaagtcctatcctagttatccttatcaattgtgatgagaattggatttttctcccac
tttgttaacctttaactatgaaggtaagttaagtgagtgaattaattcgaatcctcaagtcccagtctttccttggaaaaagttagagttattg
gatctcgaattaattcttgaaaaattccaattttcagtcaacaatgagtttgataactcaagagttaccaattaatcaaccaaagccaaaaggg
aataaaatctacttgaatgaaaataatttggatagaaccaaagcatctataacatataagtttgaaatacctcaaattatattaaataaaaata
tcaattttaacatggctggacaatatcatcagccaattgggcaacatcaattaaacacaaataaaaatatcagagtaaataaaagtagaagaga
aacataaattattgaacctggtacgaagaaataatcctaatcctaatagaaatcataatcctaaatcctaagagagaggagagaacctctctct
ctaaaaactacatctaaaactaaaattgtgaattatgagagcctcttgagtctctgcaagttccctgactttaatctgtgtttctgggccgaaa
actgggttgaaatgcggcccaaaatctctgccagcgatttttgtaattctgcagattgcgcacgtcacgcgtccgcgtcatccacgtgatcgcg
tcactcagcgtttttcgtatcacgcgtgcgcgtcgtccacgcattcgcgtcgtttgtgcagcttccaatccgcgcggtcacgtcaggcacgcga
tcgcgtcactctgatttcttccatttcacgcggtcgcgtgagccatgcgaccgcgtgacttctcgctggtcatctcctcaattccttctgttcc
ttccattttttcacgcgtcctctttattctctaagccattcctgccctatgaagtctgaaacacttaacacacagctcaaggcatcgaatggta
ataggagaggattaagattagctaaattaagaccaaagaagcatgttttcaatcatagaactaaactaggaaggaattgtaaaatcatgcaaat
catatgaataagtgggtgaaaagcttgataaaaccactcaattaagtacaatataaaccataaaatagtggtttattgggcgagttcaacttct
ttgacttttcatgatttctccactttgcatgccttccctcttcactcctttgatccattcctagccttttcaatctgaaatcactaacaaacat
atcaaggcatctaatagaatcaaaggtgaattgaatttagctaatttaaggtctagaaagcatgttttcacatctaagcacaaattaggagaca
atcacaaaactatgctatttcaatggataaatgagggtaaaaggtattaaaatctcttaaaatcaatgcaagataaaccgtcaaaacagggttt
atcatttatcaatagcatgtaagaaatatttttcgtagaattccgtcttgaatctactccaaggaatatctgttaactctatttgcaaggtgtg
atataactcttgccaccattcctgagaatctccctccaacatttaagtcactatctccaccgactgtacttctggtatgtgctgagtgtataag
aatctctccacctctcgaaaccacagatcagtgacaaaccccaatttgacggtttgttgtgtattgaatttagagtattttgatgaccttttgt
cacatttagcctataaattagcatggttttgtatctctcccatatttgtgcctaaagtgtaaaaacatgctttttaagccttattattgatgaa
ttctaatttctctttgattccataagatgtcttgatgtgtttgttagtaatctcaggatgaaataggctaggcatggatcaaaggaagcaagga
aggaagcatacaagtggagagaagcacaaaaagccaaagaattgatccaggccatgcacgcgtacgcgcacaaggcgctcgcgcgcacattgcg
aagtaggccaaggacgcgcacgcgtaccgtgcgcgcacgcgccgatgatggcacatgacctcactaatgcaacacgtgcctggcgatttgagag
ggtttctgaacccattttggcgccaaatgctaaggaagaagaataaaaggatgaaggattaaggggaagaaagaaaggggagaatgaactagga
ataacacacacactaggattagttttagtttagtttctagagagagaagctctcacttctctctagaattagaattaggattaggtaggttaat
ctctcttcttagatctaggtttaattcatgctttgattcaattttcctttatcaattctcaatcttcttctcttcctccttctagttatgtgtt
ttaataattgtaattcttcattttgttttggatagattgttgttcctttatttcctttcaataatgcaatttgagataattcatgtgattgtga
tgttgttgattgttgttgattaattctttgcaataattgtagttagattttattcttgttgtcaatttactatgcttttcttctatgccttcca
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agtgtttgatgaaatgcttggttggattttagtgtagattttgttcctcttggcttaggtagagtaattagtaacacttgagttatctaattcc
tttgttgattgataattggagagattgctaattggtttggagtgcactaaagctagttttttcttgggagttggctaggacttgtggctcaagt
caattcatccactttactttcctttatttagtaagggttaactaagtggtagcaatgaacaattctcatcacaattgagaaggataactaggat
aggacttctagttctcacacctcaccaagagccttttatagttgttagcttactttcttgccatttatcttccatgcctcttatcaaaacccca
aaataactcacaaccaataacaagacacttcattgtaattcctagggagaacgacccgaggtccaatacttcggtttataaattttaggggttt
gtactagtgacaaacaactttttgtacgaaaggattattgtttggtttagagactatactttacaacgagatttcattagtgaaattctaaacc
gtcaaaaatccaatcgtcaaaatggcgccgttgccggggattgcaatggtgttatgttattggttattgtatatatgtgaatagtgtaaatatc
ttgctttttgcttcatttgctagtgtagaattttattttccctttccaccatgaattctcactttggctatgagtttggttctaattatgttgt
aggtagtgagagcttcaatgaggatgtgtatcaaggatggaacaatcaaaggtgggaggagccatatgcatatgatcaatcttcatggcaacaa
cctccaccaatgcactatgaagaagaaccatcctatgatgcatatcaacctaatagctatggtgaatcaccttgtgattttcaagaaccaccac
catatgcctatgaatcatatcctcaacatgagccgcaaccattctcacaagcctcttcataccaagcaccttcctataatccatatccatcata
tgaccaaccatccacaccatatttttatgacgattatgagcaacaacctttagaaccaccacaaccctatctagatcactaccaagaaccacct
caatacacacaatctccacaaccttaccaaaaggaaccaccttcctattatgaaccttctctccaaaataatgaaccttcctacccaccacaag
ccccaatagacgattctctcactctgttacttcaaggacaagaagccatgaagcgggatacacttgagtttgtgaccaacttgactagggtagt
gtccaccttagcctaccgatgtttgaacactcaaggtacttccgtagccatatgtgaaaaacctaaagaagagcaaagtatgaaggagagattg
ggaaactcggtggaaaatgagggaggctaggttgtattagagca 

 
>AD25F09-PC-F09.RM 
aagcttggccgcctcctcaaatggaaaattatataattttattttagggaagaaattacgtttatcatgagtgcattttatcttaggtgctaac
cttttacaaaataaataacaggaggagaaggtgagatgatgttcatgttgctgtttcagttccagctttcatcaaatcttgaatgtcttgctta
catacccagcgggctcctgaactctctactgtgatatctccataataatcgttaggaaataacatttggaagagataatcttggcaagattggt
caacaaaacagtcacttctcaagcatagaaggaaaaaatgcggagaatatccaatcaccggcattgcaagtaaagtctcggtgatgaattcttc
gccattgcagataaccgaaggctctcctctgatgcgccttgattttgatctcaatcggaaacagatagcaagtgcaatggtttcagtatgtgga
aatgtggctgttattccgttaccttcttccctatggacaaaccatgatggtatttcctcccctgcaaccaacatttgcatgacgtcatcaccat
cttggctagctgatgctgcgaaggcacagcacgcctttgatataacatcattgacatcggatgcatccagtgatttacaacgcgatgcctgcaa
ttctctcagacttgatggaagctccggcaaaaactccagattacggcaatcatttaggtccagatgcctgagcctgggaaattcatggatgctt
attggaacctcaacacatttgttccacgataaaagcaatgaggttagagtagaaagagaatccaaagattgaaggagaagatttgggcagtcag
aaacattcaaagccgtgagggactttaacccagatatggtgtctggaaggcaagtaagccttttgcatccttgtaagtccaactcagataggcc
aaccaaatttccaatcgtcgtgggtagctctgttatgcctgtacaactcaaagtaagaatggataactgtttcatgcattccccaaattctggt
agttttctcaaactattgcactcatatagatctagttccttgagtgaactcatctccaatttatctccaagcgtttcgagacttccacacttga
ttaaattcaattcaagaaggtttttatggtgtatgagagattggtgaatgtcattcagctctgaacagcatgaaagatcaagtgtttcaagatt
ggaagccccagaaagatcaggcgtttgcttcaggttgtggctgtttgacagatttaagtacttcaacttttctagaaactgaacaaatgaaata
tcagagcattactatctttgctgtaaatgttaatgtaataaaacttgatagtgctttttgatgaaaaggtttaccttttttccatgccacacgt
gtacaattttgctaagatacagatcaatttcaacaagttcatagtgtccatctgtaaggggtagagtttccattggacaaccactccagtgcaa
aactcttaacgtacagggaatattgcagagaatgggagatttcacgccgtctaaaatgaggagctttagctgacatatgtttgagaaagctaaa
tcattccaatacagttcatcccgcttgtcgtatagaacaatgctacgtgttgctttagtttcctacatcaaagaaaccgttgaaaagtctatgc
tgattgaaacaaaataataataataacaactaaataaattgtgtccttagttacttaggtagtatattaattctatacattttataattgtgaa
aaagagtgggcacctaccttgttttgtctaagtacaagatcgatatcgtcttcacaccacaacctgcttcgcttactagcatcatctggagatt
cttgatttacaataagtttgcccatttcttcaatcagatcatgcattctcagagtatcctccccatacttatcctgctctattgtgaccaatga
tctattaatcaaaatatcaataccaatttccgcatgatgaccacataattttaatatctttgttgcataatctcttgatcttcctttgaagaaa
catgaaatatctagaaaaatgttcttttccatggaatctaaaccatcatagcttattttcaatacatcaataatatcggaatgggaagaattct
ttatttttccaatagcactatgccaaacttcaatggatctgcaataaagataggaccccaacactttaagtgccaaaggaagaccgccactata
attgactacttctttggacaaatccaaaaacccttctgtaggttctggcagtttaaaagcttttgaacaaaagagattaaaggcttcaatttcc
actaatccttcaacctcataagtttcatgcaccccttgttcctgtagcaaatgttggtctctggttgtaattattattctgctgccagaaccaa
accaatcttgctctccagctaaattctctaattgcttttcatgatttacatcatcaagaacaagaagaacttttttgagacgtaacgagttttg
aagtattgctctcccatcatactcgctataaagagcagttgaactaatacccatttgatcaagaagttgtttttgtatgtcaggaatatctttt
ttctcacatcgctcccttacgtcagcaagaaagcaagcaacttcaaatctacttcgaatagtttcaaagacagctctagcaatagttgtcttac
ctatgccgcccattccccgtatgcctatatagcgaacatcattcaatccaaggcctatttgacaaatcacttgttccactcttgaatcaatccc
tataagattcttcattgaagatggcaactttggaatcagtatttcatgtatatgtttagaaatgctttccacaagtgctgcctcattcctattc
aggaaagatatttctttgtaaatctagttagacaaagaacgagaataaagaaacaactttttctttagaaaaaaaattataataagagaaagat
aaacaatgcaaactacaaaaattctttctttttcaacccacgtactggaaacttgtggatcacaccagtccagtccagttacaatagtattatc
tttcgctcatattgccaaactgagtctcactctcaccttgaccttattgtctaaaattcccccatgagttttagtctcaagaaaatcagttata
acgaaagcagtatttaaattgaattattacttgaaaatagttaatatcataattctatgtatattatattgttaaacatttttaattatttata
cttgatattccttaataccctcaattagatgccatattattaaacttttatattatgttctcaaatccttaaatcaagatattctatcaaacct
tgaaaataaaaaacaaaaaacacatgcaacagtttttaggctaacatataattagtattttaatttttatgtttacttaaaaattaagtgaaaa
agatactcaagaagaaaagtagactatgtcagctaaaataagattgttggctatatgtttagatataaaaaaaaaaaaaaagctgaaaaagagt
aaaacaactaagccattttgtttcaactatctctgagcttttgaatctaataatataattaaattaattttttactaagtcacctcccattttt
taggtaagcacaatttaattttacttttataattaaaatctctctaattatcttattttaaaatctagtctcttattttataggaaaagtacac
ccaccaaaattttggtgcggctaggtatcctatcaaaatttatcccttaattagttattatatataaaaatttaacaaaataattataataatt
atttttatatattatatctcaaatattcttaatttaaattttaaacttcaaaatcatattcccttaaatttaaatttaaacctaataaaataaa
aataacaaactaaaattaaattctaactaaattaaaattaaaataatactatcaaaatcattttttccagttctaagtgtggtatataattatt
aataagagtaataaacacaattaatttttggatgaattttggatgtattaaaaaattatttagcaatattataattttatatatgttaaaaaat
tatttatattaaaaaatataatgacgaatttaaatgaattttggatgtgtatcaaaaatattttgtatgtgttatcttattattttggatctac
tgaaaagttatttatattaaaaaattataaacacgaattttagatatgtaccaaaaatattttgtgtattattatcttattattttggatgtta
taaacataagtaaaataataaaaagaataccaacaaaataatcatgtgagacaaagtaatgttgaagcataataatatagcttttcaaaataac
aatattactggatataaataataaatttttttagtgacattttttcttaacttattatttccttggataaatctttcacaattaaacaaacata
tataattatttacattatctgtaggggattaactaaattagcaaactaaatatatttacaaaattttataattcagttaaaaatataattatat
tatttctaattttaaaattaaaaacaaattgtgaaaatggctaaaacaaccatattttcaatgtttttctatttaaaaacaagacacagttctc
aacaaaccaataattacatttcttaaaatataaaacattgaaaataaaaatatttaaaaaacaaataaaaaaaaatcacgaaactttgaacatg
catagaataagaagtcaagtattagttggcttaccgatttttggagtgccaaccagaataagcagcaacttgtgttaacgcatttcgccatctt
ttaaccttctcaccgtcttgtctctgttcgtgtttggtgagagcttcttcgaaggttcctttttggtgcctcacatcagaaggctccacatcat
agaagaccgtcacgatgtgttggcccagcttcttgctgcagtcaaggattttgcagagctcatccaaacaccaactggaagaagcatagttggg
tgagagaactataacggcaaacatagactcttcaattgctttcaggagttcatcggaaataacatcgcctttgcgaagattgttgtcatcaata
tacgttgtgattccattcctgttgagagcagcatagagatgactagtgaatctagtgcgagtatcttctcctctaaaactcaagaacacgtgat
aggtgtatgatcttggtgaagttaaggaagaagaggcttcacctaccaccaatgccatttgaacaacaatatagtcatgtgtattgaggtttga
tgtccgcagcttctgacaatggggtgaaattatagtcgcaatttgagagtataattaattaattaattatgactgattacttcaattaacaaag
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aataatgagagtgatcgcgcgtgtttgtggattaaggaaattggctggaaactgcttggatagcttccgtaatacgacaaaggagaaagggtat
aattataattcattgacttgactttgttattgcaaaatcgttcgtatgggtaaactattatttagtgtgtgtttggattaccgtttgcaaacgg
gagtttgtataaaattgattttgcaaacttgattttggttaaaattaggtttgtgttaaaatgatttatgtttggtaatttttgtatcaaaatg
gattattgtaaaataaatgttgtttggcttataccatttaaaatcacttttagaaaaaaattactaaaatggacatcaacttagattttttttt
atattatcctattattttaatttagatatttaaatagattttattagttaattttataataaaattaatatttacttactaaaataaaaataac
atataaaaatagacaaaatatttttttaaataaaaataaaaattatatattttagatatatatatatatatatatatatatatataagaatatt
taatcaaatatgttacattttttaagtattaaatgtcattttagtatttttttacatcgtactcttattctagtactctcaataatcttattct
taatattaatttgaaatccaatgtttatgattttattattatatatgattaattttttatttaatttatcttttttaatgaaatcataatttat
attataaaaaattacactaaaatatagtataggagaattacaattataaaaaatagtactgaaaataataaaaaaaattaagtgattgaaacaa
atttaaaagttcttaatgatctttttatataatatatttttaatatttttagtactctttttttagtatgttataattttttactattattatt
atttacagttaattttttatttaatttactttacctaatagaattaataaatcatattataaaaagataataacaaacataatacataaaaatc
acgattataaaagtgtataatgtcaaacaaatagttaaaaaaataaaaataataaataatagaaaattagagctcatataaatagaaataacaa
gaattttataaataatacaataacatatacaaaggataaagttggtaaaaagtaaataaaaggttagtatctatggctaaaagcccgttaagaa
aacgcagaagctaaaaatagttgcttcttgtaaacgctggttttggcaacagaatcacttctgcgttcatgagaaaaaaaatttgccaaaccaa
aagttgaaactttcaaaaaatttaaacgtgtttcttctcttccaacaggtttccaaacacacccttagagtttggtcagcacgatacgttcaga
tcaagttcgtctaagtatgtggattataaaaactagttggtttaattttttattttgtcataaatctcaattttcaagttagaattatttttat
gatcagtctaatgagttgtatattttaaaaataacaaattggacaaaaaaaattaaattttatgtaaaaaaaatttcgaaaaaaattatttttg
tgtagtttacaattatataggttataattaattttttctagacataatttttctaatagcattttagtagcattttcttatattaaataattat
ttttaacttttagtttcattttttttacaaattatttgtcaccgtccaaaataagttatttctggcacttaaaaagttattcccaacaagcctc
aaaaataaatttaaaaaaaaaattattaataaaattttctacaatactaacaccacatacttacatatcagatttaactcaaattcagcacaaa
tttagtttaagatttactacaaaacatagtctaataattttatataggtttaattactctgttagtttttatagttttatcaaatttttaatta
ggtctctaaacttttttttctttcaatttgatctttatacggttttaattttataattaaattttttctaatataaaaaatattagagttaact
gtatatttttcataaattgaaggtctttgtaattaaaaacttaattaaatctttaaccgcatgtattttggtaaaaatattatgttaattttaa
tatttttaatatgaaaaagatgtaattataaaattaaaagtagtgtaccgatttgacccaattaaaagaaaaaaaataaaaaaatttaattaaa
aatttggtaaaattataagaattaacaaagtaattaaacatttcatataattttcaagttaataagactatatataaaaatatttacaaaataa
actatctcaagtcactgtggttaaatctcgtctgtggtgtatatggagcactttaataagatttatcaagatagttatatactgcatgtagagt
actttaacatatctaaagatttatcaagatatttacacacaagacactatgttcttaaacaataaaggtccaccaattcaagtgatactagact
atcaacgttcttatctgaaaaggaataaagaacaataggataataagttttgtaatatagtggtaaacaaagcagttatactcacacgagacaa
ttgtacaaatattgcacactttttagcttgcctaaaataaataaattatagtaatagtaaataaaatatattcaaacacataagtaaatttatt
ataataatagtgatagaagtatattccaacacatagatgattagtgataaatattaaatatttaaatttttaatattcttttataaaaaaataa
acaaaaagattatctaatctagaaaatcatcaccacaatagacataaaaccaccagcacaatagacataaaatcacacttagatgattttttct
ttgtgtgaatttgaaagaaacatgttccactaattttataaatataatcagaaatataccattttatcttatatggtcttgaaaatataattat
atttgattaagctaaggtacatcaaatttagcgtctactacctgtagtttctgtcatactacaagaaaaatgttgagtactatcagatttaccg
ttagatctaacgtcgtagagtaactgcagatttaccggcgaatttactgatgagttggacatcaaattcgtcaagttaaattattttcaacgga
tttacaattctgatggtaaaattgccggtaataattgaaggtaaaataaaaaaaattagcgcatcctttatctttagggtcagatttatcggtg
aaaaaatctaatgataaacccaattaatgaaacgcttcgttttggcgatccgcaatacgtggccgttgcattttttcgagggtaaaaccgatgg
taactgtgccataaatttgaagcgcaaatcctcttcccctcattcgaatttctctctctctctctctctataactctctcgcctcccactctct
ctctaccccctctcatttccccgacaacccccttctctccgagagccactcctcgtcgtttttgttgtcaccgttgtagttgccgaattctaaa
cgatttgctaccgctactgctgccgcctacaccgctatcgcctatgccgcttcttcttctcatctctagtgctcttttttagataatgtttcta
aacttagggttatctgaaatttcgatttgttgatatagtttataaggtttatttgctgttttgagacttctgattattgttgattatttagttc
taaacatagaatactgaacttatttaaaacttagggtttttttaaaattctaaatttagtgttctgaacttatttagttttaatttaattaaaa
catattctgatttgtgttccttatttaatttagatcttagggtatactgaacttgttttaaacttaagattttctaaaattctgaatttagtgt
actgaacttgtttagtttaaattttaattaaagcatgttcttatttctattccttatttagttttgaacttagggtactaaatttgttttgaat
ttaggattttttaaaattctgaacttagggtactgaacttatttagtttcaattttaattagaacatgttccgattctaattaaaatatgtttt
attattgttgatttgttctgaattagttattataatttataaaattaatttgttgttctgatttttttattattgttgattattgttgatttgt
tctctttgtttggttttgattaaagacttcgatagtaaatcacattgattttcaatgttttaagagtaaaaatgatagtaaattaaaaaaaaat
caaatatgagattattttaaattacttatgaatgactttttatttgtatacggaaaaaattatacatgtagtaatatatattgctaaatatttg
tgaagttagaatatgcacttacctcttttgttttatttgatttcaacggataatatatttctttaactaagtttaacgtagtttattttgacta
agcattttgaatgatgttgggatatgtttagcacatttttaattggtatgctctttgcagacatgacaataggtagaggtattgcggatcagcc
tagtggtcatagtagagggagagtttctgctggtacccctgtgaattctagatcctctccctctagtccgactacccgatgatgtcacaggttg
ggagtgcatcggaccagccattcatcatggtccctaatcccaactacgtccctacgtcctacggtgacactgccgcctccatctgcttagtagc
tcactgtctcggcgacgccacctccaacaacggacaccgcggcgctggaatcctctcatggaagccagtcaactgatgcccccaccacctcgca
tcatacatatgacgatttgacctgatggcggaacgacgaaagtactactttaagtcttttatatgctgaaagtgtttgataagtcgtgattagt
gattcttgatattgattctagttttagtggatttagggttgtaggtttaaattgataaaagtgtttgatatatactgattattgattcttgatt
attgattctagtttagtggatttagtggatttatggatgttgcttcttgattattgactgttgttcaatgagtgttgacaattggtgctgttta
agttaattgttgatggacagaatttgtggcgcattccagttatagatgaaattttgtcgaaatttgtaaagaactctatatattatggttattt
gcttctgaagttttaatttatattgtcatattggttatttgtgaattgttgataggtttacaccaaacaacaacgcatgtactcgagatgacca
acatcatcaacttgatatacgaccatccatggccgaaccacaaaaaagatcccctttgagatcagagagtggtggttttagaagtggacggtaa
aagcttaatatagtcaaacctttttagctatgtatgatatattttgattaactaattttaaagttttgttgtgtagctaaactttatataggac
aaggagcacgatgccctcattaagaaaatatacgaccatcgaatgggtaagcagttacaatagatgctggaggatgtacgtgaaccacctcact
tcttggcttcgcccagaaatcaagaaggctatgtacgtttactgggccgatgagaggttcaggcatcggtgtctcacaaagaaagctaacaaag
tattagccaggtgctccaagtataccggcggctcaacaactaagaccaggctggtatgtaacttctctaattttgttattaacttagttatatt
ctttgacatatcattagtaaccatgttgaaactgatacactcttaccttctgtaactatactgctatgattataatttacattacaaaataaat
aaattagttaaaaatacatcccttttaaaatggcatatatgaaaattgaagcaagagactataaagctaccaaattaccaaatacagatttact
cctgtttttttttttcggtcaaactgtgtaaaacataaaatttattttcagtgtgccttgctactagaaactgaactggctggtgaacttagct
agaaaaggtggacagtaatttcactcaagtgaggtccaattggttataatttataaacaagtgtaagtttgttacattttactgatagtaaact
caataattctccaagtactgactttctttagtatatgacgtatgcgcagtttccatagaataaaaaatttcagtaagataatcgtgacaaaatg
gttattacttttataatttattatagagttgatttcaattgaatagtttcaagctcgataacaaaccataccactgaagatagaaaatatccaa
aagagtagaattgattactcacttctgaagacaaacaaatcttactttagtacaaagttgaaacatgaaaattcacctaatgtacaacttaaca
agataacttgctgttcaaatgagtgtcaaaatttcatatgcatttctgagactgcatctatgcatctcctccatgttcatcattggaaatgttg
attctacttccaatatccaaccatatcagcttccaatattttttttttcagttataaacccatttcctcaatgcttctcttctagcatcttttg
tcttttcttgttgggcctctcagtttcccctttgttcaaatgctcaacttcatcagtatgcacccaacatgcagcagagctcaatatttttggg
ggatattcaacattgatattttcaaacgacagctcaaaatgaatggctttccgagtttcttgatcacttaaacaatcattggtcatacaaaaca
tacacaggtgataaccttgatgatagcaaataggaatgctgctggttatgactctatcaccattgccaacggccaaacggagtgagagggaaaa
ccagcgtttggaaggccgcactaggaaacataaagcaatccctagcctttcacttggatggcaatgatgtgggaaggggactaataagcagtta
ctttcttgtctatgaacaaaccatgatggaatatttgtccctggaatcaccatttgcaagacctcaccagggcctaggctagttgatgcaaaaa
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cagaacatgcctttgataaattattgaaactgcgtgtgtccagtgaatcacaacaccatgctttcagttctcttatacttgaaggaagctccgg
caaactttgaagccttttgcaaccatttaggct 

 
>AD25F09-PH-B11.RM 
tagctagtagtatagtaatagactaaatatcttttttgctctgaacatttgctaaaaaaattttattcggtccccaaccatccaactaattgat
ctaagcggcctctaacacatcaataatttaccattttcagagttgcatagaccaattacttggattgttgataactaattagaaatttttaaat
tgtgtaagaacgctttgtctttcaaacaaataattaagaatgaaaagaatatttattgaaaataatatgacagaaaactcgccattccttacaa
aaagaaatgacacttcggcctctaccattattgttttgagacaattgaaccctccattaaagaatttgtcaaagagtaatatacacaataataa
tagtagtagtagagttagaagttataacgatgagaatgagaaaggcataagtagtcaaaggggagtgagtagtgatcttgacccccaaaatttt
gaactatacttttatataagatgtgtctaaaaagataaaaaaaaaacttatgtggtatagtagttttatatgtaattattttttattatgtgat
gaatttaagtcttaattattgcaatcgctaatatttttacttaattaatctaatatcatgtcttcaagttgtatttttttaattagtttttaac
tttttatatactcatttctatatctgttttttaaaaattcgtttgattttttaacaatgttaaatatgttcatattattatataaaagattaat
aatgatttacttttttatgttttggtaatcacattgtatacttcagatgttattttcttgtcaaaaatattaatttttcttcttatattgttaa
aaaataaagttttaccttctttttttatcttaacttatttcaacaattattttattttgagatttgtagcttgtatagttgtattctataagta
ccaatatctttgagataattaataatttatgatttgttttcaaatttttaaaaaatcaattttaactaataagatatgtgacaatttcttaatt
atacatatagcttattgcaaataaattttgtaaaagaaattttttttgtaaacttctgttgtttgggtttgtattgtttctttctctcttatta
caatttttttttaataataaaaattgttgctttatttttcccatgtcttgctagacttacaaagaaattctcgttacctgaacagggacgaggc
agtacttgtggaaaacattgctcaacatatatttgaaatattaattccaaagttaccatcttcaatgaagaatcttgtgggtattgaatcaaga
gtggaacaagtgattactctaataggtcttggattgaatgatgttcgctatatgagcatatggggaatgggtggtataggtaagacaactattg
ctagagcagtctttgaaaccattcgaagtagatttgaagttacttgctttcttgccgatgtaagagaacaatgtgagaagaaagatattactca
ggtacaaaaacaacttcttgatcaaacgaatataagttgcaatgcaatttataacaagtatgatgggaggacaatgattcaaaattctttacgt
ctcaaaaaggtacttcttgttcttgatgatgtaaaccatgaaaagcaattagagaatttggctggggagaaagattggtttggtcctggaagca
gaataataattacaactagagacgtagaggtggtaaaggaacaagaggtgcatgaaacttataaagttgaagcgttagtggaaagtgaagcctt
taacctcttttgttcgaaagcttttaaacggtcaaaaccttcaggagggtttttggatttgtcaaaaaaagtggtgaattatagtggtggtctt
ccattggcacttaaagtgttgggttcctatcttaatggtagacctattgtggtatggcatagtgctatggaaaaaataaagaagtcttcacatt
ctgaaattattgatgtattaaaaataagctatgatggtttagattcaacggaaaagaatatttttctggatattgcttgtttctttaaaggacg
tgggaaagattatgtaacaaggatactaaaaggatgcggtcatgatgctgaaattggtattgatattttgattaatagatcattggtcacatta
gagcaggagacattcgggaaggttactctggggatgcatgatctgcttgaagaaatgggcaaacaaattgtaattcaagaatctccaagtgatg
ctagtaagcgtagcagattgtggtgttacgaggatgttgattttgtacttagtcaaaagaaggtacatgtcattttttctttcaaccataggat
gcatagcattaaataagaatttcgcaatgtatttaaaattctatctctaggtaactaagaaaactattttttgtttttatggttatctctatcg
gtagagcttttagttttgtcattggttttttagttgtttatttattgttattattattgttgttgtttgtgtgtgtaggaaaataaagcaactc
atagcatcattttatataacatgtaccgggtccgggagattgaaaggaattggggagatttggatagaagagatttatctttctcaaatatatg
gcagctaaagcttctcattttagatggcatgacagctctcattctctgtgatattccttgcacattaaaggttttgcattggatatattgtcca
atgaaaactttgccctttacagatcaacgttatgaacttgttgaaattgatctgtcttatagcaaaatcgtacagttatgggatggaaagaagg
tagaccttttcatcaacaacactatcaaattttattacataaacatatccagcaaaaatagtaaccatgtgatatttctttgttttgttcagtt
tctaaaagatttaaagcacttgaatctgtccggctgctacaagttgaagcaaacgccagatatttccgaggttcccaatcttaaaacactttat
cttgtggagtgtaaggagctgaattatattcacccgtctctcgcacaccacaagagccttgttgaattgaatttacggggatgtagcagtcttg
aaacacttgcagataaattggaaacgagttcactcgagagactaaatctatgtagctgctacagattgagaagattgccagaattcggagaatg
catgaaacagttatcgattcttactttgagatttacagacataaaagagctaccgagtactcttggaaatttggttggtctgtctaagttagac
ttagcggcattggagtctattgttcttcctgtatcacttggatgttttgttggcctaaagaagttggatttaagtggatgcaacgagcttagtt
gtgttccgtacggtagtcatggcttagagtccctcacagtttgggattcatctgacaactcaaatatcgttggccttttgagttctctttctct
tctgacctctttgagtagtctgaaattatgggtgagttttcccacatctaaagagtacgatcttggccacttagcatcgttgacggatttggat
ttatcgtgcaacagtttttcaagagttccaataagtatccatcaacttcccagattaaaatgtctggacctaaataattgcagttttttggagg
ttttgccagagcttccatcaagtctaagagaactacgcgcagaggattgttattcactggatgcatccaatgtgaatgatgttatatcaaaggc
gtgttgtggctttgtagaatcagcaagcaaagattgtgaagaaatcttgcaaatagtgattcatgggaaggaaattccagcatggtttgagcat
caggaacaacataacacagtatcagtctcattcccgcagaattgcgcttcaactgaaaccgttgcacttgccctgtgttttctatttgaagacg
aaacgttttcaaatgaacagccatcgatgatctgcaacggtaaggaattcatcagtaagagtttattgaaggtgtcgtcgtgtatatgttctga
gaatttgttcattgtctgcctgaacggttactattttagtaacctgttaagccaacacaatcgcttccaaatgctatttcccaatatcgaagtt
cagagatgtggagcacgttgggtgtgtaagcaagacattcaagatttcaagaaatgaaaatcccaaacagcaacaagaaaagcaactcttgaac
tgaacatggacgcgatctcgcattcttcagcttctagattacctttatgattgccaggtttagatatcttcaggcaaatgattccccatgtttg
aagctcttgacagagctcattgcatgcatctaactgcaatgtgagaaccaagaaagaaatgtaaatctgctgaagggcgtatatatatttgggg
cagactagtcgttcttctgggggtgtcacaaatgcagagaggatcttgtgcatatgaaatttgggcatttgttttttatggagaattcagaatt
atacctattgaagcttcacttttcatgttgcttcagctagtcctcagaaatcaggtaattgaaaccatttttcatgttgccacagcagagtgat
atttggaaagcatgatgagacagactcagattcattacagagggaaagcgaaatatgcaggccatggtgagtacgtaccaatgtcaacttagtt
tctgttcttgtaagttgtaagtttcgaattgttttgatctgcagttattgataaagaataacctatatgttgtctagttatgtgggctatgtct
ttggtgtacctcatcagaacttttattactcatgtttgatgacacattctctaaagttcttacctgataagcctttaatatgttgtttctttcc
ttaactcatgtttgatgacacattttttcaatttgcagacatctttcctttccaactatgtcaaggtccagctttcagagaaaataatatacat
tggacaaaggcaactatctgtgcctaaagtacattatatctaccattttccaatcaagttcatcttgaattatatcaaaggatttgtcagtgca
ggtgcctctctagttttgattttttatccttcgttaatttgaaagcttctgttcttatgttgaaaattaattgcggtcttaatattgatgtaag
aaatttccttttataattatggtatgaaggatacaaaaataaaatttccattttgagaaattactataagatatgttgatgttgatgtcttaat
attaagttactagaaaattgcaaattcagatagaagtatgggacatagctgtcttataaagtagaggtttgaacaattttctttcttttttttt
tttgttgaaagataagatacactgactaaaaagacaaggatttactcggaaactctgttgcttcaagctgataaatgtgatcaattaagctcta
tagagattcatggcattggaggaatcattgtattttttccttctttgctgtaacttattttctgataaaaaatcttgtagcattctcaggaaaa
ttatatataaatttaaaacatgtatgatgcagttctatgaaggcttaatgaagataattaactgaatggcttaagccaatttatatatcctggt
gaaataactttgttttctttgcttagtttctttgctcctcactaatgacattattttgtgttaccagcttcaaattacagcgccagttggatac
tttctcaaacaggctccctaatgacattattccaaccatgctcgactgtggaaagcatacagcaccatattgcaggtatatcgaatttcaaaaa
tgctattcgtacaccaaaatcagtcattaatatatttgtgtataaatacatatgtggtttagtttattttcaatgtatatttgtattccaacat
atattatatattttatattggcggctgactttagtggctaattttaatgtacacttggcataatcgatctaatttagattactgttggaaatta
tagcatgcctgtaggtacactaaataataattaatacagcatataactatggttcctgcctgttatatgtgcactacagtcaaacccacatttg
tcgaatatcaagatttacttgaagatcttgaagagaaactatcttcaattgcaaatacggaagaataatgaaagtgaatctacatttcacaaat
ggaatgtattgttccctgttgaagtaaattgctgactgggtttcatcgttccccacatgattgtccaacaaatcatgcaccccaattaaagacc
atgcatcatttgcctttgaatcacttgattgtgaggactggaaaatgtcgtgtccgtgctggtttaccatgatcttgtttacaaatcatattgg
tggttgtccattgaatctggagtagtgcgtgtagatagaggttagaagtatttgtagggaggcttgtgcatgtttgaggatttcattattcttt
taactttttaatacacattttgtaaagggatttattgattatgcttctgaattttgatagctcaacattcattgtgaaatttattgattctgca
acttgtacttttctccgttgtgtgagagtaccatggaatttttgctgctttcatgtttggtacttttcccctgtaagctaccatgatgttagag
ttagcggaatccattttgaattggaaagactttctcatttacagtgttatttcatgtgaattaatcactttgcttagagaaggtgactcatgtt
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gaaatgagtatgattttctcattcattacggagtatatacacggcacttaccgcctaactgatttctaaaataacagacttataattaacttgc
caccactaattatcttctattcagtgattgcaagatccttccacgaccttcgagtcattagtttttactttttagtgaataaagaaagaactgg
aagtgtaaaataaatcatgtcttgctaagaaaaaataaaggggtctatactcttatatctgttgtccaaccaaattaatttccacgcgctctct
gttggcagtgatgaaggcacttcctatacgaaattccctttgctcttcagttttcacaacttgaattgtggaaacaagaaaaaaaagaaacttt
ttggtatattcggtattatattataagtcaattttatagtgttttttatttggtgtttaatttatttttatgataaattttaaatattttaatt
tctctatttttaaattaaatattaattatttgatttttttaaacaattaaacaataatttttaaatactataacatacaccgttatattatatg
ataggtatgtgatgattgtagtttattctttacattattaaaaatgagattcagtcaatttaatttaactctaaaaatttataagataaaagat
gtcttatatttataaattatttagagactttattcacaaaagtgatgagatttataatgcaatttttttatgtctagcaataataatctttata
atgtttcctgtctgcttcatttttcccacagagcagcgtccacctcactttcctttctctcttgcatacgacttttttaagtgatctcgttaac
tctctgaatcagtcttcaaccaaacacaactcttggatcttctgtgcacatagaattcaattcttcttgaagcttctaacagatggcatccagg
tcctcttctggttcaattccactaccaccgccaagagcatgcacctatcacgtgttcttgagtttcaggggtgaagatgctcgcggacgattca
ctagccatctctatgacgccctcaacagaaagggaatcacaacctacagagatgataacaatcttcgcaagggtaatgttatttcagatgaact
cctcaaagcaattgaagagtctatgtttgcagtcatagttctgtcaccaaactacgcttcatccacatggtgcttggatgagctctgcaagatc
cttgattgcaagaacaagctgggactacatatggtagcagtgttctatagtgtggaaccttctgttgtaaggcaccaaatagggacctttcagg
aagctttcaagaagcacgaacagagacacgaccgtgagaaggttcaaagatggagggaagcgttaaaacaagttgctgattattctggatggac
ctccaaaaatcagtaagctaactaatcattaacttacgcttgttatgactacaatttatctgctatacaccgttcaaacttttaaattcataat
ctaatcaaaactaaaaataatttgtactattagattgggatcatatctcatttttaacaaattgtatagactaaattttagatctaccttttat
tattagattataataataaaatagtattattatagattagttaacctgtgtcataatttaaagttatcaaatatgttaagtatacgtaaaaaaa
attatttgtatgaaatatatattgaaatatagtatttttgtgaagtaatatatctatttaatttattcacaaatatataaattgacattgtgtt
tcatttttttttgtacacataatgtttttgtaaatttattataagaagtttttaaaatttttgttttaataaattcataataaatatattaaaa
atttaaaattttgtgtgtttttcataaaactttcttaattaataacttaattttattagatatacataaaatattacccatcaaattagtaatt
agtataaaatatatgttaaaatataaaatatatattaaaatgagttaaataatatatatatatatatatatatatatatatatatatatatata
tatatatataaactgatttagtagctaattttttatacgcaaataatatttttgtagaaattttaataatatgtctttagcaaatatgttagtt
aaacttttattattgctattattattttattaatataattaatttattatctgttttagtttattcatatattattactatactcaattaacat
cttaatatgaaatttatttattttattaacttaagttattttattttctaatactaaaagtttaaatattttttatacctaatagaccgcaata
tttataacatattattagacacctggttagtattcttaaaatgccatttgttagaaaaattatttaaaaaagaaaattagtagtgtggagttca
gtgtggtataatttgttttctaattcttttttttttaacttctcaatgatagtatactataaaaatttacaagaatataacgataagaagaatt
actcttcttctttcacaatgaatataaaattttttcaaaaaaaaaaaaagttatgatagaaaataattagagcatttatctcttttatatttcg
atgaacaaaaattgatacagatagaataagtcaatcggcaaaatggttcgtcaaatttcactagctaatcaaattagtctcttcaaactttaaa
ttgaagtcgttgtgttctaagttctaatctaactatcagaacgtcatcctctcattcatacttcctcttgattcaaaactttacaatcagatta
taagattattagataatttggatatgccaattaatcacttattaattaacaattgtttgaagacaaaatctataggtcaagtactaatataatt
catattaggtattagggagactactttaatagagtaccagtttgatcaagatcaaattcatccaaaatggaaaagtggaaaagtttggcagaac
taagaaaaaattaaaatataatcaatgtcaaattaaaataatagaaaaatttaaagaattattttaattatttgatctaaataacacattaatt
ttacatgtgataaattgaaagactaccgtagcttacacaacaaattgaaatgtcagtcaactaactgaaagatcgtcctttataaacccttttg
acttgatgctaatgcagcaatgctccacttcatacctaatgcagtatagagtcattttgtgtgtagatgtattacttctaatctaagtaattgt
attggtgtgatctgtacgtgatccgcagttttctagttcgtgggaaaaaaagagacttttttttttattaaattgccttgttctcttttgtata
gtttttctttctccaataattttttaatttattttaataaaattagttgttttgctttatttttcttttgtcttgctagacttacaaagaaatt
atttttccctgaatagagatgaggcagtacttgtggaaaaaattgctcaacatatccatgaaatattgattccgaagttgcccccttcaatgaa
gaatcttgtaggaattgattcaagagtcgaaggagtgattaatctcataggtcttgggttgaatgatgttcgctatatggttatatggggaatg
ggaggcataggtaaaacgactattgctagagctgtctttgaaaccattcgaagtagatttgaagttagttgctttcttgccgatgcaagggagc
attgtgagaaaaaagatactgtccacattcaaaagcagctgcttgatcaaatgaatataagttcatatgctgtttataacaagtatgacgggag
gacaataattcaaaactctttatgtctcagaaaggtacttcttgttcttgatgatgtaaatcatgaaaaacaattagaagatttggctggggag
aaagattggtttggtcctggaagcagaataataattacaactagagacttagaggtgctaaagggaccagaggtgcatgaaacttataaggttg
aaggattagtgaaaagtgaagcctttaacctcttttgtctgaaagcctttaaacagccagaccctacagaagcgtttttagatttgtctgacaa
agtggtcaagtacagtggtggtcttccattggcacttaaagtattgggttcctatcttcatggtagacctattgtggtatggcatagtgctatt
ttaaaaataaagaagtcttcacattctgaaattattgatgtattaaaaataagctatgatggcttagattcaatggaaaagaatatttttctgg
atattgcttgtttctttaaaggacgtgggaaagattatgtaacaaagatattgaaaggatgtggtcatgatgctgaaattggtattgatatttt
gattaatagatcattggtcacaatagagcaggataagtacgggaaggatactctcagaatgcatgatctgattgaagaaatgggcaaacttatt
gtaaatcaagaatctccagatgatgctagtaagcgaagcaggttgtggtgttatgaggatgttgattttgtacttactcaaaagaaggtatgcg
tcgttttttctcaactataggatgcatagaattaaaataagaatttgacaatgtatttaaaattttatctaagtaactaaaatcttatttttgc
ttttatggttatctcaatcagtatagttttttccttggtttttttaattgtttatttatttatgtgtatttgtaggaaactggagcaactcata
gcatcgtacgtaaggtgtattgggacacagaagagggtgagagagagtatagggagattaaagaaaattggagagatttatctttctcaaatat
atgccagctaaaacttctcattttagatggcgtgaaggctcccattctctgtgatattccttgtacattaaaggttttgcattggagaggttgt
ccaatggaaactttatcctttatggatcaatgctatgaacttgttgaaattgatctgctcggtagcaaaattgtccagttgtgggatg 

 
>AD25F09-HIII-P2G03.RM  
agcttgttgcatttgtaaaaggcactcaatttgatttagtggtaacatgatcttgctgaataatctcctttccgatcattttgttccagtcaaa
gtttaaatttctttgatggctatcaattacaggagtatctacaacgcgaaagatatgggagtgctaggttggagaattttgcttcagggcttga
actaataagccaaaaggtctgaggttttaatatttggaaaacactggtttcttgttgactattcaatgcactttcttggttttaaattacagta
acgtaacattgtgttgtcttttggcctccctttccttcgtgttttattttgttcactcttggtcaaatacagtgatgataacctcaaatttctt
tgacttcctactatgtgtccattaaatttaagctgttcgtttaaaaagaggcatgggtttattagatattgttgctgatatttagtgatattgg
agaggcacataatccttccttcttgtgctcttatttcttttctctttgcttatttttgcttctcattaatggaattattttgtgcaatcagctt
caaatggaaacgttacagagccggttggatgcagactttctcctggctcatatgtgctctgtaaagttcaaagaatggatagttgttcttgcta
ccctattaagacgatctgaggtattgcattgtgatattgcatacatgcatatagcatttcttcactcccattgtgcttttccttctgtaaaggg
aggcatttagacatggtattggcatcttttcccattttagctggttcactttgttggcaagtgcattcttctgatgagattttacaggtgcttt
tcgacttgttccaacatgatgttcggctatggaaagcatacagcatcacgctccaggtatatctaatttagattactgttggaaattatagcat
gccattatgttcagtaaataataattaatatagcatataactatttttcctgcctgttatctgtgcattacagtcacacccaacatttgttgaa
tatcaagatttacttgaagaccttgaacagaaactatcatcaatttcagatagggaagaataataatagatgatctgcatttcacatatggaat
ttgttggttccctggttgaagtaatttgctgagtgcctttcatcgttccccacaagattgtctgacaaatcatgtcacaccaattaaggagcat
gcatcgttccgttgtaattaattgattgtggggaccggaaagcgtagtttacgtgctggtttaccatgatcctgtttacaaatcatattggagg
taatccattgaatccggagtagtgcgtgtagatagaggttagaagtatttgtagggaggcttgtgcatgtttgaggatttcattattcttttaa
ctttttaatacacatcttgtaatatgtcttttattgtaaaagcatgagcagatccatctgtacatattagttacgcttctgaattctgatagct
caacatttatagcaagtggaatttattgatcctgcaactggtgcttttctccatagtgtcaagagtaacatcggttttttgctgctttcatgtt
tggtacttttcccctgtaagctaccatgatgttaaaattagctgaatccattttgaattagaaaggctttcttatttacattgttatttcatgt
gtactagttactttgcttagagattaggaaccagagaaggtgattatttagatcgagaaatggaaggtggtttttttacttcaaatttacttgt
cagctttcaacaatggctgatggtctaacataattttcaggtgtcctaatcatttttgttcttcaatcggcatgtgctttgcttgtgcttctat
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tattcgttaaattttggtgaagaaagactagaatcgggattttttttttaaataaatatatcaattactgaaatatgtatttacgagcgtttta
accgaagagtatcacaccacttatctcgtttaccctgtaaacaagataaggctgaagaagacgtggtcgtatactcgtatcatgtttatacacg
tgttgtctaattaaagttcaaacacatgctataattagattataatcaaacacgttttaaatcatgttatgaatttcggtataatcaaacgtgc
tcaaggtaataaactcaagaatccaaatcaaaattcagactcgtgctataattggattataatcaaatatgttttaaatcatatattacaaatt
tggttataatcaaatgcgctcaggtaataatcaaactcaagaatctaagttaaagtttagactcatgctataattagattatagtttaacacac
tccaaataacattacaaacttcgattataagcaaattaaagttgctttctacacatgattgataaactgtattattatctcttaaagttggtct
ataaaatcaaatatgaataattgaatagatcctatataagaagaggtgtcaaaggactttgactaaagaaaacaaaaccattgagcttcttcca
agaaaagaaaaaaaaaaagaaaaaagaaaaaagagcaatggcaagcaaattgcatattcggtcatcaaacagtttgccaaatggatttcatcta
tggtcctcatgaatgcaagagcaattgagcaaccttagaaactttgaagcaactagcacatctgagtcagttgccaaaggctttgtccttgtta
aaagatgtatacttctccttggataatcttctcaatgttagttcaatccaaaaggttatttcttataatttaagtgtgaaatgctttcaaagag
atcttggatggcttaatcaaagtcttggatgtatgtggcatcacaaggaatactgtcatacagataaaaaaaatatataaaattccttcattta
tctaattatatattaacatttcaaatcaagaagataaagaacaaaagagaaggtgcaaggctgactaattaaggaagaacaagcttatattaac
atttcaaaaagtacaaaatgattcatgtaacaataaatctcttaaaattatgccactaattaaaatgtaaaccatttgcagaaataatacacta
tcaaactgataaaccaaatagatatataatactgtcacataataataatgaatgtaatgatataatggatcaaaaacatgttacagacgttaaa
acattgaattctcctatttttgatgacctgaaaaaaatgccaagttatgctattttagatgaatagcataataaaatgtctaacaggcctaaaa
ttggcacttgcattacaatagaattattaattcataatacaatataaaagaaagaaagaaaatgaaaaagaaaactataacattgactattgag
atttgacttttgagacattaacacctccaaaaaaccattcttgtaactcttgagtctgtatctgatcaacatgttatattaatttcacaaaatt
ttaacttatacatgagtcattcttaaattttgtttcaaaacctcctcgtcctgtcttattgcttggatgataattatcaataatcattctcaat
tctttatcagagaaatgtctaacattatcaagtggagataacctgagaaacaacacaagtaaataaattgcataaggcattaaacataacgata
aatgagtaacattgtctatataaaagaattaataattattgccttagaatttttgaacaaaccgtagcagtattttatcaaatataaaccaacc
agtataacaatcaaagatttctgctgtcaatagtaatttggttatgtttttgctggcactaagtaggcgtcaatctcaagacattcaagatttc
aagaaatcaaaatcccaaacagaaaaaaaaaaagaaaagcaacttctgaactgatcatggacatcatctcacattcttcaccttctaggaggat
ggggaggagtatgaattgggtttccatggaggagaccttttgtaatatgagcatttggaggttgtatttgaaatcgacagctaatttttagtca
cacattctataaagctctttcttgataagcctttaatatgctgtttcttctcttaaaacagctgcatttttttttttcaatttgcagagttctt
tccttttcagcattgtcaaaatccagctttaaaaaaaaaatgaatacacatacattctctcttcctagaattttgtatcattcaaaggatttgt
cagtgtaggtgcctctctatttttgattttttatcttcctttagttttaaatgcatttgaaaacttctatttgtatgattgtggaatatgaact
ggggtcaagattttgccttctgtaattatgatgagctgaaaaaacgaatgaaattctgttttcttttcctttgttctgcagatctctatgaaat
caattttaaatttaagatttgattatcttttttttatgttctcactatttgatttaatttatcttatttgtaatcttttcaaatcttgaaatta
acttatctttttttaaatcagaagatatgattgattgaaagatttaattttaatttgtcaaacaaattaacatatagaagtatatataagaaga
ggtgcttgattgaattaagcatacagattaacgctagctttccaaaatttgtgcccaactcacgttctcttcattgctaaagaaaagaatggaa
acgcatagagccaaactatgctgccaatggttcccatgcagaccacgttcttcatgcagaagcaagaacaaactgaaagaatctctcatggatt
ctgatgattctacagttgaggtgccgttctcaagcacgatcaaggtagcaaccgcttttggttactgtcttgaaggggataccgaggagaagga
gaggatgatgaatatcaagaaaacaaaaagagactgttttattcaaaataaacagtgtgatttcaacgatgatgaacttgaagttgttgatatt
ctgtttaacctccccagaaacttcttagagagggttaatttagagacttctaacagcgttgtgaattcaagctccagtgccgatcaagaacggg
tttcaaaggaggcttccaagaaggaaacaaagaaactagtcaaccaagaaggaaatagccccagtgccgtgaattcagggccaagtgctgatca
agaacgggtttcaaacatgaattccaacaacaccgttaacttagtggattctcggctcaaccaagaaccagtcaaccaagaaccctctgaattg
ccacaaaatttcaagaacttgataagtgatatgggtggcagcaggatcactctgcttattgaaaaaactctctacgaatcggatctgaatccac
aacaaaaccggctttcgataccgtcacggaaggtcaaggacaaagatttcttgcttcccacggaacttgaaactctggaggagaaaaagggaat
aaaagtgaaactgatccaaccgtcgctggaaattaccgagttgactttgattaagtggttcatgcacaagggtccaaagtcagagaaagtaagc
acttcctatattctgaggtcaaattgggtccaagttgcaaaggctaacaacctagaaaagaatgatgttgttcaagtttggtcattccgagttg
aagagaaattatgcatggcaattgtcaagctttgactcattgtttaattttgtttttctttaatcatttttagcctaatttactcactgctgga
attatgttgataaatcagtgacgaactttgttaggttttttttctatctttatgatagttggaagaattaattatatatttttatgttttgttt
taattataaagttttgctttacatttttaatgatcttgataatatgaaattagtcatcatcaactacttcctaaaaaaatatgaagtgtctgaa
agagcttatgtatagctggaattgatgatcatcgaagatctttgaagtggaaaagatgaaggaaagacaagaaagagcagaattgaattgccat
gataatataatattatactgatgtctatgtatacaaccatacactgcctgattttcataaacagaaagtcagttatcttatataaatatagaaa
gttatagattaaaacatctaaatatgtagaaatttttctaatcattcatacttattttgaatttagtagactcggttttttcctttttacccat
atgtttctttattcggcttcagccctcagaatttgttctttgttacatttttttttgacacttttaaaatttcacaaatttgatttattgcagc
taagtcttattaaaccaaaaacattcccatatgtagcctgataccaaaaatttataaccaaaattaattttgataaaattgcaatgtaaggggg
tactgtgtaaaccacatggaaaatcatcaactgtaacataaaaattgcagagttaatttccccttatatctttgttgttcaggttctttatctt
taaacataaaaatatttttaaatgagtgaattctactatatctttaaaccaaaatttattgattgaaataaattaatttatcatagttatttaa
aaaacttaaaaaaacatgttttgttgctgtaactatttaatagtccaaatgttatgggatggtcgaatcctttgcctccttagttaaatacagt
gatgatacctcaaacttctttgacttcccattatatctgtgttgattgaattttagctgttacttgaaaataggcatgggttttattaggtact
tgttgctggtatttaatgatattggagagggaacctaattcttccttcttgtgctgttatttcttttcccttagcttattttctttgctcaaac
tattcatacagcaccacactgcaagtatatctaatttagattactgtttgaaattatagtatgccattatgttcactaaataataatcaatata
gcatatgctatctgtgctttacagtcacacccaacacttgttgaatatcaagatttacttgaagaccttgaacataaactatcatcaatttcaa
atacggaggaataatggaatcgaatctctacatttcacatatggaatgtgttggttccctgttgaagtaaattgctgagtgggtttcatagttc
cccacatgattgtccaacaaatcatgtcaccccaattaattaagaccatgcatcatttgccttggaatcacttgattgtgaggactggaaaaca
aattgtacatgctggtttaccatgatcttgtttagaaatcatattggaggtagtccattgaatccggaatagtgggtgcagatagaggttagaa
gtatttgtagggaggcttgtgcatgtttgaggatttcattattcttttaactttctaatacacatcttgtaatatgtcttttattgtaaaagca
tgagcagatccatttgtatatgttagttatgtttctgaattttgatagctcaacattcatagtggaatttattgattctgcaacttgtactttt
ctcccttgtgtgagaataccatggaatttttgctactttcatgtttagtacttttcccctgtaagctaccattttgaattggaaaggctttctc
attatttctcgtgcacttgttactttgcttagagattagaaaccagagaaggtgaatcatagataaatgagtatgattctctcattcatgaccg
aaatggaaggtggttatttaaataacagacttctaattaacttgccacagtctaacgagttactaacggacataattttctgaatttggagaag
ttcgtccaagctctgcgaaatttgttacaagacgaacttcaacaaatgtgcctataacaaatttcgcctaggccctaatcaattcgatttatat
gtaaattaatttgattcgatttatataaaaatattcaacacataatcaattctaatttagaacggttgcgtaattttaaaatctattattttat
tagcatatggcgtaaattaccctgaattaatgcagatgcctgctataaaagaagcacttgcattgagagcttaaaaagagcacgcgcaatggga
gtcaatcacttcttgctattctcattggttgagaataattcatttagataggtgagagacacaaaatttaaaattctgtagggattttatataa
ttatcttttaatttatatttttaatcatgtttaccaaacccttcactacccagcagcttccgcttagtttcctttcttcttaacttgagtgatc
ttattaattacctcttactctcgtgcagcagcacacacacacacacacaccacaatccacttcttcaaacttcaaacatggcatccacctcttc
ttccgcttcaatcccacgatcatgcacccatcacgtgttcttgagcttcaggggagaagacactcgcacaggcttcactagccatctctatgcc
gccctcagaaggaagggaatcactacctacaaagatgacaataaccttcgcaaaggccatgttatttcagatgaactcctcaaagcaatcgaag
agtcgatgtttgcagtcattgttttctcaccggactacgcttcctccagttggtgcttggatgagctccaaaagatcattgagtgcaataacaa
gctggggatccagatcgaagcagtgttctacggtgtgaagccttgtgatgtgaggcaccaaataggaacctttcaggaagctttcaagaaacac
gagcagagacatgaccgtgagaaggttcaaagatggagggaagcgttaacacaagttgctgcttattccggttggagctcaaaaaatcagtaag
ctaacaaatcattagttattactacaatttatctgctaaacaatactcatatcgtatgtataaaaagattattgaaacataaaagaagtgtacc
aaaaagtaaggtagatcgatcagaagcaaagaaacaaactcgaaaattttatttatgatttgctgaaagctttctaaatcccgcattatgacaa
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ccgcgcttatccactatgtaatgtagttctttttatattcaaaaaccatataagcagtatatatgtattacagacccaaacgaattactaaaaa
ctttaattcaaatataattgtcaaatataatgttatttagctagtagtatagtaatagactaaatatcttttttgctctgaacatttgctaaaa
aaattttattcggtccccaaccatccaactaattgatctaagcggcctctaacacatcaataatttaccattttcagagttgcatagaccaatt
acttggattgttgataactaattagaaatttttaaattgtgtaagaacgctttgtctttcaaacaaataattaagaatgaaaagaatatttatt
gaaaataatatgacagaaaactcgccattccttacaaaaagaaatgacacttcggcctctaccattattgttttgagacaattgaaccctccat
taaagaatttgtcaaagagtaatatacacaataataatagtagtagtagagttagaagttataacgatgagaatgagaaaggcataagtagtca
aaggggagtgagtagtgatcttgacccccaaaattttgaactatacttttatataagatgtgtctaaaaagataaaaaaaaaacttatgtggta
tagtagttttatatgtaattatttttt 

 
>AD25F09-PL-B03.FM 
gaatcaaacaacttggcactcttgtcacaattggagcccaacaatatcaaacaagcccttgaagatccatcatgggttaaagccatgtaagagg
agcttgcccaatttgacaagaatgaggtttggaccttagtacctcatccggatggtaagaaagttacgggtactaagtgggtgtttaaaaataa
acttgatgaggatggacaagttgttcgtaacaaggctagattagtggcccaaggttacgatcaagaagagggaatagattttgatgagtctttt
gctccggtagctagaatggaagcaattaggttgcttcttgcctatgccgcccataaaggtttcaaaatatttcaaatggatgtaaaatgtgctt
tccttaatggctttattgatagagaagtgtatgtggctcaaccccccggttttgaacataaagaatttccaaatcatgtttttaaattaactaa
ggctctttatggtcttagacaagctccaagagcttggtatgaaaggcttagtgccttcttgttggaaaatcattttcaaaggggaaccaccaac
actactttgttcattaaagtttctaatgatgacatccttcttgttcaagtttatgtggatgatattgtgtttggatcagccaatgagtccttgt
gtgaagagtttggaaaaactcatgactagtgagtttgaaatgagtttaatgggagagctaactttctttcttggcctccaaattaaacaaactc
ctagtggcacttttattcaccaaggcaagtatgcaaaagaattaataaagaaatttggcttagaaaattccaaaccaatgggaacaccaatgca
tcctaacactaaacttgaaaaggatgataatggccaagatgtggatgaaacacggtatagaggaatgatcggttcactaatgtatcttacttcc
tctagaccggatattattcaaagtgtgggtgtatgttcacattttcaatctcacccaaaggaatcccatctcacggctgttaaacgcatcatta
gatatattaagggaacaagtgagtatggcttatggtatcctaaaactaatgacttttgtgcagtagggttttgtgatgcagattatgcgggtga
tagagtggatagacgaagtacttccggcatgtgttgcttccttggaagctcactcaacatgtggtcaagcaagaaacaagccacagtggctcta
tccacagctgaagctgaatatatatccgcatctgcttgttgttcacaattaatttggttaaaaacacaattggaagattacaaattaaaaatca
atagtatacccttgttttgtgataatatgagtgccataaatatttcaaagaatcatgttttgcactcaagaactatgcacattgaaattaaata
tcatttcataagagaacatgtgcaaaagggtactattgatattcaatttgtgaaatctgaagaacaacttgctgatatttttacaaaacccctc
tgtgaagacagattctatttattaagaaaaagcttgggaattgttgatttaagctctgttgaaaatttttgaaattttgattctgttcaatttt
atctcataggtttggacgagataaaaatgcatgcatgatggaggagctatgattaagggggaggcaacgcagaaataaattttatgggccccac
ctaacactttctgaacccatcattaccgttaagttgatttctctttccttgaaaaataaaatcacaaaatctcttacttgtcttttcaaatctt
gttggaaaaatcacattgtcaaatcaaatctttccttccaactaatcccttgattcaaggaaacttctttttgaaacctcctttggttaataac
cgtgtcataatggtcattaacttctccattatctctcttcaatcaacatttaatgccttgtaacctccctccacttaccatgtcttcggccatc
tcttcatattccaactccatacactcttctcaccatgaaaaagaaaaccgcccccagaaaaagtgaacgcattcttctctctcaaaaatctcct
actccacagactcatactcatatccacattcattcaacctcatcatcttctccttcaccaccgtccaaacaaacaaccaccatgagaaagaaag
taattgcacacaaaagttcaggccgaggaaagaacaagcaacctgtagttgaagaagaagaagaggaatcaacttctctcctatgtttgaagca
ctgaaatggaccccattggttcatattcagaaactggtttacccggggctggtccgggaattctatgcaaacatgcgcttgattgatggctcaa
tccactcttatgtcaagcgagtctacatgactctcactcctcaaaccataagcgctgctcttggatatgaagatgaaagaccgaaagtgtacat
gactgacaaatgggatgatcaagttagagtctcacaacaaacggttttgcaacaaatctgtgcaaacccttctggattagatggattaatccca
acccatcgagcacttggtcccgagaactcagtcttacaccgcattatcacccacattctcactccacaaagtggttctcatcatagagtaacag
tttctgactctattattttatttgctcttattacctcttctccaatctcatttgcttatattatgatacgtcatatgtgggaggcagataaaag
cacaaaaaaggctaatcttccttatggaatgtttcttacatgtatctttgagtattttaaggttgatttgtctaatgaaatggttgagaacaag
gtatcaatgattaaaggaggaggaggagcttcgagcaagaaagggaagcgcaccatgccctctgacccatcactcagcgatcttgagagtcgcc
cccctgaaccatccaatgtgactgcatcaattagggaagttctcaatgaatttcgcaacatgtcacaattgatgttcaaatcccacaaggctgc
ctggaaattggcgtatgaaaatgagaaggcttggaaaaaatgtcatgaaagggttggcttcatgatccaaagctttgaggaagaaatgggaaca
agggaaaatgaagaagattctagttctgaattcaatctttctgatgattgatgactgtttctttaactgttatttgatattggctccattaggc
tcaatctttttttgtagaagcatgacttgatactcactgctttctgatactttgatacactcttactactttattatgaatattttgttatgta
gtaagtattttgtgcaggtgccccttgatgacaaaagggggagaaaaataaaaaaattgaaacagaaacaggggaaggagaaattcaaaacagg
ggatgaaattttcaaatgaaaattcatgatcacccttgtttactgctgctggaaatgcatgttgaatttgcatttgtttattgctgctgaatgc
ctttggcatttgattatgatatgcatttgatgatataaaatgtttgattattgatatgcatattctgaactatcttggtaaaatatgtttatat
cttatttaccttgataaactgaaattatttttggcagtttattaaactgtgatatttaactgccacattttgattatgtgtgactcaaaaatat
tttccttacttgaataatatggctctgatattttggaaaatattttgaacaacattgtttttgtgatcagttgttgtgtgaatagattgagcag
aaaatcaattatgataacaaatgagttttgattatcaccaaactctgctcataaatcaagcattcaacattttcaaaataaatatgttgaataa
cattgttacttgaagcttgattaaattgttataggttagtgcttcccttgataaaaatggcatatattgagggggagctatgtgacaatttgaa
agggggagaaattcaaattcaaagggagtatttctttactcaatctttaaatttctttccatttcaattttaataatgtttgtcatcaaggggg
agattgatgagtttggaaaactctaaattaatatttgtgatgactaaacattattaatatgataaattgcaaaattaattttggatttaatgtt
gattaaattaattttataatgcaggtttatttgggccgaaaattaaaataatttgatgcaagcccaaattaaaaccaacaatcagccttgttac
gtgttttctattatgtagctgaattgttgcattaaaagggccaagctcaatgttgttgtaacttagtccatatttgattttgatgaaagcttcc
tatgcttgatccaaatccatcaggaaagcaaatgttacaagttgggccaagaataaacattattgcaaccaagcccaacattaatgaaagtttc
catgctttatccgaatccatgaagcaaagcctcaatgcttccaacggattccatttcactctttggaaggatttgaaatttaattaactagcat
ggggaacatgagagagaacttgactttgatttgatgggaatcattatgattagtgctgcacgccacccagggaagtaaaagcaagctatcttca
attaatttgtttaatcactttgaattgcttttcttcacattctctcttctctctcatctctttccttctctcttcggttattacacaggaaaca
atggcttccatgaaagcaaaatggagctaccgaagcaagggaagaacaagctacaagtccatcacaatgatggcaagaaaacataaaaaattca
aaatgagctgtgactgagattttcaccaagaatggtaagatttggtgaggaaatctcgagctcttcatgctcaaaaaggaagaagaagattcgg
ccagcaaagtgagattcttggaggcatgacttgtctttgattctgctcaaccaccacaggaagtagctagagtggcgaagtgatggaagaggca
gagattgaagcagatgaagtcatcatcatcatgaagcatcaagggccagaaatccatcttggagagcaagccaaggatggagagctcggattga
tgaagagtgatgatcaagaaaggattagaggtaattgcatgttgggttttgcatggttatctcttctctctctatgtggccgaaccggttctgt
tttcttggagaagaagttaagcttggtttgatttttggtttcaactatggaggcttcactcctctataaaaggggtgaacagccatgacttgaa
gcaaggagttagaagtaagcagtgagagtgcaaggcacagaagtctcagagctacctaagcttacagcttttcttctcctttaatgtattctgt
ttagtatttttctgtttaattttgtcatgtcttgagtctcatggaaaaaggcaaacagtgaggtttgtatgaaaaagccatagagcggaaaaag
gcagagagtgcaaaattaaaagaaaaagccatagatgtccttagagttcctttgttcatctatgttgtgtttcatgattctgtgggaatcccct
tgtaagttgggttagcactttacagtttgtaatctggttgattatagtgaaattccatcattgttgtgatggagactggatgtaggctgcactg
cacttagcagctgaaccaggatatatctgggtgtaattttttctctctcctactccaattctgttttctactgcacaggagcaaaaaccaaaat
gtctcgtgccaagtgacgagacaaaatgaaaaagtctcgtgactagggacgagctaaaaacagaaaagtctcctctaattccagcaagtataat
caaccaaaaaaagggggctaagattcaacccccccttctcttagccactgaaaccatcaattggtatcagagcttggtctcaaagagatcaagc
tttgcagcttggagaaaagatccagatggtagagaacagtggcacaaacctggtctcctacaatcttactgaaggacagtcaagcaacagacct
cctcttttcaatgggaaaaactatacctattggaaggagaaaatgaagatctttatgcaagcagtagactacagactatggaagatcattctag
aaggccctcaatttccaactgacacaagtgctgatggagtaatcactctgaaaccagaagcaagatggactgaagaagatagaaagaaagtgga
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gttaaattccaaagctgtcaatcttctcaactgtgctatcagcttcgaggagtaccgacgggtatcacgttgcacaacagcaaaggaaatctgg
gacaaactacaaatcacccatgaaggaaccactattgtaaagaagactcgaacagacatgttgaacagagaatacgagatgtttgcaatgaagg
aaggagaatccatcaatgaactgtttgaaagattcaacatcattgttgttggcttagatgctctggaaatagtatattctgattatgtgctagt
gagaagagtgttgagatgtcttacaaaagagtgggaaacaaaagcactaattatttctgagagcagtaaccttgattccatgacacttgatgat
ttgagaggaaactttcttgcttttgaaaacacttatttaaaaagagagtcaaaaaagaaaggaattgctttttcttctgtaactaaccctctgg
atgatgaatccagtgataatacctctgaaaatgagtttgttttgtttgccaaaaaattcaggaaaatgatgaagtttaaatgaaaaggcagcag
ctcaagaaaaatgaagaaggatcttagcaaggtaacttgctataattgcaaagaggttggccattacaaatctgattgtcccaagttaaagaag
gaagaaaattcaaagaaaagaaagaagaaaggtctgatggcatcatgggaagatctagaaaatgactcagatgatgatgatgagaaaaccgaaa
caaaatcacaaccatgtctcatggcaaatcacatagatcaggtaacctctcataactctaacattgaggatcttcatcttatgatagatcatct
ttctgaaaaagtaagatgtttcctgcttgaaaatcaagaacttgaacagcaaatcaccattcttaaagctgaaaacagttttctaaaagagaaa
gtaagagaggccgaaactgcttgtgatcttgttgaagaaaataagcagttaagagcccaaattagaagctgtaaaagtgaccattctgtccttg
catatgtggactgttttaaaagaaatgaagagttgtttaaagaggttaaaagacttaaggaagacttagccaaattcacacaaagttctgaaaa
tcttaatcaaattttggctagtcaaaaacctctttatgataaagctggattggggttttataaatctgaaaaatctcttttgagaacaaagctt
catcttctaatgacacaaggtttcaagatcccacctattttgacaaaaaggcaactccaagattttgtaggttatgcaaccgaagaggtcattt
tcctattcaatgcttttttggtgaaagaatgattggtgataaaatctacaaaattattttttattacaatgatttgggacataggagatggttt
aacgtgaaaagatccaagaaaatttggatacctaaggttacttgagctcatgtttgtaggtatgcctagcatccaagaggaaggaaaatatgtg
gtacatggacagcggatgctctaggcacatgactggaaagacaaccttcttcataaagcttgatgaatatgatggaggacttgtcacttttgga
gatgatggcaaaggaaagatagtggctgttggtaaagttggtaaaagtttctcttcttgtataaatgatgttcttcttgtaaatggtttaaaac
ataatttacttagtgttagtcaattgtgtgacttaggatttgaagttattttcagaaaatttgtatgtttagttgtgtgtgagaaaactgggga
tattttgtttgaagccaagagatgcaataatgtgtatggattaactcttgaggacttaaaagaacaaaatgtaacatgttttacttcttttgaa
tctgaaaaatggctatggcatagaaagttgggtcatgctagcatgtaccaaatttctaagctagtaaagaaaaatttggttagaggaatcccca
agatcaaatttgacaaggaccttacttgtgatgcttgtcaattaggcaaacaagtcaagtcctcttttaaaccaaaagatggaatctcaaccaa
aaggccattggaaatgttacatattgatttttttggaccaacaagaactcaaagcttaggaggtagacactatggtttagtagtggtggataat
tactctagatttggttgggtactttttcttgctcacaaaaatgatgcttttcatgccttctcaactctttgtaagcaaattcaaaatgaaaagg
atttaaaagtggctcatttgagaagtgatcacgaaaaagaatttgaaaacatagattttgaaaaattctgtgatgatttaggaattactcataa
tttttcatgtcctagaacacctcaacaaaatggggttgttgaaagaaggaatagaagccttcaagagatgactagggctatgttatgtgagaat
gaggttcctaaatttctatgggctgaagctgtaaatacagcatgctatattttgaatagaacaataattagaaaagggttgaaaagaacacctt
atgaactatggaaaggaacccctccaaatcttaagtacttccatatttttggatgcaaatgttttgttcttaataacaaagaaaatcttggcaa
gtttgatccaaaatcttatgaaggaatgtttgttggatactccaccactagtaaggcctataggatttatctcaaagaacataggataatagag
gaatccatacatgttactttttgtgactctaacttaattcccagtactgtgatagataatgattcagattgtgaagaagctggaccatgcaaag
agaatcccaagtctgcccaagttgaagaatctgccagtcaggatttgtctcgtcaaattggaggagacaattccattttatctcctgagccgga
acgagaaactgaaacagtgagatcaacagaagctcatcaaagctctacatcacaaagaaagcccagagaatggaagtctatgaggggttatcct
cataacttcatcattggtgatccctcacaaggagtgacaactagatcctcaaccaaaagacaatccgaatcaaacaacttggcactcttgtcac
aattggagcccaacaatatcaaacaagcccttgaagatccatcatgggttaaagccatgtaagaggagcttgcccaatttgacaagaatgaggt
ttggaccttagtacctcatccggatggtaagaaagttacgggtactaagtgggtgtttaaaaataaa 
 
>AD25F09-PN-C10.RM 
ctagtcctgcaggtttaaacgaattcgccctttgtttttctttttattgttcatgtatgttagttagtctattgtatgttagttagttcaaatt
caaattttgtatgctaggttagatagaaataattgcggttaggtagctagggctggatagaggattctaggcctgataagtgctccgttcatgc
ttatttgctgtctgctatttggatgttacatgctgatttttggactgatttttatgcaattcatgttgcctgaatgctacatcactgtcacttt
gcctaattgatgctgttttctatgcttattgtgacactctgctatccgggaacgtccaaattttaagccggaatgctgcccgattttcaaggaa
attggtttcattttgatctttatttcaaacttgggcaactttcctttccttttaacttcccggatttacacaaccagtgtgaacatgcaccaca
atcttttctttttaattgtgcaacaaaatgtcatcatcttcctaacctacttttctgaactcactaacttctttaactaattactttccactcc
tctttaacattctttaaccattcttttacattttgatgacattattgccttttgaatatgaattgttgccctgatgaggattatatcttttggt
tcatttgttcacttacggtttgcttgattcacttttgcatattcattgcaacatcatgattgtttttgtcatttgtctcctgaacatgccttct
ttgctacatgctaaatgttttctatattctatcatatttttcaggatgtccgacaaaggcaaagccatagccactgcctccaaaaagagaaaac
actctaccccttctcttccttccacatataagaattatgccaagaatccactgaatgatgtggacaaggaaaaccagttattgccttctaccaa
tccggacaagttccctaatctctactgtgagctctggttttctaaatatcggactacaaagctgaacattgagaagaagctgcttctccctact
gatgtgagacggtccattgacggtcggatccttgagttaggtatcaactttgttgaccgggatttgggggatattaatgtgtcttgggtgaagg
aattttactgcaacttcttccgtccgacattggattcggttcaggtgaggggtagggagattatgatcactgagactgccattgaggaggcgct
acagtgccggcatatccctgatgagctgtgtgcccatcagcaggctgagttagccatacacagtatgaccttcgattatgaggcgctcaggact
gttattgggttaccagaggctacttgggttatggatgccaacaacaccaagccgaaagggatgttgtttactcatttgactagggaggccaaga
cttggcagatgatctttgcttgctatgtcctttccaccacccacttctctgagattcctatggagatgcttctactgattgggtgtgttatgga
ggggaaggaggtctctttccctagactcatccggcaatgcatgtggcgggcgcatattcgtggcctacttccatttcctacattggtcacgagt
atggcggccctagctgaggttccatggttggatgatgatgtgcgaccaccgccccctgatgatgatgacagggaggttactatcccctggggtg
gttgggtgcatgagagaccacttgctagacgctgttctcgggccagagctgttgtggggacaccttcaccatcagcccctacagctgccccatc
atcctctacagccgcagctccttcatcatccactaatccaccagcagcacctgagcctacttatctcctagtccagcgtcttttccggttctta
gagcgtgagaagcgccatgtcagacgccgtctggatcggattgaccagatgtttgtagctcagggccttgagctacctcctcttcccgattctc
cgccctccgatgagcagggtcatgaggaggaggctgcagaggcgccggttcagcaggatgcccctgacactacagagccacttgagactcagga
ggagccggtcccacagtcagagccagagcctatcgttgtacctcccactgatcctccggtttagcatcgaggatgatgcttggttttaagtgtg
gggagggcaccggtagcattatttgggaaccggtgaacttttcggcctagttatcctattttgcacatacattttgtatatattttgatgcatt
tctagtttgctttagacacttttactgcttagtttggattttagatattttgatgcttttggatatttttagatgtttcggatgatagatttcg
tacttctagttggatttttctttatacattttgtttatctttgtctttagtttgtggttgtgattagaaatcatattttggattgcaaatattt
agtcacccttttgcataatatattggttttaagtggaaaaaaagaaaagggtgaactaaagaatttctgaatttttcaatcacaacaatgctta
gtcaaatattgaaattttccaagaagtttaaatataggcattaacccaattgattgaaagaaaatttttggtaaaacttgcttgaatttcatac
tttgtgaagcatgtattgaactaagaacacaagcttgtgagacttgagcctattgatgtggttacattttatagccacttattttccattcttg
tgtgaattgctctctttctatgattgtaatccttgatttgcttgattctatatgtccatctatttcttgcatttatgcgtttatatgattgagg
ccattagttcattagcccacttacccaaatagccaaccttttattctccattgttagccaattttgagcctatgcttaaccaacttattctcaa
tttagcacattacaagcccaaggcgaaaaaccaataaaagtccttgtttggatctttgattagtctaggctagtgagagtgtttattattcaaa
gttggtaaggcttgggaacattggatgggataaaaagggtagtatactttcatgtttaggaattgggtacatactcatgtattgatcaaatgaa
taaaccttatgcattgatgttcttgtatacagtttgaaaaaaaaagaaaaaaaaattgtatatggaaaaaagaagaaaataataaaaaggggat
aaaataccccaaagtgaagtcaataaaaaggaatcaatgcataggtatcatgaatcaaataaggatgcatgaatatgtaagaaaagtgaagaat
gggtagttagaatagtttgaacttgtataggtcattgtatagttaggtggggaagtctatgctaatcaaagattcaaccttagtccacttaacc
ataaatgatcctaccttgaccctaaccccattacaacctaaaagaaagacctcatgatgaatgtatgcatacattgaataaatgtcgactatta
gaagaaaatcaaattttggaaagcttgattagaagagaattgagtgaattgacccttaaacacttgagtgaatagagcggatacacatatccgg
tgagggttcaaaagttcaactacatgtgttcacccatattatctatattcttgcaagtttaaattctttttgataattcaatacaattgtggtt
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tggaattaattcctattgcctagcccttgtgcttacacatactctcttgacaatttaatgtgtttgaattaagcatttgcatttattttaagta
gttgcatttagataggattcatatagtttagttgcattcaataaatgtcatatcccttagttccttcttattttagcatgaggacatgctaagg
tttaagtgtggggaggttgacaaaccccaatttgacggtttgttgtgtattgaatttagagtattttgatgaccttttgtcacatttagcctag
aaattagcatggttttgtatctctcccatatttgtgcctaaagtgtaaaaacatgctttttaagccttattattgatgaattctaatttctctt
tgattccataagatgccttgatgtgtttgttagtaatctcaggatgaaataggctaggcatggatcaaaggaagcaaggaaggaagcatacaag
tggagagaagcacaaaaagccaaagaattgatccaggccatgcacgcgtacgcgcacaaggcgctcgcgcgcacattgcgaagtaggccaagga
cgcgcacgcgtaccgtgcgcgcatgcgccgatgatggcacatgacctcactaatgcaacatgtgcctggcgatttgagagggtttctgaaccca
ttttggcgccaaatgctaaggaagaagaataaaaggatgaaggattaaggggaagaaagaaaggggagaatgaactaggaataacacacacact
aggattagttttagtttagtttctagagagagaagctctcacttctctctagaattagaattaggattaggtaggttaatctctcttcttagat
ctaggtttaattcatgctttgattcaattttcctttatcaattctcaatcttcttctcttcctccttctagttatgtgttttaataattgtaat
tcttcattttgttttggatagattgttgttcctttatttcctttcaataatgcaatttgagataattcatgtgattgtgatgttgttgattgtt
gttgattaattctttgcaataattgtagttagattttattcttgttgtcaatttactatgcttttcttctatgccttccaagtgtttgatgaaa
tgcttggttggattttagtgtagattttgttcctcttggcttaggtagagtaattagtaacacttgagttatctaattcctttgttgattgata
attggagagattgctaattggtttggagtgcactaaagctagttttttcttgggagttggctaggacttgtggctcaagtcaattcatccactt
tactttcctttatttagtaagggttaactaagtggtagcaatgaacaattctcatcacaattgagaaggataactaggataggacttctagttc
tcacacctcaccaagagccttttatagttgttagcttactttcttgccatttatcttccatgcctcttatcaaaaccccaaaataactcacaac
caataacaagacacttcattgtaattcctagggagaacgacccgaggtccaatacttcggtttataaattttaggggtttgtactagtgacaaa
caactttttgtacgaaaggattattgtttggtttagagactatactttacaacgagatttcattagtgaaattctaaaccgtcaaaaatccaat
cgtcaaaatggcgccgttgccggggaattgcaatggtgttatgttattggttattgtatatatatgaatattgtgaatatgtttgctttttgct
tctttgttagtttttagtttgttctctttatttgttcctattttttgtttttgccctctcctattatcatgaattctcactttggctatgagtg
tgattacaattatgttgtaggtgatgagaactttgatgagaatgtgtatcaagaatgggataaccaaaggtgggaggagacatatgcatatgat
caatcttcatggcaacaacctccaccaatgcactatgaagaagagccattctatgatgcataccaatcaaatggctatggtgaatctccttgtg
actttcaagaaccaccaccatatgcc 
tatgatccataccctcaacataattctca 

 
>AD25F09-PG-G04.RM 
ggttgtggtgttatgaggatgttgattttgtacttactcaaaagaaggtatgcgtcgttttttctcaactataggatgcatagaattaaaataa
gaatttgacaatgtatttaaaattttatctaagtaactaaaatcttatttttgcttttatggttatctcaatcagtatagttttttccttggtt
tttttaattgtttatttatttatgtgtatttgtaggaaactggagcaactcatagcatcgtacgtaaggtgtattgggacacagaagagggtga
gagagagtatagggagattaaagaaaattggagagatttatctttctcaaatatatgccagctaaaacttctcattttagatggcgtgaaggct
cccattctctgtgatattccttgtacattaaaggttttgcactgggaatgttgtccaatgaaaactctaccctttacagatcaatgctatgaac
ttgttgaaattgatttatctcatggcagaattgtagagttatggaatggaaagaaggtagacattttcatcgatagttctatcaaattttatta
caatagcatttccagcaaaaatagtaaccatgtgatatttcttttgtgttttcaggttctgaaaaagttagaacacttgaatctgtactgctgt
aagaagctgaagcaaacgccagatctttctggggctcccaatgttaaaacacttaatcttcatggatgtgaggagctgaattatattaatccat
ctcttgcacaccacaagagacttgttgaattgaatttaggtaaatgtattcgtcttgaaacacttggagataaattggagatgagttcactcga
gaaactagatctatatgagtgcagtagtttaagaagactgccagaatttggggaatgcatgaaacagttatccgttcttattctaagattttca
ggtatagaagagctacccccaacgcttggaaagttggctggcgtgtctgagttggaattaactgggtgtcacaagcttactagtcttcccatcc
cacttggatgtttcgttggcctaaagaagttgaagttgagaagattcgtggagcttagttgtgttccatacaccactcatgggttagagtccct
cgaagtttgggatgattatgacagcccaaatgttgttggatttttgtgttctctctctcgcctgacctctttgagtagcctaaaattacatgga
gggtttagcatatctagagaagtgtcgaccctttactatgatcttggccacttaacgtcgttgacggatttggatttagagaacaatggttttt
taagagttccaatatgtatccatgcacttcccagacttacacgtctggatctatgtaattgctataatttggaggttttgccagagcttccatc
aagtctaagagaattacaggcacagggctgtgaatcactggttacatccactgtaaatgatgctatatcaaaagcttgttgtgtctttgcagaa
tcagctagccaagatcgtgaagacctcttgcaaatgtggatcagtgggaaggaaatgccagcatggtttgaggatcaggaagaagataacggaa
tatcagtctcattccctcataattgcccttcaactgaaaccatcgcacttgctctctgtttcctattacaaggtgtcatgtacttgccggaaca
gccatcggtgatctgcaatggtaaagaattcataaacaagagtgtatttgatgtggtttctgaccgccattctgagactttgtgcattgtctgc
gtgaatggttactattttagtaacatgttatgccaagacaatcgcttccaactgcaatttcccagtgattatgatctaatccgagtaaaaagat
ctggagcacgttgggtgtgcaagcaagacattcaacatttcaagcagtttggcatctcgcaaaagaaccctcacctcctctcttcgcttttcat
tcccgcagcacttggttctcatagctcatgacacagctttctcaatttattactcgtatgattgcaaaatttagatctcttcagctaaatggtt
ccccagattcgaagcttttgacagagctcattgcatccatccaactgccatgtgaaccccagaaaggaatgtaaatcttgggcacaatcagaac
aagcaaagggaatatacatatatttggggatgatattggttgttctttagggggtgtcacaaatgcagacaggttcttgtgcttatgacattcg
ggcatttgtttttgatggagaattatatctactgaagctctcctttcacttttcatgttgcttcagttagccctcaaaaatcaggtaattgatt
ctattttttatggatctatctcgcttggcttcatttagttgaaattattcaagcccaagatcaattcagtttgtataaatatgggcatttgaag
tttgttatttagtttgtaattctttttctttcaacttttgtaaaaaatatgttgggttctgatagaggagaatttgtattctgtgattactggg
gaatgtgcacctgtgttgaattgcgtgtttcaaattctggatataagaaaaagggggatgaggaagaatatgaattgagcatttggaggttgta
tttgagttcacgtgtgatggcttttctaattttgtttttctttttattgaatttccttcgaaaaaaatttaatcttggtttcatgtgtaaatcg
ttgcaatgaggttatagcgattcttttattgggttggagggtttcaggaagatggtgcttgagattgacaatgtttgaattttttttttcgttg
ctgcagcatagagtgagattggcaagcataatgtgacagattcagattcattacagagtgaaggagaaaatctgcagaccatggtgagtaccaa
tgtcaacttagttgccaattgatggtttcagtggctaagagaagggggagttgaatcttagtcccctttttttggttgattatacttgctggac
ttagaggagacttttctgtttttagctcgtccctagtcacgagactttttcattttgtctcgtcacttggcacgagacattttggtttttgctc
ctatgcagtagaaaacagaattggagtaggagagagagaaaattacacccagatatatcctggttcagctgctaagtgcagtgcagcctacatc
cagtctccatcacaacaatgatggaatttcactataatcaaccagattacaaactgtaaagtgctaacccaacttacaaggggattcccacaga
atcatgaaacacaacatagatgaacaaaggaactctaaggacatctatggctttttcttttaattttgcactctctgcctttttccgctctatg
gctttttcatacaaacctcactgtttgcctttttccatgagactcaagacatgacaaaattaaacagaaaaatactaaacagaatacattaaag
gagaagaaaagctgtaagct 
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