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RESUMO

O género Anastrepha (Tephritidae) é de grande importancia econdmica devido ao seu impacto
na fruticultura nacional. Estudamos aqui a historia evolutiva de Anastrepha fraterculus, a
espécie mais relevante do grupo fraterculus, o qual sofreu divergéncia recente e contém a
maioria das espécies de importancia econdmica do género. Para entender melhor o processo de
especiacdo nesse grupo, e auxiliar no processo de identificacdo taxondmica, precisamos
estabelecer marcadores morfoldgicos e moleculares envolvidos com as diferencas entre as
espécies. Genes envolvidos com a reproducao tém se mostrado bastante informativos para estes
propositos, devido as rapidas taxas evolutivas que apresentam, embora poucos tenham sido
estudados e caracterizados nessas espécies até o momento. Nesse sentido, esse trabalho tem
como foco o0 gene exuperantia (exu), que participa tanto da ovogénese (localizacdo dos
MRNAs bicoid e oskar) quanto da espermatogénese, uma vez que embrides formados a partir
de fémeas mutantes exu sdo inviaveis e machos mutantes exu séo estéreis. Assim, 0 primeiro
passo foi caracterizar estruturalmente e definir padrdes de expressao desse gene entre 0S Sexos
nos tecidos cefalicos e reprodutivos em A. fraterculus. Utilizando sequenciamento de préxima
geracdo (RNA-seq), identificamos um padrdo estrutural e de expressdo semelhante aquele de
Drosophila melanogaster em tecidos reprodutivos: os transcritos diferem nas regides nao
traduzidas (UTRs) 5’ e 3’ entre os sexos. Pela primeira vez identificamos a expressdao de exu
em tecidos cefélicos, envolvendo uma nova isoforma que € igual nos dois sexos. Em todos os
casos, as regides codificadoras sdo iguais, resultando na sequéncia proteica. Utilizamos essa
regido codificadora de exu junto com sequéncias de outras espécies de Diptera para investigar a
evolucdo molecular de exu em Cyclorrhapha, que sofreu uma grande radiacdo adaptativa
associada com alteragdes morfoldgicas e moleculares. Comparando a relacdo dN/dS entre
Cyclorrhapha e outros Diptera, encontramos dois sitios sob selecdo positiva em Cyclorrhapha,
um deles presente no dominio semelhante 8 RNA exonuclease de exu. O segundo esta presente
em uma regido ndo caracterizada para dominios proteicos, mas que é bem conservada e esta
sob selegdo purificadora em Diptera, sugerindo ser uma regido importante da proteina. As
mudangas adaptativas encontradas em exu podem refletir um ganho evolutivo que permitiu sua
co-optacdo para uma nova funcdo em Cyclorrhapha: a de localizacdo de bicoid na regido
anterior do ovocito, visto que bcd é um gene exclusivo de Cyclorrhapha.

Palavras-chave: Anastrepha; exuperantia; Splicing alternativo; Selecéo positiva; Co-optacéo;

bicoid.



ABSTRACT

The genus Anastrepha (Tephritidae) has several species of great economic importance due to
their impact in fruticulture. We are particularly interested in the evolutionary history of
Anastrepha fraterculus, the most relevant species in the closely related group of species
fraterculus, which has undergone recent divergence and holds the majority of species of
economic importance in the genus. To better understand the differentiation process and
identification in the group, we need to find molecular and morphological markers that are
involved with the differences between species. Reproductive genes have, in general, been very
informative in this regard due to their rapid evolutionary rates, although few of them have been
studied and characterized in this species so far. Therefore, the present study focuses on the
exuperantia gene (exu), which participates in both oogenesis (localization of bicoid and oskar
MRNAS) and spermatogenesis, since exu embryos from mutant mothers are unviable and males
are sterile. Thus, the first step was to use Next generation sequencing strategies (RNA-seq) to
structurally characterize and define expression patterns of this gene between sexes in the
cephalic and reproductive tissues of A. fraterculus. A. fraterculus has similar structural and
expression patterns to Drosophila melanogaster in reproductive tissues, in which the
transcripts differ between sexes for the 5° and 3’ untranslated regions (UTRs). We describe for
the first time the expression of exu in cephalic tissues, involving a new isoform that is common
to both sexes. All these alternative spliced transcripts share a common coding region, resulting
in the same protein. We used the exu coding region, along with sequences from several Diptera
to investigate the molecular evolution of exu in Cyclorrhapha. This group has experienced an
enormous adaptive radiation, associated with molecular and morphological changes, and by
comparing the dN/dS ratio between Cyclorrhapha and other Diptera we found that exu was
subjected to positive selection in Cyclorrhapha for at least two sites in the coding region. One
of the sites is present in the RNA exonuclease-like domain of exu. The second site is located in
a not characterized region that is conserved and under purifying selection in Diptera,
suggesting that it may be an important region of the protein. The adaptive changes found in exu
may reflect an evolutionary gain that allowed its co-option for a new function the gene
performs in Cyclorrhapha: the localization of bicoid in the anterior region of the oocyte, since
bcd is a gene exclusive of Cyclorrhapha.

Keywords: Anastrepha; exuperantia; Alternative splicing; Positive selection; Co-option;
bicoid.



PREFACIO

As moscas-das-frutas do género Anastrepha constituem um grupo cujas espécies séo
conhecidas principalmente por sua importancia econdémica na fruticultura, pois as fémeas
conseguem ovipor em uma ampla quantidade de frutos, tornando-os invidveis para
comercializacdo. As espécies do género sdo subdivididas em grupos, sendo o grupo fraterculus
0 mais estudado entre eles, principalmente por sua ampla distribuicdo e importancia
econdmica. As espécies desse grupo sofreram divergéncia recente e apresentam uma grande
semelhanca morfoldgica, o que dificulta sua identificio taxondmica. Nesse sentido, o
estabelecimento de marcadores moleculares entre linhagens é uma importante ferramenta, mas
trabalhos prévios do nosso laboratorio tém demonstrado que isso ndo é um processo trivial,

principalmente porque essas espécies ainda compartilham muito polimorfismo ancestral.

Genes que estdo envolvidos com a reproducdo constituem bons candidatos a serem
estudados em espécies proximas, pois em geral apresentam taxas evolutivas mais altas em
relacdo ao restante do genoma, levando a uma fixacdo mais rapida entre as linhagens. Além
disso, esses genes séo alvos importantes para estudos de controle ambiental (em especial, para
o desenvolvimento da técnica do inseto estéril). Diante disso, exuperantia, que é um gene que
participa da gametogénese em machos e fémeas, constitui um candidato interessante para
estudo. Esse gene tem sido estudado sob o foco da biologia do desenvolvimento no inseto
modelo Drosophila melanogaster, devido a sua importancia na ovogénese e espermatogénese.
Trabalhos posteriores adicionaram informacfes no que diz respeito a estrutura, padrbes de
expressao e evolucdo molecular desse gene, mas sempre restritos a esse género. Por isso, faz-se
necessario o desenvolvimento de estudos mais abrangentes, seja no aspecto estrutural/funcional
ou no contexto evolutivo. Assim, uma das propostas desse trabalho foi prover uma
caracterizacdo estrutural de exu em Anastrepha fraterculus, assim como de seus transcritos e
sitios de expressdo. Essas informagdes estdo contidas no capitulo 1, intitulado “Caracterizagdo
estrutural e de expressdo do gene exuperantia (exu) em Anastrepha fraterculus (Diptera,
Tephritidae)”.

O grupo Cyclorrhapha (Diptera), que inclui, entre outras moscas, 0S géneros
Drosophila e Anastrepha, € o mais derivado dentro dessa ordem e sofreu uma grande radiacdo
adaptativa. Poucos trabalhos até 0 momento tém revelado mudangas moleculares que possam
estar envolvidas com o sucesso adaptativo desse grupo, mas crescentes evidéncias apontam a

importancia do estabelecimento do eixo anteroposterior e seus componentes nesse processo.



Exclusivo de Cyclorrhapha, bicoid (bcd) é um fator determinante no estabelecimento desse
eixo, cujo mRNA deve estar localizado na regido anterior do ovocito. Essa localizagdo é um
passo muito importante, visto que ao ser traduzido no embrido, a proteina BCD vai agir como
um morfdgeno que regula a expressao de varios genes. O surgimento de bicoid nessa linhagem
parece ter promovido um desenvolvimento embrionario mais rapido, e provavelmente genes
que participam dessa via também sofreram algumas mudancas, permitindo a integracdo de bcd
nessa rede de interac@es. De fato, ja foi demonstrado que regibes regulatorias de genes sobre 0s
quais BCD age como um fator de transcricdo sofreram algumas mudancas nessa linhagem,
permitindo a regulacdo destes por parte de BCD. Entretanto, é possivel que alteracdes
adaptativas também tenham ocorrido em genes que agem regulando a transcri¢do de bcd ou
participando do processo de localizagdo de seu mRNA na regido anterior do ovécito. Diante
disso, exuperantia, que participa da localizacdo do mRNA bcd, pode ter sofrido esse tipo de
alteracdo por meio de selecdo positiva, 0 que permitiu sua participacdo nessa nova funcdo no
grupo Cyclorrhapha e pode ajudar a entender tanto a evolugdo de bcd, quanto desse grupo.
Assim, testamos a hipotese de que exu evolui sob selecdo positiva nesse grupo, no capitulo 2,

intitulado “Evidéncias de selegdo positiva no gene exuperantia em Cyclorrhapha (Diptera)”.

Cada capitulo foi escrito de forma relativamente independente no que diz respeito aos
seus objetivos, metodologias e conclusdes. Entretanto, essas informag6es foram discutidas em
conjunto no topico “Consideragdes Finais”, trazendo algumas hipoteses que relacionam os

aspectos estruturais/funcionais com a importancia desse gene ao longo da evolugédo dos insetos.

Por fim, sdo listadas as referéncias bibliograficas e anexos referentes aos dois capitulos.



CAPITULO I: CARACTERIZACAO ESTRUTURAL E DE EXPRESSAO DO GENE
exuperantia (exu) EM Anastrepha fraterculus (DIPTERA, TEPHRITIDAE)

Resumo: Genes envolvidos com processos reprodutivos apresentam em geral taxas de
evolugdo mais rapidas que a maioria dos genes. Por esse motivo, sdo candidatos interessantes
para o estabelecimento de marcadores de linhagens, principalmente em grupos que sofreram
divergéncia recente, tal qual o grupo de moscas-das-frutas fraterculus, do género Anastrepha
(Diptera, Tephritidae). Além disso, tais genes sdo alvos para estudos praticos de controle de
espécies-praga. O gene exuperantia (exu) participa tanto da ovogénese, localizando os mMRNAs
bicoid (bcd) e oskar (osk) na regido anterior e posterior do ovo, respectivamente, quanto da
espermatogénese, embora ainda ndo se saiba sua funcdo molecular neste ultimo processo.
Fémeas mutantes exu sdo férteis, mas os embribes gerados sdo invidveis porque nao
desenvolvem estruturas da regido anterior. Por outro lado, os machos mutantes para esse gene
sdo estéreis, visto que 0s espermatozoides ndo desenvolvem a cauda. Neste trabalho, a
caracterizagdo molecular e de expressdo de exu em Anastrepha fraterculus, principal espéecie
do grupo, foi realizada a partir da analise de transcriptomas (RNA-seq) e confirmada utilizando
amplificacBes por PCR e sequenciamento em Sanger. Nossos resultados indicam um padrdo
estrutural e de expressdo semelhante aquele de Drosophila melanogaster nos tecidos
reprodutivos: as isoformas diferem nas regides 5’ e 3° UTR entre os sexos, embora a regiao
codificadora seja a mesma. Além disso, a andlise de transcriptomas (RNA-seq) revelou pela
primeira vez a expressao de exu em tecidos cefalicos, nos quais o transcrito é formado a partir
de um sitio alternativo de inicio de transcri¢do (seja pela utilizacdo de um novo promotor, ou
resultado de regulacéo epigenética) diferente daqueles utilizados nos tecidos reprodutivos, mas
é igual em machos e fémeas, 0 que ndo havia sido relatado para D. melanogaster. E possivel
que trate-se de uma nova via de regulacdo da transcricdo de exu, associada com a expressao
desse gene em tecidos somaticos, dando origem a uma nova isoforma. Esse conjunto de
resultados de caracterizagdo de exu em A. fraterculus traz informagdes relevantes que podem

ser utilizadas tanto para estudos evolutivos quanto praticos nesse género.

Palavras-chave: Anastrepha; exuperantia; Splicing alternativo.
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INTRODUCAO
O género Anastrepha e o grupo fraterculus

A familia Tephritidae possui um total de 471 géneros e 4.257 espécies distribuidas por
toda regido tropical e temperada no mundo (THOMPSON, 1998), sendo mais conhecida pelas
diversas espécies de grande importancia econémica para a fruticultura, em sua maioria
pertencentes aos géneros Bactrocera, Ceratitis, Rhagoletis e Anastrepha. Dentre eles,
Anastrepha € o grupo mais bem representado no Brasil, com aproximadamente 95 espécies,
seguido de Rhagoletis com quatro, e Bactrocera e Ceratitis com apenas uma (ZUCCHI, 2000),
e ja foi observado em todos os estados brasileiros, embora nem todos tenham registros
publicados (MALAVASI; ZUCCHI; SUGAYAMA, 2000).

As 197 espécies do género Anastrepha sdo distribuidas em 17 grupos, embora algumas
ndo se enquadrem em nenhum deles (NORRBOM; ZUCCHI; HERNANDEZ-ORTIZ, 1999).
Dentre estes, o grupo fraterculus engloba as espécies mais amplamente distribuidas (ZUCCHI,
1988) e economicamente importantes do género no Brasil (ZUCCHI, 2000). Essas moscas
trazem grande prejuizo as lavouras devido ao fato de ovipositarem em uma ampla quantidade
de frutos carnosos, tendo como principais hospedeiros espécies da familia Myrtaceae (como
goiaba e pitanga) e Anacardiaceae (como manga e seriguela) (MALAVASI; ZUCCHI,;
SUGAYAMA, 2000). As larvas se desenvolvem dentro dos frutos e alimentam-se de sua
polpa, tornando esses frutos inviaveis para comercializacdo. Segundo o Instituto Brasileiro de
Frutas (IBRAF), apenas 7,8% de toda a producdo anual de frutas do pais foi destinada a
exportacdo (IBRAF, 2009), em parte devido ao controle contra a introducdo de espécies
parasitas exéticas nos paises importadores (DUARTE; MALAVASI, 2000).

A taxonomia das espécies do grupo fraterculus leva em consideracdo caracteres
morfoldgicos como padrdes alares (coloracdo, nervuras e faixas C, S e V), manchas presentes
no sub-escutelo e/ou no medio-tergito, e as caracteristicas do actleo (aspecto geral do apice,
presenca ou ndo de constricdo e dentes), sendo esta Ultima estrutura fundamental para
diferenciar entre as espécies (Figura 1.1) (ZUCCHI, 2000). Embora o conjunto desses
caracteres seja frequentemente utilizado para identificar especies do grupo, esse processo pode
ser dificultado por sua plasticidade fenotipica e grande semelhanca interespecifica (ARAUJO;
ZUCCHI, 2006).
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Figura 1.1 — Morfologia do género Anastrepha

Faixa V Ovipositor

Subescutelo

Aculeo

Legenda: (A) Aspecto geral da fémea, destacando caracteres utilizados na taxonomia; (B) Detalhe mostrando
subescutelos com e sem manchas, respectivamente; (C) Detalhe mostrando aclleos com e sem constri¢des,
respectivamente. Fonte: ZUCCHI, 2000 (Adaptado).

Dada a complexidade do género Anastrepha, particularmente no grupo fraterculus, o
estabelecimento de marcadores moleculares tem se mostrado uma estratégia promissora, seja
para aplicagdo na taxonomia, na construgdo de mapas de ligagdo, ou trazendo informaces a

respeito dos processos evolutivos que ocorreram nesse grupo.
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Genes envolvidos com a reproducédo em Anastrepha: importancia em estudos evolutivos e

praticos

O estabelecimento de marcadores moleculares eficientes entre espécies é uma
ferramenta fundamental para o entendimento da histéria evolutiva de um grupo,
particularmente para o estudo de espécies que divergiram recentemente e acumularam poucas
diferencas morfologicas entre si, o que dificulta sua taxonomia. Nesse aspecto, genes
envolvidos com processos reprodutivos tém se mostrado bastante eficientes por apresentarem
uma rapida taxa evolutiva sob selecdo positiva (CIVETTA et al.,, 2006; SWANSON;
VACQUIER, 2002; SWANSON et al., 2004).

Dado o interesse em estudar os processos evolutivos envolvidos na especiagéo do grupo
fraterculus, nosso laboratério tem investigado diversos genes direta ou indiretamente
relacionados com reproducdo e reconhecimento entre machos e fémeas no intuito de
estabelecer marcadores de linhagens. Como resultado, foram encontrados sinais de sele¢éo
positiva em genes expressos em bibliotecas de cDNA de tecidos reprodutivos de fémeas de A.
obliqua, como o0s genes coribnicos Cpl5, Cpl6, Cpl9 e Cp38, e vitelinicos Vm26Ab e
Vm26A4a’, embora apenas Cp38 e os dois genes vitelinicos tenham apresentado mudancas
radicais de aminoacidos, provavelmente em funcdo da grande diversidade destas proteinas
(GONCALVES et al., 2013). Genes envolvidos na cascata de determinacdo sexual também
mostraram estar evoluindo sob selecdo positiva no grupo fraterculus: 16 sitios no gene fruitless
e 3 em doublesex (SOBRINHO; DE BRITO, 2010; SOBRINHO; DE BRITO, 2012).

Além de bons candidatos a marcadores moleculares, genes envolvidos com a
reproducao também podem ser alvos interessantes para estudos praticos de controle de insetos-
praga. A técnica no inseto estéril, (Sterile Insect Technique — SIT) consiste na liberagdo em
massa de insetos estéreis no ambiente, de forma que esses organismos modificados venham a
competir com os individuos normais pelos parceiros na copula, mas ndo deixem descendentes
(KNIPLING, 1955). Para que essa metodologia seja eficiente, € necessario que 0s insetos
estéreis desenvolvam-se normalmente até a fase adulta e sejam capazes de copular, embora nao

produzam uma prole viavel.

Dessa forma, estudos com genes envolvidos com a reproducéo trazem informagdes para

0 entendimento da evolugéo do grupo estudado e podem ser eficientes marcadores moleculares
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de linhagens (auxiliando a taxonomia), além de poderem ser alvos para estudos mais aplicados

de controle bioldgico.
O gene exuperantia (exu): funcado e estrutura

Um trabalho pioneiro no estudo do gene exuperantia investigou nove genes de efeito
materno que influenciam a determinagdo do eixo anteroposterior em D. melanogaster
(SCHUPBACH; WIESCHAUS, 1986). Esses genes sdo transcritos pela mée durante a
formacéo do ovo (ovogénese), nas camaras ovocitarias (‘“egg chambers”), dentro dos ovariolos,
que ficam nos ovarios (Figura 1.2). Cada camara ovocitaria ¢ formada por 16 células: 15
trofocitos (“nurse cells”) e um ovdcito, todas derivadas de uma tnica célula (cistocito) apos 4

divisOes celulares, e interconectadas por canais em anel (“ring canals”) (SPRADLING, 1993).

Figura 1.2 — Representacéo esquematica de ovarios de Drosophila e composicéo das cAmaras ovocitarias

56
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Legenda: (A) Ovario de Drosophila, consistindo de 15-20 ovariolos (B) Representacdo de um ovariolo, mostrando
camaras ovocitarias em diferentes estagios de diferenciacéo e 0 ovo maduro. Fonte: Wolff, 2012 (Adaptado).

Os resultados desse trabalho inicial mostraram que embrifes produzidos por maes
mutantes deficientes em exu apresentam delecGes na regido anterior (labrum), enquanto que
apenas raramente apresentam defeitos na regido posterior (espiraculos e télson). Além disso,
através da construcdo de diferentes mosaicos, também mostrou-se que mesmo que as células
do foliculo (somaticas) tenham células com cdpias normais do gene, se os trofécitos (linhagem
germinativa) forem deficientes para exu, o fenotipo do embrido ainda sera mutante
(SCHUPBACH; WIESCHAUS, 1986). Isso demonstra que o suprimento dos fatores maternos
para 0 ovécito em desenvolvimento é dado a partir dos trofocitos, e ndo pelas células do

foliculo.

Outro gene de efeito materno que altera a formagéo de estruturas da regido anterior em
D. melanogaster é o bicoid (bcd). O transcrito desse gene é produzido nos trofocitos e

transportado até a regido anterior do ovécito (BERLETH et al., 1988). No embrido, a proteina
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BICOID (BCD) sintetizada a partir desse mMRNA difunde-se para a regido posterior, formando
um gradiente que ocupa 2/3 desse embrido (DRIEVER; NUSSLEIN-VOLHARD, 1988). O
estabelecimento desse gradiente é de fundamental importancia, visto que BCD é um
morfogeno (ou seja, promove o desenvolvimento de estruturas dependendo de sua
concentracdo) que atua como um fator de transcricao de varios genes — tais como orthodenticle
e hunchback — e regulador da traducdo de outros genes, entre eles o caudal (EPHRUSSI; ST
JOHNSTON, 2004) (Figura 1.3).

Figura 1.3 — O gradiente do morfégeno BICOID

bicoid mRNA '

A

Bicoid protein

SN

Transcriptional activation Translational repression

orthodenticle mRNA  hunchback mRNA Caudal protein

Legenda: (A) Localizagdo do mRNA bcd na regido anterior do ovocito; (B) Gradiente da proteina BICOID da
regido anterior para a posterior; (C) Regulacdo transcricional e traducional promovida por BICOID. Fonte:
Ephrussi; St. Johnson, 2004.

O mRNA bcd apresenta uma distribuicdo mais difusa no ovocito em mutantes
deficientes para exu (BERLETH et al., 1988). Isso sugere que a proteina EXU pode ser um
fator importante nessa funcao de localizagéo, possivelmente capturando esse mRNA assim que
ele entra no ovdcito, ancorando-o na regido anterior. Diversas linhas de evidéncia indicam que

esse modelo é muito simplista, e que na verdade a acdo de EXU nessa funcdo inicia-se nos
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trofdcitos, localizando o mRNA bcd na regido apical dessas células (ST JOHNSTON et al.,
1989). De fato, hd uma co-localizacdo de EXU com o mRNA bcd nessas células e
transitoriamente na regido anterior do ovdcito. O fato de que esse mMRNA se mantém localizado
no ovocito mesmo na auséncia de EXU demonstra que essa proteina € importante apenas no
inicio do processo de localizagdo, ndo sendo necessaria para manter esse padrao
(MACDONALD; LUK; KILPATRICK, 1991; MARCEY; WATKINS; HAZELRIGG, 1991).

Diversos outros trabalhos acrescentaram informacdes sobre exu e bcd, como, por
exemplo, demonstrando a importancia do citoesqueleto nesse processo de localizagéo
(POKRYWKA; STEPHENSON, 1991). A partir dos conhecimentos obtidos até entdo,
juntamente com uma série de experimentos, Cha et al. (2001) propuseram um modelo bastante
elaborado que explica a localizagdo do mRNA bcd na regido anterior do ovocito e como EXU
participa do processo. Nos trofécitos, EXU associa-se com microtibulos e esse complexo
participa da “matura¢do” do mRNA bcd, por um processo ainda ndo conhecido. Tanto esses
MRNAs bcd maduros quanto os imaturos chegam ao ovocito passando através dos canais em
anel, a diferenca é que aqueles ligam-se a filamentos de microtubulos originados no cortex
anterior, enquanto esses ultimos associam-se aleatoriamente aos filamentos, resultando em uma

distribuicdo ndo-polarizada (Figura 1.4).

Outra funcdo atribuida ao gene exu na ovogénese é a de localizagdo do mRNA oskar
(osk), através da associagdo entre EXU e YPSILON SCHACHTEL (YPS) (WILHELM et al.,
2000). Assim como o gene bcd, osk € um gene de efeito materno que € transcrito nos trofocitos
e seu mRNA ¢ transportado até o ovocito, onde entdo deve ser localizado em uma regido
especifica. Entretanto, ao contrario de bcd, 0 mMRNA de osk deve ser localizado na regido
posterior do ovocito, onde vai atuar na montagem do plasma germinativo e controlar o nimero
de células germinativas precursoras. Se 0 MRNA de osk estiver presente no polo anterior, leva
a inducdo de células germinativas nessa regido, enfatizando a importancia de sua localizacdo
na regido posterior para que o desenvolvimento do embrido ocorra normalmente (EPHRUSSI,
LEHMANN, 1992).

Além de participar da localizacdo dos MRNAs bcd e osk nos polos anterior e posterior
do ovocito, respectivamente, alguns estudos demonstram a participacdo de exu na
espermatogénese. Embora ndo se conhega o mecanismo molecular pelo qual esse gene

participa do processo, sabe-se que machos mutantes para exu Sao estéreis, pois 0s
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espermatozoides ndo desenvolvem a cauda (HAZELRIGG et al., 1990). E possivel que EXU
desempenhe uma funcdo na espermatogénese similar aquela na ovogénese, participando da

sublocalizagdo de RNAs, embora ndo haja evidéncias disso até 0 momento.

Figura 1.4 — Modelo revisado para a localizacdo de mMRNA bcd dependente de microtibulos

~——
<

Legenda: No citoplasma dos trofécitos, 0 mMRNA bcd forma particulas (vermelho) por um processo independente
de EXU e microtibulos. Microtibulos entdo mediam a associacdo de EXU (amarelo) e pelo menos um fator
adicional para formar complexos de transporte maduros (etapa 1, verde). Essas particulas sdo transportadas aos
canais em anel por meio de microtibulos que se originam préximo as juncdes celulares (etapa 2), e passam
através destas por um processo independente de microtubulos (etapa 3). Particulas maduras de RNA entrando no
ovdcito encontram uma rede densa de microtibulos que sdo organizadas pelo cortex do ovdcito (etapa 3), mas
sdo preferencialmente transportadas através de um subgrupo de microtibulos (vermelhos) que se originam no
cortex anterior do ovocito (etapa 4). Por outro lado, as particulas de mRNA bcd que ndo passaram pelo
citoplasma dos trofécitos (vermelho, asterisco) sdo transportadas por todos os microttbulos, resultando em uma
distribuigdo cortical ndo-polar. Fonte: Cha et al, 2001 (Adaptado).

As funcbes desempenhadas por exu em cada sexo, embora ndo completamente
compreendidas, envolvem a expressdo de transcritos especificos para cada sexo. Essas
diferencas sdo nas regides nao traduzidas (Untranslated Regions — UTRs) 5” e 3’, refletindo
alguns aspectos: () a utilizacdo de promotores diferentes por cada sexo, sendo que o da fémea
estd presente em uma regido mais interna, considerada um intron em machos; (Il) o
reconhecimento de diferentes sitios de poliadenilacdo, de forma que em fémeas esse sitio é

reconhecido em uma regido considerada um intron em machos; (111) splicing diferencial sexo-
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especifico; (IV) como as diferencas sdo fora da regido codificadora (CDS), a proteina
resultante dos dois transcritos € a mesma (HAZELRIGG; TU, 1994). Em fémeas, 0 mRNA de
exu possui 2,1 kb, enquanto em machos ele é um pouco maior, com 2,9 kb (HAZELRIGG et
al., 1990) (Figura 1.5).

Figura 1.5 — Estrutura do gene exuperantia em D. melanogaster
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Legenda: Os transcritos apresentam éxons especificos para cada sexo nas regides ndo traduzidas (UTRs), embora
compartilhem a regido codificadora (CDS). Fonte: Crowley; Hazelrigg, 1995 (Adaptado).

Além da estrutura, esses transcritos também diferem em relacdo ao padrdo de
expressdao. Em D. melanogaster, 0 mRNA exu é detectado em machos a partir de larvas de
estadio 3, mantendo-se por todos os estadios de pupa, e em adultos nos tecidos reprodutivos.
Em fémeas, o transcrito esta presente nos tecidos reprodutivos das moscas adultas e em
estagios iniciais do desenvolvimento do embrido (0-3 horas) (MACDONALD; LUK;
KILPATRICK, 1991). Esse padréo de expressao diz respeito aos transcritos especificos para
cada sexo nos tecidos reprodutivos. Além destes, um transcrito intermediario (2,5 kb) ja foi
encontrado em tecidos somaticos dos dois sexos (HAZELRIGG et al., 1990), embora nao se

tenha informacdes estruturais e funcionais mais detalhadas.

Devido a sua participacdo nos processos de ovogénese e espermatogénese, sendo
importante para a viabilidade e fertilidade dos individuos, exu parece ser um alvo interessante
para estudo no género Anastrepha, e embora tenha uma fungdo importante no desenvolvimento
de moscas, pouco se sabe sobre esse gene fora do género Drosophila. Dessa forma, esse

trabalho teve como objetivos:

e Investigar sitios de expressdo do gene (tecidos cefalicos e reprodutivos) em machos e
fémeas de Anastrepha fraterculus.
e Caracterizar os diversos transcritos resultantes de splicing alternativo desse gene em

diferentes perfis.
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e Descrever a organizacdo estrutural de exuperantia nessa espécie, incluindo a regido

codificadora (CDS), regides nao traduzidas (UTRs) e introns.

Pelo sequenciamento de transcriptomas de cabeca e tecido reprodutivo de A. fraterculus
por sequenciamento de proxima geracdo, caracterizamos a estrutura dos transcritos e sitios de
expressdo de exu nesses dois tecidos. Além disso, por meio de amplificacdo e sequenciamento
Sanger, corroboramos algumas regifes dos transcritos, assim como descrevemos a organizagao

estrutural do gene nessa espeécie, revelando aspectos essenciais de sua estrutura.

MATERIAIS E METODOS

Transcriptomas de cabeca e tecido reprodutivo de Anastrepha fraterculus por

sequenciamento de préxima geracao (Next generation sequencing)

As moscas utilizadas nesse trabalho sdo provenientes de Sdo Carlos (SP), e essa
populacdo tem sido mantida no Laboratorio de Genética de Populacbes e Evolucdo na
Universidade Federal de Sdo Carlos ha aproximadamente 15 geracGes, em ambiente controlado
(temperatura de 26°C * 5°C; umidade relativa de 60-90%; fotoperiodo natural). As moscas sdo
mantidas em gaiolas acrilicas contendo alimento (formado por 10 ml de mel, 10 ml de
hidrolisado de proteina de milho, 0,5 ml de Levenil, 6g de levedo de cerveja, 0,5 g de
Sustagen, 25 g de agucar mascavo e 45 g de agucar branco), &gua e uma manga (substrato para
oviposicdo). A manga, contendo as larvas, é transferida para outra gaiola com vermiculita, até
que estas empupem, quando entdo essas pupas sdo transferidas para uma nova gaiola contendo
alimento e agua. Ao emergirem, as novas moscas sao mantidas para o estabelecimento da

proxima geracao.

Foram construidas bibliotecas de cDNA de diferentes perfis dos tecidos cefalicos e
reprodutivos de A. fraterculus, considerando o sexo e fases do ciclo de vida (virgem e pos-
copula, além de pds-oviposicdo no caso das fémeas). Para cada perfil, foi feito um pool com
amostras de 10 individuos e uma réplica biolégica com outros 10 individuos (Figura 1.6). Para
isso, as moscas virgens foram separadas por sexo até que atingissem a maturidade sexual,
quando entdo suas amostras de cabeca e tecido reprodutivo foram coletadas. No caso dos perfis
pos-copula, foram feitas gaiolas de cruzamento com machos e fémeas sexualmente maduros,
dos quais foram obtidas amostras de cabeca e tecido reprodutivo entre 15 e 20 horas apos a
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copula. As ultimas bibliotecas foram construidas a partir de fémeas logo apds as mesmas terem

iniciado o processo de oviposicao.

Figura 1.6 — Esquema representando os perfis das bibliotecas de cDNA
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Legenda: Vi: Virgem; PC: Pés-copula; PO: Pds-oviposicdo; C: Cabega; R: Reprodutivo. Para cada um dos 10
perfis foi feito uma réplica bioldgica, gerando 20 bibliotecas, cada uma com amostras de 10 individuos diferentes.
Fonte: Elaborada pela autora.

2 O ™ O DO PO DO

O RNA total foi extraido utilizando protocolo TRIzol/cloroférmio (CHOMCZYNSKI,
MACKEY, 1995). A qualidade e integridade do material extraido foi observada em gel de
agarose 1% corado com brometo de etidio visualizado em luz ultravioleta, e medida em

NanoDrop 1000 (Thermo Scientific), enquanto a quantificacdo foi feita no Qubit (Invitrogen).

Um total de 4ug de cada pool de RNA total foi enviado para o Laboratério de
Gendmica Funcional Aplicada a Agropecuaria e Agroenergia na Escola Superior de
Agricultura Luiz de Queiroz — USP/Piracicaba, SP, sob coordenacdo do Prof. Dr. Luiz
Lehmann Coutinho, para a construcdo das bibliotecas de cDNA e posterior sequenciamento.
Para isso, foram utilizados protocolos padréo do kit TruSeq Stranded Total RNA Sample Prep
(Ilumina), e em seguida as bibliotecas produzidas foram sequenciadas no equipamento

Illumina HiSeq2000, agrupando em pools de 12 bibliotecas por corrida, produzindo sequéncias
23



pareadas (2 x 100 pb) — paired-end reads — que foram separadas por biblioteca e enviadas para

nosso laboratorio.

As sequéncias produzidas por sequenciamento de préxima geracdo (reads) foram
filtradas por qualidade e tamanho utilizando o software SeqyClean (disponivel em

https://bitbucket.org/izhbannikov/seqyclean). Em seguida, foi feita a montagem (assembly) de

quatro perfis levando em consideracdo os tecidos e 0s sexos: cabeca de fémea, cabeca de
macho, reprodutivo de fémea e reprodutivo de macho, agrupando as diferentes réplicas para
um mesmo perfil e fases de vida diferentes nestas classes mais abrangentes, utilizando o pacote
Trinity (GRABHERR et al., 2011). A anotacéo foi feita usando o pacote Standalone BLAST
Setup for Unix (ALTSCHUL et al., 1997) utilizando como referéncia o Gene Ontology (GO).

Caracterizacdo das diferentes isoformas de exu geradas pelo sequenciamento de

transcriptomas e desenho de primers para seu estudo em A. fraterculus

Em todos os perfis foram encontrados contigs identificados como exu apds a anotacao,
cujas ORFs (Open Reading Frames) e sequéncias proteicas foram inferidas in silico
(BIKANDI et al., 2004). Eles foram alinhados entre si e também com as isoformas e sequéncia

genébmica ja conhecidas de D. melanogaster (disponiveis em http://flybase.org/) para uma

analise da estrutura desses transcritos.

Em seguida, foram desenhados primers nas regies ndo traduzidas (UTRS) que seriam
possiveis éxons de isoformas alternativas, assim como na CDS, a fim de elucidar a estrutura do
gene (incluindo introns) e confirmar as sequéncias dos contigs via PCR e sequenciamento
Sanger. Estes primers foram analisados no programa OligoAnalyzer 3.1 (disponivel em

http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/) quanto aos valores de AG e as

possibilidades de formar hairpin, self-dimer e hetero-dimer, visando diminuir a chance de
formacéo de artefatos durante as reagdes. Todos 0s primers gerados e utilizados nesse trabalho

estdo listados na tabela a seguir (Tabela 1.1).
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Tabela 1.1 — Lista de primers construidos para estudo de exu em A. fraterculus

Nome Sequéncia (5°-3”) (T Cr‘?) Regido
exubcf F TTTTGGTTATTGCATCGTGG 59.5 5'UTR de cabega
exubcf R TTGCACTACTAGGTTAAGGC 59.4 5'UTR de cabega
exuco5 R TTTCCAATAAAAATAATCCAAGCG 59.4 Regido comum5' UTR
exuCDS1F GTAGTCAATTCTCCAGTAGTAGG 59.4 1/4CDS
exuCDS2 F CATACATGAACTTGAATCCTGC 59.7 2/4CDS
exuCDS2 R CGATAGAATCCAATAGAGATCACAC 60.8 2/4CDS
exXUCDS3 F AGATTTTCTGGATTGGCTGG 60.4 3/4CDS
exuCDS3 R ATGATAGACTAGAATGACACCG 59.3 3/4CDS
exuCDS4 F CAATAACTCCTTAAAAACACAGC 58.8 4/4 CDS
exuCDS4 R GTTTTTAAGGAGTTATTGCGTGAG 60.8 4/4 CDS
exusrf F GATCCGTGGAAGTCAAACTG 60.6 5'UTR de rep. de fémea
exusrf R CAGTTTGACTTCCACGGATC 60.6 5'UTR de rep. de fémea
exudrflLF  ACGTTAGCAGTTACAATACCC 60.1 1/2 de 3' UTR final de rep. de fémea e outros
exudrflR  TGGGTATTGTAACTGCTAACG 60.1 1/2 de 3' UTR final de rep. de fémea e outros
exu3rf2 F TTTTGAATTTTTAGAAGGTTGCG 59.5 2/2 de 3' UTR final de rep. de fémea e outros
exudrf2R AGCGCAACCTTCTAAAAATTC 59.9 2/2 de 3' UTR final de rep. de fémea e outros

exusrm F AAATTGTTTTGCATTTCTATTCAAG 58.9 5'UTR de reprodutivo de macho
exusrm R AATATAGAAAGAAACTTGAATTTAGC 57.7 5" UTR de reprodutivo de macho

exudrmaF AACGTAGCCACACTTTAGAG 59.6 3'UTR 'a' de rep. de macho e outros
exudrmaR TCTGGCGTCTCTCTAAAGTG 61  3'UTR'a' de rep. de macho e outros
exudrmb F  TTTAATTCGCTCAAACACTAGG 59.2 3'UTR de macho

exudrmb R GTTATTTCATCGGATCATGCC 59.4 3'UTR de macho

exudrmcl F TACCTGGATGCTTTCAATGC 60.7 1/2 regido de 3' UTR de macho [1]
exudrmcl R CTAATTGTTGTTGTGCTCCG 59.5 1/2 regido de 3' UTR de macho [1]

exudrmc2 R CAAGAAGTCACAACAGAATATTAGC 60.5 2/2regido de 3' UTR de macho [1]

Fonte: Elaborada pela autora.

Identificacdo das regides ndo traduzidas (UTRs) e regido codificadora (CDS) de exu via RACE

PCR e sequenciamento Sanger

Com o intuito de confirmar se as regides UTRs encontradas nos contigs eram realmente
resultados de splicing alternativo do gene, foi aplicada a tecnica de RACE PCR (Rapid
Amplification of cDNA Ends), utilizando o kit FirstChoice® RLM-RACE (Ambion). Por meio
da ligacdo de adaptadores no fosfato 5° dos mRNAs, ao sintetizar o cDNA essa fita
complementar possui uma regido conhecida em sua extremidade 5’ (no caso do 5 RACE), que

sera importante na PCR, conforme explicado mais adiante. Para 3> RACE o procedimento ¢
25



mais simples, pois o primer que sera estendido durante a reacdo de transcricdo reversa
hibridiza na cauda poli-A do mRNA e ja contém o adaptador que servira de molde na PCR.
Para esse trabalho, tanto quanto com relagdo ao RACE 5’ quanto ao RACE 3, foram utilizados
pools de RNA total formados por aliquotas do RNA extraido para o sequenciamento do
transcriptoma, conforme explicado no topico anterior. Dessa forma, a amostra aqui utilizada foi
constituida de RNA total de cabeca e tecido reprodutivo de machos e fémeas em diferentes
fases do ciclo de vida.

A partir desse passo, os procedimentos para 5° RACE e 3° RACE sao semelhantes, e
por isso serdo explicados de uma forma generalizada. Para a RACE PCR, o kit prové primers
que hibridam na regido mais externa do adaptador (primers externos) e na regido mais interna
(primers internos), mas também sdo necessarios primers externos e internos especificos para o
gene exu. As amplificagdes das regides 5’ e 3’ foram realizadas separadamente a partir de
PCRs aninhadas (nested PCRs). Na primeira reagdo de amplificacdo, chamada de “outer”,
foram utilizados primers mais externos (do adaptador e da CDS de exu) ao fragmento de
interesse. Na segunda reagdo, chamada “inner”, foram utilizados primers mais internos em

relacdo a anterior e a amostra utilizada foi o produto da amplificacdo da reacéo outer.

As amostras de cDNA geradas para 0 RACE PCR também foram utilizadas para

amplificacdo da regido codificadora, utilizando primers especificos para essa regido.

Foram preparadas reacdes de amplificacdo com reagentes nas seguintes concentracdes
finais: Tampéo 1X, MgCl; 2,5 mM, 0,2 mM de cada dNTP, 0,4 uM de primer forward, 0,4 uM
de primer reverse, 1,25 U de SuperTaq Plus™ Polymerase (Ambion), 1 pl - 2 pl de amostra
(cDNA, no caso das reagdes outer, ou 0 produto da reacdo outer, no caso da reacdo inner),
além de agua mili-Q, perfazendo um volume final de 50 pl de reacdo. As condicGes de ciclos
das PCRs foram: desnaturacéo inicial de 94°C por 3 min; 35 ciclos de 94°C por 30 seg, 52°C-
55°C* por 30 seg, 72°C por 30 seg-3 min*; e uma extensdo final a 72°C por 10 min (*a
temperatura de hibridacdo foi ajustada para cada par de primer, assim como o tempo de
extensdo em relacdo ao tamanho do fragmento — 1 min/kb). As amostras obtidas foram
aplicadas em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio e visualizado em luz ultravioleta
para verificar o tamanho dos fragmentos obtidos. Em seguida, foram purificados com
polietilenoglicol (PEG 8000) (LIS; SCHLEIF, 1975) e novamente visualizados em gel de

agarose conforme ja descrito.
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Os fragmentos purificados foram clonados utilizando o kit InsTAclone (Fermentas),
utilizando plasmideos PTZ57R/T, e células competentes DHSa para transformagao por meio de
choque térmico. Essas bactérias foram plaqueadas em placas de Petri contendo meio LB sélido
com ampicilina (0,1pg/ul), e as coldnias formadas, individualmente isoladas, fervidas a 95°C e
submetidas a amplificacdo por PCR utilizando os primers universais M13 (DALLAS-YANG;
JIANG; SLADEK, 1998). As amostras purificadas foram enviadas para sequenciamento na
empresa Macrogen Inc., Coréia do Sul, onde o procedimento foi realizado em sequenciadores
ABI 3730.

Os eletroferogramas das sequéncias obtidas foram analisados no programa FinchTV

1.4.0 (disponivel para download em http://www.geospiza.com/Products/finchtv.shtml). As

sequéncias com alto indice de qualidade foram selecionadas, eliminando-se regifes de baixa
qualidade e aquelas correspondentes ao vetor. O alinhamento dos fragmentos entre si e com 0s
contigs gerados pelo sequenciamento dos transcriptomas foi conduzido no programa BioEdit
7.1.3.0 (HALL, 1999).

Amplificacdo e sequenciamento do gene exu em A. fraterculus

A extracdo do DNA utilizado nessa etapa foi realizada utilizando o protocolo de
tiocianato de guanidina (NELSON; KRAWETZ, 1992), preservando o esqueleto dos
individuos para analises morfoldgicas. A qualidade do DNA foi entdo observada em gel de
agarose 1% corado com brometo de etidio.

Como ha splicing alternativo nas regides 5° UTR e 3° UTR, foram realizadas varias
reagOes de amplificagdo utilizando combinagdes diferentes de primers forward (f) e reverse (r)
de éxons especificos de cada isoforma nessas regides, a fim de entender a organizacdo desses
éxons na sequéncia genomica. Por exemplo, considerando a existéncia de 3 éxons 5° UTR
diferentes (A, B e C), temos 6 combinacdes diferentes de como esses éxons podem estar
ordenados no gene: A-B-C, A-C-B, B-A-C, B-C-A, C-A-B, C-B-A. Para responder a essa
questdo, foram realizadas reacGes com todas as combinac6es de primers possiveis (forward do
éxon A, com reverse do éxon B e do éxon C, e assim sucessivamente), esperando-se que s
amplificassem quando se tratasse das seguintes reacgdes: (1) utilizando o primer forward do
primeiro éxon com o reverse do segundo e do terceiro exon, (II) utilizando o primer forward
do segundo éxon com o reverse do terceiro éxon. Voltando ao exemplo anterior, se a

organizacdo correta dos éxons for A-B-C, espera-se que amplifiquem os fragmentos das
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reacOes com primer forward A (Af) + reverse B (Br), forward A (Af) + reverse C (Cr), assim
como forward B (Bf) + reverse C (Cr), e que o fragmento gerado por aquela primeira reacao
(Af + Cr) seja maior que o dessa Ultima (Bf + Cr), j& que nesse caso 0S €xons estdo mais

distantes entre si.

Todas as reacdes de amplificacdo foram preparadas com reagentes nas seguintes
concentragdes finais: Tampéo 1X, MgCl, 2,5 mM, 0,2 mM de cada dNTP, 0,2 uM de primer
forward, 0,2 UM de primer reverse, 1,25 U Taqg DNA Polymerase (Fermentas), 2 pl de amostra
de DNA extraido conforme explicado anteriormente, e dgua mili-Q, perfazendo um volume
final de 50 pl de reacdo. As condi¢des de ciclos das PCRs foram: desnaturacao inicial de 94°C
por 3 min; 35 ciclos de 94°C por 30 seg, 50°C-55°C* por 30 seg, 72°C por 45 seg-3:30 min*; e
uma extensdo final a 72°C por 10 min (*a temperatura de hibridizacdo foi ajustada para cada
par de primer, assim como o0 tempo de extensdo em relacdo ao tamanho do fragmento — 1
min/kb). As amostras obtidas foram analisadas em gel de agarose corado com brometo de
etidio, sob luz ultravioleta. Em seguida, os produtos foram purificados com polietilenoglicol,
novamente analisados em gel de agarose, e esses fragmentos purificados foram clonados,
amplificados utilizando os primers universais M13, purificados com polietilenoglicol e
enviados para sequenciamento na empresa Macrogen Inc., conforme ja explicado

anteriormente.

Para a analise e alinhamento das sequéncias, foi utilizada a mesma metodologia descrita
no topico anterior, sendo conduzidos nos programas FinchTV 1.4.0 e BioEdit 7.1.3.0 (HALL,
1999), respectivamente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O sequenciamento de transcriptomas de cabeca e tecido reprodutivo de A. fraterculus
consistiu em uma série de experimentos realizados em conjunto com membros do Laboratorio
de Genética de Populagdes e Evolugdo (UFSCar), e ndo é especifico desse trabalho. O
manuscrito com a descrigdo dessas bibliotecas estd sendo elaborado para publicacdo e consiste
na dissertacdo de mestrado de outro membro do grupo. Dessa forma, aqui serdo apresentados

apenas 0s resultados referentes a etapa pos-anotacdo e identificacdo dos transcritos exu.
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Sequéncia e expressdao diferencial de isoformas de exu a partir de dados de

sequenciamento de transcriptomas de A. fraterculus

ApoGs a anotacdo, foram encontrados contigs referentes a exu em todas as bibliotecas
(Figura 1.7 A; Anexo A). A anélise desses transcritos através de alinhamentos demonstrou que,
quando completos, esses transcritos apresentam a mesma regido codificadora (CDS),

resultando em uma mesma proteina.

Um padrao interessante pode ser observado em relagdo as regides 5° UTR. As
isoformas de reprodutivo de macho e reprodutivo de fémea apresentam éxons especificos para
cada sexo, da mesma forma que ocorre em Drosophila. I1sso pode refletir a utilizacdo de
promotores diferentes seguida de splicing alternativo, ou inicio da transcri¢do a partir de um
novo sitio por meio de regulacdo epigenética (ROBERTS; GAVERY, 2012). No caso de
Drosophila, isso se da pela utilizacdo de promotores diferentes, sendo que aquele utilizado pela
fémea esta localizado em uma regido mais interna do gene em relacdo ao do macho. Este
promotor da fémea esta presente no transcrito inicial do macho (pois este usa um outro
promotor localizado mais a montante), mas € reconhecido como intron nesse sexo e retirado
apos o processamento do RNA. Por outro lado, como a fémea usa o promotor mais interno, a
primeira base transcrita ja faz parte de seu éxon 5’ UTR e por isso ndo ¢ retirado durante o
splicing (HAZELRIGG; TU, 1994).

Observamos também a expressao de exu em tecidos cefalicos nos dois sexos, 0 que
ainda ndo foi descrito na literatura para outras espécies. Entretanto, ja foi demonstrada a
expressao de uma isoforma de exu fora de tecidos reprodutivos em Drosophila (HAZELRIGG
et al., 1990). Os contigs gerados nesses dois perfis de A. fraterculus mostram que o0s transcritos
produzidos em cabega nos dois sexos compartilham uma mesma regido 5° UTR, que ¢
diferente daquelas dos tecidos reprodutivos. Em andlises preliminares de trancriptomas de
larvas e pupas foi visto que as isoformas de exu presentes nessas fases de desenvolvimento
apresentam uma regido 5’ UTR igual a essas de cabeca (dados ndo mostrados). Isso traz duas
novidades interessantes: ndo s6 foi observada a expressao de exu em um novo sitio (cabeca),
como também nossos resultados apontam a existéncia de uma isoforma diferente daquela de
tecidos reprodutivos, provavelmente sob regulacdo diferencial (resultado da utilizagdo de outro
promotor ou de um novo sitio de inicio da transcri¢cdo regulado epigeneticamente) associada

com a expressao desse gene em tecidos somaticos de adultos (cabeca), e em estégios iniciais do
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desenvolvimento (larvas e pupas). E possivel que em cabeca também ocorra a expressao de

outra isoforma, mas especifica de fémeas.

Figura 1.7 — Isoformas e regifes alternativas de exu em A. fraterculus
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Legenda: (A) Contigs exu gerados a partir do sequenciamento de bibliotecas de cDNA via Next Generation
Sequencing. Cada cor nas UTRs (5” e 3”) representa possiveis éxons diferentes. RM e RF: reprodutivo de macho e
fémea; CM e CF: cabe¢a de macho e fémea. A regido hachurada diz respeito ao dominio semelhante a RNase
identificado por Mose et al. (1997). (B) Fragmentos sequenciados apds amplificacdo via RACE PCR, incluindo
UTRs, ou via PCR comum utilizando cDNA como amostra. Fonte: Elaborada pela autora.

Na regido 3° UTR n&o houve uma correlagdo muito evidente entre éxons alternativos e
os perfis analisados. Entretanto, € possivel perceber que algumas regides estdo mais associadas
a machos do que a fémeas, independente do tecido. Em Drosophila, sabe-se que o éxon 3’
UTR de exu especifico de macho € importante para a manter a estabilidade do mRNA nos
tecidos reprodutivos desse sexo. N&o se sabe ao certo o mecanismo pelo qual isso acontece,
mas é possivel que essa regido forme estruturas secundarias que impecam a degradacdo do
MRNA diretamente (impedindo a ligagdo de RNases) ou indiretamente (permitindo a ligacéo

de proteinas que o protejam contra a degradacdo) (CROWLEY; HAZELRIGG, 1995).
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Amplificacdo e sequenciamento de fragmentos de regides ndo traduzidas (UTRS) e regido
codificadora (CDS)

Conforme j& explicado, foi utilizada uma segunda metodologia para identificacdo de
éxons UTR alternativos — a de RACE PCR, e os resultados desses experimentos estdo
ilustrados na Figura 1.7 B. Em rela¢ao ao RACE 5°, 0 éxon 5’ UTR corresponde a uma regiao
comum a todas as isoformas identificadas no sequenciamento das bibliotecas. Na regido 3’
UTR, foi reconhecida uma regido comum a todas as isoformas previamente identificadas, mas
também uma regido que parece estar mais associada ao tecidos masculinos (compare 0s
resultados de 1.7 A e 1.7 B).

A amplificagéo e sequenciamento de cDNA referente a essa regido codificadora (CDS)
corroborou o resultado obtido na etapa anterior de apenas uma isoforma encontrada,
demonstrando que em A. fraterculus, assim como em Drosophila, o splicing alternativo nédo
afeta a regido codificadora do gene exu (HAZELRIGG; TU, 1994). Isso significa que a
proteina codificada é a mesma nos perfis analisados, embora possa estar sujeita a modificacdes
pos-traducionais. De fato, em Drosophila foi visto que EXU € alvo da proteina quinase Par-1
(RIECHMANN; EPHRUSSI, 2004), embora as regifes nas quais ela se liga ndo sejam
conservadas em Anastrepha.

Pouco se sabe a respeito da proteina EXU, mas foi identificado um dominio semelhante
ao de uma RNase ou DNase (RNase/DNase-like) amplamente distribuido entre os mais
diferentes organismos e proteinas, de bactérias a humanos (MOSER et al., 1997). E possivel
que em EXU esse dominio tenha permanecido com a funcéo catalitica original ou esteja apenas
envolvido com ligacdo ao RNA, como foi observado com outra proteina de Drosophila
(EGALITARIAN) que o contém (NAVARRO et al., 2004; DIENSTBIER et al., 2009).

Estrutura de exuperantia em A. fraterculus

Os fragmentos sequenciados foram alinhados entre si e com as isoformas ja
identificadas nos experimentos anteriores. Isso permitiu o0 reconhecimento dos éxons
alternativos das UTRs e o entendimento de como estes se organizam na sequéncia genémica.
Esses resultados, junto com uma comparagdo com a estrutura de exu em D. melanogaster,

estdo representados na Figura 1.8 (ver também Anexo B).
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A ordem dos éxons 5° UTR de reprodutivo de fémea (RF) e 5° UTR de reprodutivo de
macho (RM) em A. fraterculus (Figura 1.8 A) estd invertida em relacdo a encontrada em D.
melanogaster (Figura 1.8 B). O éxon de cabeca (5 UTR C), identificado apenas em A.
fraterculus até 0 momento, € anterior aos dois, separando-se destes por um intron. Além disso,
sdo observados dois introns adicionais, um na regido comum 5’ UTR (Co 5> UTR) ¢ outro
localizado na CDS, criando dois éxons para uma regido que consiste em apenas um éxon em D.
melanogaster. Ainda nao foi possivel estabelecer uma conexdo entre os éxons 3> UTR “F”,
mais associado aos transcritos de fémea, ¢ 3> UTR “M”, exclusivo de machos, e assim
responder se hd um intron ou nédo entre eles. Entretanto, pelo menos a relacdo entre este tltimo

e o restante do gene exu ja foi demonstrada no experimento de RACE PCR.

Figura 1.8: Estrutura de exuperantia em A. fraterculus e em D. melanogaster
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Legenda: (A) A. fraterculus; (B) D. melanogaster. C: Cabeca; R: Reprodutivo; M: Macho; F: Fémea; Co: Regibes
UTRs comuns entre as isoformas. As conexdes que ainda ndo puderam ser inferidas estdo indicadas por linhas
tracejadas e por um ponto de interrogagdo “(?)”, enquanto os éxons ainda ndo validados, por um asterisco “*”.“//”
indica que a regido ainda ndo foi sequenciada por inteiro.Os valores entre parénteses na primeira parte da figura
(A) indicam o tamanho da regido em pares de bases (pb). Fonte: Elaborada pela autora.

Algumas regides encontradas nos contigs (Figura 1.7 A) ndo puderam ser associadas ao
gene exu até o momento, seja pelo experimento de RACE PCR ou quando sua estrutura
gendmica foi estudada. Elas estfo indicadas na Figura 1.8 A com um asterisco (*). E possivel
que elas sejam parte do gene, pois no experimento de RACE PCR foram encontrados outros

fragmentos além daquele que foi sequenciado, indicando a existéncia de éxons UTR
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alternativos. Por outro lado, eles podem ser apenas um artefato associado a exu durante o
processo de montagem dos contigs pelas estratégias de sequenciamento de proxima geracao.
Como estas regibes ndo codificadoras apresentam uma grande diferenciacdo em suas
sequéncias, ndo permitindo sua homologizacdo, essa questdo permanece em aberto até que
sejam realizados outros experimentos, primeiramente identificando todas as regides UTRs
existentes do gene exu via RACE PCR e sequenciamento, seguido do desenho de novos
primers, amplificagdo e sequenciamento dessas regides no DNA, a fim de entender como elas

estdo organizadas na sequéncia gendmica.

Os resultados aqui apresentados trazem informaces muito relevantes em relagdo ao
gene exuperantia em A. fraterculus. Pela primeira vez foi feita uma caracterizacao estrutural
desse gene fora do género Drosophila, tanto das isoformas quanto da organizacdo gendmica.
Também foi demonstrado pela primeira vez que esse gene é expresso em cabeca de machos e
fémeas, pois antes s6 havia sido descrito em tecidos reprodutivos. A expressao nesse novo sitio
estd associada a utilizacdo de um novo promotor ou sitio de inicio da transcricdo regulado
epigeneticamente, visto que a isoforma encontrada em tecidos cefélicos apresenta uma regido
57 UTR alternativa, diferente das dos tecidos reprodutivos. Esses dados podem ser aplicados
para testar se exu € um bom marcador molecular para distinguir as espécies do grupo

fraterculus, assim como alvo para silenciamento na técnica do inseto estéril.

CONCLUSOES

e O gene exu é expresso em tecidos reprodutivos em A. fraterculus, existindo isoformas
especificas de cada sexo que diferem entre si apenas nas regifes nao traduzidas, assim
como ocorre em Drosophila.

e A identificacdo de transcritos em tecidos cefélicos de machos e fémeas expande os
sitios de expressdo desse gene em adultos, embora ainda ndo se saiba que fungéo ele
desempenhe nesses tecidos.

e A presenca de um novo éxon 5’ UTR associado a esse novo sitio de expressdo indica a
existéncia e utilizacdo de um terceiro promotor ou novo sitio de inicio da transcri¢do

regulado epigeneticamente, que em adultos é exclusivo de tecidos somaticos.
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e A organizagdo estrutural de exu em A. fraterculus é semelhante aquela de D.
melanogaster, embora tenha adquirido alguns introns e sofrido uma modificacdo na

organizag¢do dos éxons 5’ UTR de reprodutivo de macho e de fémea.
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CAPITULO II: EVIDENCIAS DE SELECAO POSITIVA NO GENE exuperantia EM
CYCLORRHAPHA (DIPTERA)

Resumo: Cyclorrhapha constitui um grupo derivado dentro da ordem Diptera, e inclui diversos
dipteros comuns, como as moscas-das-frutas do género Anastrepha e as moscas de frutas do
género Drosophila. Por muito tempo, Cyclorrhapha foi considerado um grupo controverso em
relagdo a filogenia, mas dados moleculares e morfologicos demonstram que trata-se de um
grupo monofilético que sofreu uma grande radiacdo adaptativa, ocupando VAarios nichos.
Embora tenham sido de grande importancia, as mudancas moleculares que participaram desse
processo permanecem bastante obscuras. Alguns estudos tém demonstrado que a forma como é
estabelecido 0 eixo anteroposterior, assim como 0S componentes que participam desse
processo, podem ajudar a entender como se deu a evolugéo desse grupo. O gene bicoid (bcd),
que ¢ exclusivo de Cyclorrhapha, esta envolvido com a determinacédo da regido anterior do ovo
e seu surgimento nessa linhagem tem sido associado a um desenvolvimento embrionario mais
acelerado. Assim, genes que estdo envolvidos com o estabelecimento desse eixo, em especial
0s que estdo mais diretamente associados a bcd, séo bons candidatos para estudos evolutivos
nesse grupo de moscas. O gene exuperantia (exu) € fundamental na localizacdo do mRNA bcd
na parte anterior do ovo, sem a qual o embrido ndo consegue desenvolver estruturas dessa
regido. Assim, mudancas adaptativas em exu podem ajudar a entender ndo s6 como se deu a
evolucdo do gene bcd, mas também das principais mudancas no grupo Cyclorrhapha. Uma das
formas pelas quais essas mudancgas podem ocorrer é através da fixacdo de novos variantes por
meio da selecdo natural, processo conhecido como selecdo positiva direcional. Dessa forma,
esse trabalho se propds a testar a hipdtese de que exu passou por um processo de selecdo
positiva em Cyclorrhapha. Utilizando analises que levam em consideracdo a relacdo dN/dS
(taxa de substituicdes ndo-sindnimas/taxa de substituicbes sinGnimas), nossos resultados
corroboram essa hipétese, indicando que pelo menos dois sitios estdo sob selecdo positiva
nesse grupo. Essas mudancas adaptativas em exu podem ter ocorrido em conjunto com outras
modificacbes em genes que participam da determinacdo do eixo anteroposterior em
Cychorrhapha, permitindo a integracdo de bicoid nesse processo, resultando em adaptacGes

com papéis importantes para o sucesso evolutivo desse grupo de moscas.

Palavras-chave: Cyclorrhapha; Selecéo positiva; exuperantia.
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INTRODUCAO
A subordem Brachycera (Diptera) e o grupo Cyclorrhapha

A subordem Brachycera constitui um grupo monofilético dentro da ordem Diptera,
cujas espécies compartilnam sinapomorfias como () reducéo dos flagelémeros antenais para
oito ou menos e (1) as veias CuAz e A1 com &pices aproximados formando uma célula fechada.
As larvas da maioria das espéecies de Brachycera vivem em habitats terrestres Umidos, e 0s
adultos sdo mais robustos e compactos do que os Diptera mais primitivos (YEATES;
WIEGMANN, 1999).

Cyclorrhapha, por sua vez, constitui um grupo derivado em Diptera, inserido na
subordem Brachycera, cujas espécies compartilham caracteristicas como reducéo da cabeca no
estagio larval, modificacbes das estruturas de alimentacdo da larva, rotacdo de 360° na
terminalia do macho, mas, principalmente, o desenvolvimento de um pupario, formado pelo
endurecimento da cuticula da larva de Gltimo instar, dentro do qual a pupa se desenvolve
(YEATES; WIEGMANN, 1999; YEATES et al., 2007). Esse grupo contém cerca de 105
familias e 72.000 espécies (GRIMALDI; ENGEL, 2005), incluindo a grande maioria das
espécies de Diptera, entre elas as moscas de frutas Drosophila melanogaster, as moscas-das-
frutas Anastrepha fraterculus, e a mosca doméstica Musca domestica. O grupo Cyclorrhapha
sofreu uma grande radiacdo que permitiu a ocupacéo de diversos nichos, especialmente pelas
larvas, que podem apresentar habitos que vao desde sarcofagia e fitofagia até parasitismo e
predacdo (WIEGMANN; MITTER; THOMPSON, 1993; KUTTY et al., 2007).

Publicagfes mais antigas sobre taxonomia e filogenia de Diptera trazem informacgoes
conflitantes a respeito das relacbes do grupo Cyclorrhapha com os outros grupos dessa ordem.
Algumas vezes ele é tratado como uma subordem, ora ao lado de Orthorrapha (que continha os
grupos Nematocera e Brachycera) (COMSTOCK, 1940), outras vezes ao lado de Nematocera e
Brachycera (BORROR; DELONG, 1964). Entretanto, estudos mais recentes de filogenia que
incluem dados morfolégicos, moleculares e de expressdo génica, reconhecem esse grupo como
monofilético e parte da subordem Brachycera (WIEGMANN et al., 2011).
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Mudangas moleculares adaptativas no grupo Cyclorrhapha: componentes do sistema

nervoso e da determinacgdo do eixo anteroposterior

O grande sucesso das espécies do grupo Cyclorrhapha esté ligado a algumas adaptagdes
fundamentais, como por exemplo o aumento na velocidade do voo em adultos (MCALPINE;
WOOD, 1989). Em relacdo a essa caracteristica, 0 gene que codifica a acetilcolinesterase
(AChE) sinaptica, que interrompe a neurotransmissao das sinapses sensoriais, parece ter tido
um papel importante. Esse gene estd duplicado em varias espécies de Diptera, que apresentam
ace-1 e ace-2, sendo que a condicao ancestral é de que a enzima funcional é codificada pela
primeira copia (ace-1). No entanto, em Cyclorrhapha existe apenas ace-2, que codifica a
enzima ativa nesse processo. A explicacdo mais provavel é que no ancestral desse grupo a
copia ace-2 tenha sofrido alterages que trouxeram alguma vantagem em relacdo a ace-1,
tomando parte nessa fungdo. Como alteragdes nessa enzima levam a diferengas na velocidade
da atividade sinaptica, tem sido sugerido que variantes que aumentem essa velocidade possam
resultar em um voo mais rapido, além de promover outras adaptacGes relacionadas ao sistema
nervoso (HUCHARD et al., 2006).

Apesar de trabalhos que relacionam caracteristicas estruturais/comportamentais do
grupo Cyclorrhapha com os aspectos moleculares envolvidos serem bem escassos na literatura,
estudos na area da biologia do desenvolvimento tém trazido informac6es relevantes que podem
ajudar a entender a relacdo entre genes e seus padrfes de expressao com o desenvolvimento de
estruturas morfoldgicas. Nesse contexto, genes que estdo envolvidos com a formacdo de
padrdes sdo alvos interessantes. Em particular, o estabelecimento do eixo anteroposterior em
Cyclorrhapha apresenta caracteristicas Unicas, as quais podem ter sido fundamentais para o

sucesso evolutivo desse grupo.

Em Drosophila, bicoid (bcd) é um gene chave na determinacdo do eixo anteroposterior.
A proteina BCD age como um morfégeno que participa da regulacdo transcricional e
traducional de diversos genes no embrido. A distribuicdo dessa proteina ocorre como um
gradiente de alta concentracdo na regido anterior que € difundido até 2/3 do embrido. Para que
esse processo ocorra de forma correta, é essencial que 0 mRNA bcd esteja localizado na regido
anterior do ovdcito (BERLETH et al., 1988; DRIEVER; NUSSLEIN-VOLHARD, 1988;
EPHRUSSI; ST JOHNSTON, 2004). Diversos trabalhos tém demonstrado que bicoid é um
gene exclusivo de Cyclorrhapha (Figura 2.1) (MCGREGOR, 2005), e que seu surgimento
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ocorreu partir da duplicacdo de Hox3, cujos paradlogos deram origem ndo s6 a bcd (de
expressdo materna), mas também ao gene zigdtico zerknillt (zen) (STAUBER; JACKLE;
SCHMIDT-OTT, 1999). Hox3, presente em diversos insetos, com exce¢do de Cyclorrhapha,
apresenta um padrdo de expressdo interessante: & expresso tanto zigoticamente em tecidos
extraembrionarios (assim como zen), quanto maternalmente nos trofocitos e no ovdcito (assim
como bcd), embora nesse ultimo caso a localizagdo ndo seja restrita a regido anterior como
ocorre com bcd (STAUBER; PRELL; SCHMIDT-OTT, 2002). Isso sugere que apés a
duplicacdo de Hox3, cada pardlogo adquiriu uma fungdo especifica que estd um pouco
relacionada ao gene que os deu origem, resultando nos genes bicoid e zerknillt (MCGREGOR,
2005).

Figura 2.1 — Relagdes filogenéticas entre espécies de Diptera e o surgimento de bicoid
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Legenda: bicoid é compartilhado por espécies do grupo Cyclorrhapha, enquanto parece estar ausente em grupos
de dipteros mais basais (Brachycera mais basais e Nematocera). Seu surgimento a partir da duplicagdo de Hox3
parece ter ocorrido em alguma linhagem ancestral de Cyclorrhapha, antes da radiacdo desse grupo. Fonte:
McGregor, 2005 (Adaptado).

Agindo como um fator de transcricdo, BCD regula a expressdo de cerca de 20 genes
(OCHOA-ESPINOSA et al., 2005). Entre eles, a expressdo zigotica do gene hunchback (hb),
resultando em uma distribui¢do da proteina HUNCHBACK (HB) na metade anterior do zigoto
(DRIEVER; NUSSLEIN-VOLHARD, 1988). Por meio de uma série de construgdes com o
gene hb de diversas espécies de Diptera (dentro e fora do grupo Cyclorrhapha) e o gene
reporter lacZ, Lemke et al. (2008) demonstraram que 0 padrdo de expressdo desse gene

induzido por BCD ocorre apenas nas espécies de Cyclorrhapha. Os resultados desse trabalho

como um todo (incluindo alguns que ndo foram discutidos aqui) trazem evidéncias de que ndo
38



S0 0 gene bcd, mas também a regulacéo transcricional do gene hunchback dependente de BCD

séo sinapomorfias do grupo Cyclorrhapha.

Essas mudancas observadas em hb, um gene que esté4 sob regulacdo de BCD, ajudam a
entender como se deu a evolugdo de bicoid e como em Cyclorrhapha esse novo gene foi sendo
integrado a uma rede de interacdes ja existente. Diante disso, outras mudancas em genes que
estdo sob controle transcricional/traducional dessa proteina, assim como aqueles que
participam desde a regulacdo do proprio bcd até a localizagdo de seu RNA mensageiro na
regido anterior do ovocito, também podem ser muito informativas. Nesse Ultimo caso, sabe-se
que o gene exuperantia (exu) desempenha uma funcao primordial, visto que mutantes para esse
gene apresentam uma distribuicdo difusa do mRNA bcd no ovécito em Drosophila
(BERLETH et al., 1988). O gene exu é filogeneticamente mais antigo que bcd, pois esta
amplamente distribuido em espécies de Diptera, e até mesmo em outras ordens de insetos
(observacdo em bancos de dados). Como essa funcdo de localizacgdo do mRNA bcd é
evolutivamente mais recente, visto que bcd s6 ocorre em Cyclorrhapha, ndo se sabe qual(is)
outra(s) funcdo(BGes) exu realiza em espécies fora desse grupo, embora possa(m) estar
relacionada(s) ao seu papel na espermatogénese (HAZELRIGG et al., 1990) ou na localizacéo
dos mRNAs de oskar durante a ovogénese (WILHELM et al., 2000). De qualquer forma,
espera-se que 0 gene exu tenha passado por mudancas adaptativas que permitiram sua
participacao na localizacdo do mRNA bcd no grupo Cyclorrhapha. Essas mudancas podem ter
ocorrido na regido promotora, afetando seu padrdo de expressdo, e/ou na sequéncia da regido
codificadora do gene, através da fixacdo de novos variantes por meio de selecdo positiva.

Uma das estratégias mais utilizadas para se estudar a evolugdo molecular de genes
baseia-se na relacdo entre a taxa de substituicdes ndo-sinbnimas (dN) e de substituicdes
sinbnimas (dS), resultando em um valor @ (dN/dS). Essa relagdo pode assumir um valor menor
que um (o < 1), indicando que o gene (ou regides dele) esta sob selecao purificadora; igual a 1
(o = 1) indicando uma evolugao neutra; ou maior que 1 (w > 1), indicando que o gene esta sob
selecdo positiva. Como se trata de relagbes de substituicdes de aminoacidos, essas analises tem
como unidade fundamental o cddon, avaliando se alteracBes neste resultam ou ndo em

mudancas na sequéncia proteica.

Esse trabalho se propds a testar a hipotese de que ha selecdo positiva atuando no gene

exu, especificamente em sua regido codificadora, e que isso pode ter um papel importante na
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determinacdo dos padrOes de expressdo de bicoid e os processos basicos de formacdo de

padréo no grupo Cyclorrhapha. Assim, os objetivos desse trabalho foram:

e Investigar se ha selecdo positiva atuando no gene exu em Cyclorrhapha.
e Identificar quais os sitios que estdo sendo selecionados positivamente nessa linhagem,

se houver evidéncia de evolucao adaptativa nesse gene.

Utilizando uma andlise na relacdo dN/dS, seguido pela aplicacdo de um método
bayesiano empirico em um alinhamento de regiGes codificadoras para 0 gene exu no grupo
Cyclorrhapha, e em diversos grupos externos, neste trabalho investigamos a existéncia de
selecdo positiva que possa estar associada as alteracdes que permitiram a participacao de exu

na funcéo de localizacdo do mRNA bicoid na regido anterior do ovocito nesse grupo.

MATERIAIS E METODOS

A fim de testar a hipGtese de que 0 gene exu estaria sujeito a selecdo positiva no grupo
Cyclorrhapha (Diptera), obtivemos a regido codificadora desse gene em varias espécies de
moscas disponiveis no banco de dados GenBank do NCBI (National Center for Biotechnology
Information) utilizando a ferramenta BLAST (ALTSCHUL et al., 1997). Além disso,
utilizamos a sequéncia do gene exu da espécie de moscas-das-frutas A. fraterculus, obtida na
primeira etapa desse trabalho. A Tabela 2.1 mostra as espécies estudadas e a identificacdo de
acesso no banco de dados. Nos casos em que a regido codificadora do transcrito ndo estava
indicada na propria pagina do GenBank, foi feita uma inferéncia in silico da ORF mais
provavel e de sua sequéncia proteica (BIKANDI et al., 2004).

As regibes codificadoras das sequéncias correspondentes ao gene exuperantia foram
inicialmente alinhadas por aminoacidos utilizando a versdo online do software MAFFT
(KATOH et al., 2002), retirando-se as regifes que apresentaram muita divergéncia para um
alinhamento confiavel, e depois manualmente revertidas para suas respectivas sequéncias de
DNA. Esse alinhamento do DNA por cdédons foi utilizado em todas as analises descritas a

sequir.
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Tabela 2.1: Lista de espécies estudadas nesse trabalho e respectivas entradas de acesso no GenBank

Grupo/Espécie

ID de acesso no GenBank

Cyclorrhapha

Anastrepha fraterculus (Afrat)*
Ceratitis capitata (Ccap)

Musca domestica (Mdom)
Drosophila melanogaster (Dmel)
Drosophila mojavensis (Dmoj)
Drosophila virilis (Dvir)
Drosophila pseudoobscura (Dps1)

XM_004526429.1 GI:498969170
KA645318.1 GI1:399939025

NM_001169747.1 GI:281363853
XM_002004251.1 GI:195119535
XM_002059408.1 G1:195401686
XM_001360949.2 GI:198458310

Grupo externo (Nematocera)

GAKJ01009913.1 GI:511202845
GANO001001921.1 GI:545918536
XM_001654190.1 GI:157125158
XM_308467.4 GI:158285796
JP555152.1 G1:353485238
KA182541.1 GI:400999303
Belgica antartica (Bant) GAAKO01003495.1 GI:418272270

* Sequéncia recentemente obtida e ainda ndo depositada no GenBank.
Fonte: Elaborada pela autora

Sitodiplosis mosellana (Smos)
Corethrella appendiculata (Cape)
Aedes aegypti (Aaeg)

Anopheles gambiae (Agam)
Phlebotomus papatasi (Ppap)
Chironomus riparius (Crip)

O alinhamento por cddons da regido de exu investigada foi analisado no jModelTest
2.1.1 (DARRIBA et al., 2012; POSADA; CRANDALL, 1998) para a inferéncia do modelo
evolutivo mais provavel pelo critério de informacdo do Akaike (AIC). Essas informacdes,
juntamente com o alinhamento, foram utilizados nos passos seguintes. N6s estimamos 0s
niveis de saturacdo das sequéncias em estudo, as taxas de transi¢do e transversdo no programa
DAMBE 5.3.74 (XIA, 2013), que plota tais valores contra as distancias genéticas considerando

o modelo evolutivo GTR.

Uma estimativa do nivel de divergéncia de exu entre as espécies estudadas foi
conduzida no programa DnaSP (LIBRADO; ROZAS, 2009), na qual foram avaliadas as taxas
de divergéncia em dois niveis: dentro do grupo Cyclorrhapha e entre esse grupo e outras
espécies de Diptera, considerando uma sliding-window de 30 nucleotideos, sem sobreposicdo e

descartando-se 0s gaps.

A éarvore filogenética ndo-enraizada de méxima verossimilhanca de exu foi inferida no
programa PhyML 3.0 (GUINDON et al., 2010), considerando o alinhamento obtido e as taxas
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de substituicdes do modelo evolutivo GTR previamente inferidos. Estes dados foram utilizados
no sofware CodeML implementado no programa PAML 4.7 (YANG, 2007) para a realizagéo
do strict branch-site test (ZHANG; NIELSEN; YANG, 2005). Nesse tipo de andlise, séo
realizadas comparacdes de modelos que permitem detectar selecdo positiva agindo em sitios
distintos em linhagens previamente especificadas (YANG; NIELSEN, 2002), considerando-se
a historia evolutiva. Para isso, a arvore gerada no PhyML é dividida em um ramo foreground
contendo as espécies de Cyclorrhapha, e um ramo background contendo as outras espécies de
Diptera para a realizacdo do teste de razdo de maxima verossimilhanca (Likelihood Ratio Test
— LRT) que compara 0 modelo nulo que nao permite valores de ® > 1 em nenhum dos ramos
(MA null), contra um modelo alternativo (MA) que o permite apenas no ramo foreground
(Cyclorrhapha). Os valores de LRT obtidos foram comparados com a distribui¢do nula de qui-

quadrado (x3), com valores criticos de 2,71 e 5,41 a niveis de significancia de 0,05 e 0,01,

respectivamente, conforme sugerido em trabalhos prévios (YANG, 2007).

Apbs verificar sinais de selecdo positiva em exu no grupo Cyclorrhapha, o método
Bayes Empirical Bayes (BEB) foi aplicado para identificar quais sitios estdo evoluindo sob
esse tipo de selecéo, calculando as probabilidades posteriores de selecéo purificadora, evolucao
neutra e selecdo positiva para cada codon. O BEB utiliza as estimativas dos parametros
calculados para o strict branch-site test por maxima verossimilhanca (como por exemplo, as
taxas de o para cada sitio), para construir a distribui¢do a priori. Esse método constitui uma
versdo mais aprimorada do método Naive Empirical Bayes (NEB), pois adiciona correcfes
para erros de amostragem dos parametros gerados por estimativas de méxima verossimilhanca
(o que é importante quando o conjunto de dados analisados € pequeno) (YANG; WONG;
NIELSEN, 2005). Para identificar os sitios (codons) sob selecdo positiva no ramo foreground,

foi utilizado um threshold de P = 0,95 para as probabilidades posteriores de ® > 1.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Alinhamento das sequéncias, analises iniciais e arvore filogenética de exuperantia

O alinhamento por cédons da regido selecionada de exu com sequéncias de 14 espécies,
sendo sete do grupo Cyclorrhapha e sete de outros Diptera ndo-Cyclorrhapha, gerou um
arquivo com um total de 571 sitios (cddons). Esse alinhamento pode ser visto no Anexo C.
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A anélise das sequéncias no jModelTest 2.1.1 (DARRIBA et al., 2012) demonstrou que
0 modelo GTR (Generalised Time-Reversible) + | + G (-InL = 15659,6433) é o que melhor
representa a evolucdo das sequéncias em estudo. Com os dados do alinhamento e do modelo
evolutivo, foram plotadas as taxas de transicdo e transversdo contra as distancias genéticas
entre as sequéncias no programa DAMBE 5.3.74 (XIA, 2013). Os resultados demonstram que
essas taxas de substituicdo ainda ndo atingiram o nivel de saturacdo (Figura 2.2), descartando a
possibilidade de que as taxas de substitui¢es sindbnimas (dS) estejam sendo subestimadas. Esse
tipo de analise é importante porque quando essas taxas atingem a saturacdo (visualizado por
um platd no grafico) o valor de dS pode ser subestimado, que por sua vez pode resultar em um
valor de ® inflado, gerando um falso positivo (SMITH; SMITH, 1996).

Figura 2.2 — Gréfico de saturacdo de exu: taxas de mutacdo x distancias genéticas

028

s (all)
020 | /s

015 -

sandyv

011

0.07 -

002 \ | \ | \ \
0.0753 0.2018 03282 0.4547 05811 0.7076 0.8340

GTR distance
Legenda: Taxas de transi¢do (s; em azul) e transversdo (v; em verde) contra as distancias genéticas segundo o
modelo GTR para a regido selecionada de exu. Fonte: Elaborada pela autora.

A estimativa dos niveis de divergéncia entre as sequéncias demonstrou que a maior
parte da variacdo encontrada ao longo do gene é melhor explicada pelas diferencas entre os
grupos (Cyclorrhapha e o grupo externo, medida pela relacdo Ka/Ks) do que pelas diferencas
dentro do grupo Cyclorrhapha (medida pela relagdo Pi(a)/Pi(s)) (Figura 2.3). Isso sugere que as
espécies desse grupo sofreram um processo evolutivo diferente em relacdo as outras espécies
de Diptera, que permitiu a fixacdo de variantes especificos para esse grupo, possivelmente por

selecdo positiva.
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Figura 2.3 — Estimativa dos niveis de divergéncia de exu no grupo Cyclorrhapha e entre este e outros Diptera
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Legenda: Niveis de divergéncia de exu dentro do grupo Cyclorrhapha (Pi(a)/Pi(s), vermelho) e entre esse grupo e
outras espécies de Diptera (Ka/Ks, azul). Fonte: Elaborada pela autora

A arvore ndo-enraizada de maxima verossimilhanca de exu (Figura 2.4), gerada no
programa PhyML 3.0 (GUINDON et al., 2010), foi entdo utilizada nos testes de selecdo, a fim
de testar a hipOGtese de sele¢do positiva atuando sobre esse gene no grupo Cyclorrhapha.
Segundo o manual do programa PAML, esse tipo de arvore (ndo-enraizada) deve ser utilizada
nos casos em que ndo forem fornecidas informacdes sobre rel6gio molecular, pois permite que

as taxas variem livremente de ramo para ramo.

Figura 2.4 — Arvore filogenética ndo-enraizada de maxima verossimilhanga do gene exuperantia
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Legenda: O ramo foreground testado estd marcado em cinza. Os valores de cada ramo correspondem ao nimero

de substitui¢des de nucleotideos por sitio de substituicdo. Fonte: Elaborada pela autora.
44



Estaria exu evoluindo sob selecéo positiva no grupo Cyclorrhapha?

Os resultados do strict branch-site test demonstraram que o modelo alternativo (MA),
no qual permite-se que os codons no ramo foreground atinjam valores de ® maiores que 1,
explicam melhor os dados do que o modelo nulo, que ndo o permite (MA null), rejeitando-se o
modelo nulo com um nivel de significancia de 0,000034. Isso significa que ha selecdo positiva

atuando no gene exuperantia no ramo do grupo Cyclorrhapha.

O Bayes Empirical Bayes (BEB) identificou dois sitios (cdons) que respondem por um
sinal de selecdo positiva (Figura 2.5). Um deles é o codon 343 (P = 0,97), localizado dentro do
dominio semelhante a RNase (RNase-like), e o outro é o0 506 (P = 0,97), localizado em uma
regido ainda ndo caracterizada em relacdo a dominios de proteina. Os resultados do BEB
trazem ainda outro dado interessante: esses dois sitios estdo dentro de regides sob forte selecao
purificadora em Cyclorrhapha (Figura 2.5), e no ramo background (grupo externo) esses
préprios sitios estdo sob selecdo purificadora (dados ndo mostrados). Esse tipo de padrdo de
selecdo é muito interessante, visto que regiGes sob forte selecdo purificadora em geral
constituem regides de grande importancia funcional, e o fato de que dentro delas foram
encontrados sitios sob selecdo positiva sugere que esses novos variantes podem ter sido fixados

por trazeram alguma vantagem evolutiva aos individios que os portam (NIELSEN, 2005).

O dominio semelhante & RNase (RNase-like) em EXU foi identificado em D.
melanogaster utilizando uma abordagem computacional (MOSER et al., 1997), a fim de buscar
proteinas que contenham esse dominio em varios organismos. Em relacdo a exu, ainda ndo se
sabe qual o papel desse dominio na funcdo da proteina, mas o fato de que essa regido esta sob
selecdo purificadora indica que ela pode desempenhar uma fungdo importante. Se esse dominio
estiver permanecendo funcionalmente conservado em EXU, € possivel que através de reacdes
cataliticas essa proteina promova a maturacdo do mRNA bcd, o que explicaria resultados
prévios de que s6 ap6s um contato com EXU esse mRNA ¢ “marcado” para uma localizagdo
especifica na regido anterior do ovocito (CHA; KOPPETSCH; THEURKAUF, 2001). Por
outro lado, também € possivel que esse dominio tenha perdido sua fungéo catalitica nesse gene
ao longo da evolugdo, permanecendo como uma regido de ligacdo ao mRNA, conforme
observado em outra proteina de Drosophila que o contém (DIENSTBIER et al., 2009).
Independente de qual for o caso, uma mudanca adaptativa nesse dominio no grupo

Cyclorrhapha indica que ela trouxe uma vantagem seletiva, possivelmente relacionada com sua
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nova funcao de localizagdo do mRNA bicoid, seja promovendo a maturacdo desse MRNA ou
aumentando sua especificidade de ligacdo. Infelizmente a proteina EXU ainda ndo foi
cristalizada, o que dificulta a analise de alteraces em sua estrutura terciéria para tentar inferir
se as mudancas aqui investigadas podem de fato ser as mudancas principais envolvidas na

modificacdo de EXU em Cyclorrhapha.

Figura 2.5 — Sitios de exuperantia sob sele¢do positiva em Cyclorrhapha
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Legenda: (A) Regido codificadora de exu utilizando a sequéncia de Anastrepha fraterculus como referéncia. A
area destacada com um retangulo pontilhado corresponde ao fragmento considerado para analise, o qual contém
0 dominio RNase-like (em laranja) e duas regies sem dominios caracterizados (NC, em verde). (B)
Probabilidades posteriores de codons sob selegdo purificadora (0 < @ < 1), evolugdo neutra (o = 1) e selegdo
positiva (o > 1). A linha vermelha pontilhada representa o threshold utilizado de P = 0,95. Fonte: Elaborada pela

autora.

Em relacdo a outra regido na qual foi observado um codon sob selecdo positiva, ainda
ndo se tem registros a respeito de motivos ou dominios proteicos, mas o fato de estar sob
selecdo purificadora sugere ser uma regido importante da proteina EXU. Além disso, deve ser
lembrado que a regiéo final de exu ndo foi considerada na analise por ser muito divergente, e
isso pode acontecer tanto porque esta regido esta evoluindo neutramente, quanto pode ser pela

existéncia de outros sitios sob selecdo positiva que evoluiram rapidamente no grupo

Cyclorrhapha.

Tem sido sugerido que bicoid representa um ganho evolutivo por proporcionar um

desenvolvimento mais rapido, pois a segmentacdo de todo o embrido ocorre de uma sé vez,
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enquanto que ha um atraso em espécies de Diptera mais basais. Para que esse desenvolvimento
ocorra de forma correta é necessario que o0 mRNA bcd seja localizado na regido anterior do
ovdcito, que vai resultar em um gradiente proteico agindo na regulacdo transcricional e
traducional de diversos genes (MCGREGOR, 2005). Stauber et al. (2002) demonstraram que o
gene Hox3, a partir do qual bcd originou-se apds um evento de duplicacdo, apesar de ser
expresso maternalmente em linhagens basais de Diptera, apresenta uma distribuicdo difusa
tanto nas camaras ovocitarias (trofocitos e ovocito) quanto no embrido. Quando considerados
em conjunto, esses dados sugerem que esse mecanismo de localizacdo parece ter se
desenvolvido concomitantemente ao estabelecimento de bicoid como fator chave na
determinacdo do eixo anteroposterior em alguma linhagem ancestral de Cyclorrhapha. Dessa
forma, embora mais estudos se facam necessarios, as alteracGes adaptativas encontradas em
exu no grupo Cyclorrhapha podem ter sido resultado de uma co-optacdo desse gene para

funcéo de localizacdo de bicoid nesse grupo.

CONCLUSOES

e A hipGtese de que o gene exuperantia estd evoluindo sob selecdo no grupo
Cyclorrhapha foi corroborada, e esse fato pode ser resultado de uma co-optagdo desse
gene para a localizacdo do mRNA bicoid nessa linhagem.

e O desenvolvimento dessa via de localizagdo juntamente com o surgimento do gene
bicoid podem ter trazido uma vantagem evolutiva no sentido de permitir um
desenvolvimento mais rapido, visto que a segmentacdo ocorre de uma s6 vez ao longo
do embri&o.

e Os sitios sob selecdo positiva estdo localizados dentro de duas regides sob forte selecédo
purificadora, uma tratando-se de um dominio ja conhecido e a outra ainda ndo
caracterizada em relacdo a dominios proteicos. Isso indica que essas regides sdo
importantes na funcdo de EXU, e o fato de conterem sitios sob sele¢do positiva
significa que essas substituicdes trazem uma vantagem evolutiva para os individuos que

as portam.
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CONSIDERACOES FINAIS

Esse trabalho trouxe varias informacdes relevantes em relacdo ao gene exuperantia,
ampliando o conhecimento desse gene para outras moscas fora do género Drosophila. Na
mosca-das-frutas sul-americana Anastrepha fraterculus, caracterizamos estruturalmente o gene
e seus transcritos, assim como detectamos a expressdo de exu em tecidos reprodutivos e
cefalicos nos dois sexos. Até 0 momento ainda ndo havia sido descrito na literatura que esse
gene pode ser expresso em cabeca. Além disso, demonstramos que a expressdo nesse nNovo
sitio envolve a utilizacdo de um terceiro promotor ou sitio de inicio da transcri¢do regulado

epigeneticamente, que é diferente daqueles dos tecidos reprodutivos.

A regulacdo diferencial de um gene em contextos celulares diferentes (em relagéo a
tecidos, sexos ou fases do desenvolvimento) indica que os elementos envolvidos nessa
regulacdo também sdo diferentes. No caso especifico em que um novo sitio de expressao do
gene esta relacionado com uma linhagem evolutiva em particular, pode significar uma
mudanca adaptativa resultante da co-optacdo do gene para uma nova funcdo. Um exemplo
disso é oskar, que foi co-optado a partir do sistema nervoso para uma funcao de organizacdo do
polo germinativo em insetos holometabolos (LYNCH et al., 2011). Considerando uma escala
evolutiva mais ampla, exu, que esta presente em vérias ordens de insetos e é regulado
diferencialmente em pelo menos 3 contextos celulares diferentes em Diptera, pode ser um bom
candidato a ser testado. Poderiamos considerar um cenario hipotético no qual em insetos mais
basais exu fosse expresso apenas em tecidos reprodutivos masculinos, e que em uma certa
linhagem (por exemplo, nos holometabolos) ele passasse a ser expresso também em tecidos
reprodutivos femininos (ou vice-versa). Trata-se de um cenario meramente hipotético, mas que
poderia ser testado a fim de entender como se estabeleceu o padrdo de expressao atual de exu

em insetos mais derivados, tais como Drosophila e Anastrepha.

Esse tipo de experimento torna-se bastante laborioso por requerer dados de expresséo e
de estrutura de transcritos em uma larga escala evolutiva, em especial para genes pouco
estudados em organismos ndo-modelo, como exu. Em uma escala evolutiva menor, alguns
trabalhos tém relacionado modificacBes em alguns genes com a integracdo do gene bicoid na
via de estabelecimento do eixo anteroposterior em Cyclorrhapha, um grupo derivado de
Diptera. Esses trabalhos focam principalmente em regibes regulatdrias nas quais a proteina

BCD se liga, agindo como um fator de transcri¢cdo. No entanto, consideramos que genes que
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agem em um passo anterior dessa cascata, seja regulando a transcricdo de bcd ou que
participem da localizacdo de seu RNA mensageiro na regido anterior do ovdcito, também
possam ter sofrido mudancas adaptativas. Utilizando uma abordagem de evolugdo molecular,
demonstramos que dois sitios estdo evoluindo sob sele¢do positiva no grupo Cyclorrhapha,

podendo ser resultado de uma co-optagédo de exu para essa funcdo de localizacéo de bcd.

Para finalizar, levantamos aqui algumas questées que permanecem em aberto a respeito
de exu em relagdo aos dados levantados nesse trabalho: (I) qual a funcdo que esse gene
desempenha em tecidos cefalicos? (lI) esse novo sitio de expressdo, assim como 0 Nnovo
transcrito descrito, estdo relacionados a quais linhagens evolutivas? (I1I) € um sitio de
expressao evolutivo mais novo, em relacdo aos tecidos reprodutivos? (IV) a regido sob forte
selecdo purificadora na qual foi encontrado um sitio sob selecdo positiva, trata-se de um
motivo/dominio funcional ainda ndo caracterizado? (V) outros genes que agem “upstream” ao
gene bicoid na determinacdo do eixo anteroposterior em Cyclorrhapha, também apresentam
mudancas adaptativas que podem estar associadas a sua relagdo com bcd? Assim, esse trabalho
ndo s6 ajudou a entender um pouco mais sobre o gene exu, mas também abre as portas para

novos trabalhos a serem realizados no futuro.
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ANEXO A: Contigs exu gerados a partir do sequenciamento de transcriptomas de A. fraterculus, e sequenciamento de fragmentos RACE e cDNA. Acima da regido
codificadora também estéa indicada a sequéncia proteica
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e EXON 5'UTR DE CABEGA ———————— o m oo oo o
—————————————————————————————————————————————————— CAGCCGTTTCTAGAATATGTAAAGTTTCTTGTTAAACTTTTAAGGTTTTTGGTTATTGCATCGTGGCCCAGAAAACAGAAGTGCATTCAACGAAATATTGC
GCTGCCATTTACGCTTACAAGTTTTCAACTCGCCTCT TATCAGT T GG == = == = = = = = = o o
——————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————— AGAAAACAGAAGTGCATTCAACGAAATATTGC
——————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————— AGAARACAGAAGTGCATTCAACGAAATATTGC
——————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————— AGAARACAGAAGTGCATTCAACGAAATATTGC
——————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————— AGAAAACAGAAGTGCATTCAACGAAATATTGC
————————————————————————————————————————————————————————————— EXON 5'UTR DE CABEGA === === m oo o o e o o

ATTTAAAATTTA-TTTTTTTGAAATTCACACAACTTAGAACAAAAGACTTGCAATATTTAGCTATCCATTAGATCCAAGTGCATATGAAATAATTTGAATGTAAATGATCTTCACTTTGGCCTTAACCTAGTAGTGTAAAATTCTTGGTGA
ATTTAAAATTTA-TTTTTTTGAAATTCACACAACTTAGAACAAAAGACTTGCAATATTTAGCTATCCATTAGATCCAAGTGCATATGAAATAATTTGAATGTAAATGATCTTCACTTTGGCCTTAACCTAGTAGTGTAAAATTCTTGGTGA
ATTTAAAATTTA-TTTTTTTGAAATTCACACAACTTAGAACAAAAGACTTGCAATATTTAGCTATCCATTAGATCCAAGTGCATATGAAATAATTTGAATGTAAATGATCTTCACTTTGGCCTTAACCTAGTAGTGTAAAATTCTTGGTGA
ATTTAAAATTTA-TTTTTTTGAAATTCACACAACTTAGAACAAAAGACTTGCAATATTTAGCTATCCATTAGATCCAAGTGCATATGAAATAATTTGAATGTAAATGATCTTCACTTTGGCCTTAACCTAGTAGTGTAAAATTCTTGGTGA

————————— [ <> mmmmm e e —————————— EXON 5'UTR DE REP FEMEA —————mmmmm oo~

T T AAGAC T T Gm = — = = = — = —

T T AAGAC T T Gm = — = = — = = — —

T T AAGAC T T Gm — = — — —— — — —
TTAAGAC T TG —————————
TTAAGAC T TG ————————

_____________ GTAAAGCTACGACGTTGGCTTGAAACGTCTAGCGCTGACCGCGGCTAGTTTATTTGATCCGTTGAAGTCAAACTGCGTGGTTCGCGTATACACAAACAGTGTACAAACTCTCAAAGTTGTACCAAAATTACAGTTCT
_____________ GTAAAGCTACGACGTTGGCTTGAAACGTCTAGCGCTGACCGCGGCTAGTTTATTTGATCCGTTGAAGTCAAACTGCGTGGTTCGCGTATACACAAACAGTGTACAAACTCTCAAAGTTGTACCAAAATTACAGTTCT
[ | mmm e EXON 5'UTR DE REP MACHO ——————— oo m e
________________________________________________________________________________________________________________________________________ GGATTAGATTGTCTT
________________________________________________________________________________________________________________________________________ GGATTAGATTGTCTT
________________________________________________________________________________________________________________________________________ GGATTAGATTGICTT
________________________________________________________________________________________________________________________________________ GGATTAGATTGTCTT
________________________________________________________________________________________________________________________________________ GGATTAGATTGTCTT
________________________________________________________________________________________________________________________________________ GGATTAGATTGTCTT
________________________________________________________________________________________________________________________________________ GGATTAGATTGTCTT
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>RM cont 1 ----ACAAACATGTGATAGACTACTCA-GCTTCGGAGTTTTCTTTTCAAATTGTTTTGCATTTCTATTCAAGTTTTATTTTTTTAAATTTTAAGAAAAATCACTTGCTAAATTCAAGTTTCTTTCTATATTCACAGGGATTAGATTGTCTT
>RM cont 2 —----ACAAACATGTGATAGACTACTCA-GCTTCGGAGTTTTCTTTTCAAATTGTTTTGCATTTCTATTCAAGTTTTATTTTTTTAAATTTTAAGAAAAATCACTTGCTAAATTCAAGTTTCTTTCTATATTCACAGGGATTAGATTGTCTT
>RM cont 3 ----ACAAACATGTGATAGACTACTCA-GCTTCGGAGTTTTCTTTTCAAATTGTTTTGCATTTCTATTCAAGTTTTATTTTTTTAAATTTTAAGAAAAATCACTTGCTAAATTCAAGTTTCTTTCTATATTCACAGGGATTAGATTGTCTT
>RM cont 4 —----ACAAACATGTGATAGACTACTCA-GCTTCGGAGTTTTCTTTTCAAATTGTTTTGCATTTCTATTCAAGTTTTATTTTTTTAAATTTTAAGAAAAATCACTTGCTAAATTCAAGTTTCTTTCTATATTCACAGGGATTAGATTGTCTT
>RM cont 5 —----ACAAACATGTGATAGACTACTCA-GCTTCGGAGTTTTCTTTTCAAATTGTTTTGCATTTCTATTCAAGTTTTATTTTTTTAAATTTTAAGAAAAATCACTTGCTAAATTCAAGTTTCTTTCTATATTCACAGGGATTAGATTGTCTT

————————————————————— EXON 1 5' UTR COMUM -—---—-————-————————————————————— | <> | -=——————-———-———-——————————— EXON 2 5' UTR COMUM --—--——-—————————|—=—————————
SEQ PROT M VvV A S
>CF cont 1 TAAGAAAAATTTCGATTCAGTACGTTCAGAAAAATTCGTTTGTTAGCAGAGAGAAAGGAGTTCAGCTGATTCAG---CGCATTTAACTAGTCAAATTAGTCCGATTTCGCTTGGATTATTTTTATTGGAAATTTTAGAAAATGGTCGCTTC
>CF cont 2 —-—— oo CGCATTTAACTAGTCAAATTAGTCCGATTTCGCTTGGATTATTTTTATTGGAAATTTTAGAAAATGGTCGCTTC
>CM cont 1 TAAGAAAAATTTCGATTCAGTACGTTCAGAAAAATTCGTTTGTTAGCAGAGAGAAAGGAGTTCAGCTGATTCAG---CGCATTTAACTAGTCAAATTAGTCCGATTTCGCTTGGATTATTTTTATTGGAAATTTTAGAAAATGGTCGCTTC
>CM cont 2 TAAGAAAAATTTCGATTCAGTACGTTCAGAAAAATTCGTTTGTTAGCAGAGAGAAAGGAGTTCAGCTGATTCAG---CGCATTTAACTAGTCAAATTAGTCCGATTTCGCTTGGATTATTTTTATTGGAAATTTTAGAAAATGGTCGCTTC
>CM cont 3 TAAGAAAAATTTCGATTCAGTACGTTCAGAAAAATTCGTTTGTTAGCAGAGAGAAAGGAGTTCAGCTGATTCAG---CGCATTTAACTAGTCAAATTAGTCCGATTTCGCTTGGATTATTTTTATTGGAAATTTTAGAAAATGGTCGCTTC
>CM cont 4 TAAGAAAAATTTCGATTCAGTACGTTCAGAAAAATTCGTTTGTTAGCAGAGAGAAAGGAGTTCAGCTGATTCAG---CGCATTTAACTAGTCAAATTAGTCCGATTTCGCTTGGATTATTTTTATTGGAAATTTTAGAAAATGGTCGCTTC
>RF cont 1 TAAGAAAAATTTCGATTCAGTACGTTCAGAAAAATTCGTTTGTTAGCAGAGAGAAAGGAGTTCAGCTGATTCAG---CGCATTTAACTAGTCAAATTAGTCCGATTTCGCTTGGATTATTTTTATTGGAAATTTTAGAAAATGGTCGCTTC
>RF cont 2 TAAGAAAAATTTCGATTCAGTACGTTCAGAAAAATTCGTTTGTTAGCAGAGAGAAAGGAGTTCAGCTGATTCAG---CGCATTTAACTAGTCAAATTAGTCCGATTTCGCTTGGATTATTTTTATTGGAAATTTTAGAAAATGGTCGCTTC
>RM cont 1 TAAGAAAAATTTCGATTCAGTACGTTCAGAAAAATTCGTTTGTTAGCAGAGAGAAAGGAGTTCAGCTGATTCAG---CGCATTTAACTAGTCAAATTAGTCCGATTTCGCTTGGATTATTTTTATTGGAAATTTTAGAAAATGGTCGCTTC
>RM cont 2 TAAGAAAAATTTCGATTCAGTACGTTCAGAAAAATTCGTTTGTTAGCAGAGAGAAAGGAGTTCAGCTGATTCAG---CGCATTTAACTAGTCAAATTAGTCCGATTTCGCTTGGATTATTTTTATTGGAAATTTTAGAAAATGGTCGCTTC
>RM cont 3 TAAGAAAAATTTCGATTCAGTACGTTCAGAAAAATTCGTTTGTTAGCAGAGAGAAAGGAGTTCAGCTGATTCAG---CGCATTTAACTAGTCAAATTAGTCCGATTTCGCTTGGATTATTTTTATTGGAAATTTTAGAAAATGGTCGCTTC
>RM cont 4 TAAGAAAAATTTCGATTCAGTACGTTCAGAAAAATTCGTTTGTTAGCAGAGAGAAAGGAGTTCAGCTGATTCAG---CGCATTTAACTAGTCAAATTAGTCCGATTTCGCTTGGATTATTTTTATTGGAAATTTTAGAAAATGGTCGCTTC
>RM cont 5 TAAGAAAAATTTCGATTCAGTACGTTCAGAAAAATTCGTTTGTTAGCAGAGAGAAAGGAGTTCAGCTGATTCAG---CGCATTTAACTAGTCAAATTAGTCCGATTTCGCTTGGATTATTTTTATTGGAAATTTTAGAAAATGGTCGCTTC
RACE 5' = —=—m-————mm————— AAAAGTACGTTCAGAAAAATTCGTTTGTTAGCAGAGAGAAAGGAGTTCAGCTGATTCAG---CGCATTTAACTAGTCAAATTAGTCCGATTTCGCTTGGATTATTTTTATTGGAAATTTTAGAAAATGGTCGCTTC

—————————————————————————————————————————————————————————————————— EXON CDSl === === —— - m o m o
SEQ PROT T N A S QN GV VN S P VV T SNGGV T TNGTMNVAGGHZK TTLAI KGR Y TUL V GV D I D T T
>CF cont 1 AACGAATGCAAGCCAAAACGGTGTAGTCAATTCTCCAGTAGTAGGAACTTCTAATGGAGTAACAACCAATGGCACAATGAATGTCGCTGGCGGACACAAGACTTTGGCCAAGGGCAGGTACACTTTAGTAGGCGTCGATATTGACACAACT
>CF cont 2 AACGAATGCAAGCCAAAACGGTGTAGTCAATTCTCCAGTAGTAGGAACTTCTAATGGAGTAACAACCAATGGCACAATGAATGTCGCTGGCGGACACAAGACTTTGGCCAAGGGCAGGTACACTTTAGTAGGCGTCGATATTGACACAACT
>CM cont 1 AACGAATGCAAGCCAAAACGGTGTAGTCAATTCTCCAGTAGTAGGAACTTCTAATGGAGTAACAACCAATGGCACAATGAATGTCGCTGGCGGACACAAGACTTTGGCCAAGGGCAGGTACACTTTAGTAGGCGTCGATATTGACACAACT
>CM cont 2 AACGAATGCAAGCCAAAACGGTGTAGTCAATTCTCCAGTAGTAGGAACTTCTAATGGAGTAACAACCAATGGCACAATGAATGTCGCTGGCGGACACAAGACTTTGGCCAAGGGCAGGTACACTTTAGTAGGCGTCGATATTGACACAACT
>CM cont 3 AACGAATGCAAGCCAAAACGGTGTAGTCAATTCTCCAGTAGTAGGAACTTCTAATGGAGTAACAACCAATGGCACAATGAATGTCGCTGGCGGACACAAGACTTTGGCCAAGGGCAGGTACACTTTAGTAGGCGTCGATATTGACACAACT
>CM cont 4 AACGAATGCAAGCCAAAACGGTGTAGTCAATTCTCCAGTAGTAGGAACTTCTAATGGAGTAACAACCAATGGCACAATGAATGTCGCTGGCGGACACAAGACTTTGGCCAAGGGCAGGTACACTTTAGTAGGCGTCGATATTGACACAACT
>RF cont 1 AACGAATGCAAGCCAAAACGGTGTAGTCAATTCTCCAGTAGTAGGAACTTCTAATGGAGTAACAACCAATGGCACAATGAATGTCGCTGGCGGACACAAGACTTTGGCCAAGGGCAGGTACACTTTAGTAGGCGTCGATATTGACACAACT
>RF cont 2 AACGAATGCAAGCCAAAACGGTGTAGTCAATTCTCCAGTAGTAGGAACTTCTAATGGAGTAACAACCAATGGCACAATGAATGTCGCTGGCGGACACAAGACTTTGGCCAAGGGCAGGTACACTTTAGTAGGCGTCGATATTGACACAACT
>RM cont 1 AACGAATGCAAGCCAAAACGGTGTAGTCAATTCTCCAGTAGTAGGAACTTCTAATGGAGTAACAACCAATGGCACAATGAATGTCGCTGGCGGACACAAGACTTTGGCCAAGGGCAGGTACACTTTAGTAGGCGTCGATATTGACACAACT
>RM cont 2 AACGAATGCAAGCCAAAACGGTGTAGTCAATTCTCCAGTAGTAGGAACTTCTAATGGAGTAACAACCAATGGCACAATGAATGTCGCTGGCGGACACAAGACTTTGGCCAAGGGCAGGTACACTTTAGTAGGCGTCGATATTGACACAACT
>RM cont 3 AACGAATGCAAGCCAAAACGGTGTAGTCAATTCTCCAGTAGTAGGAACTTCTAATGGAGTAACAACCAATGGCACAATGAATGTCGCTGGCGGACACAAGACTTTGGCCAAGGGCAGGTACACTTTAGTAGGCGTCGATATTGACACAACT
>RM cont 4 AACGAATGCAAGCCAAAACGGTGTAGTCAATTCTCCAGTAGTAGGAACTTCTAATGGAGTAACAACCAATGGCACAATGAATGTCGCTGGCGGACACAAGACTTTGGCCAAGGGCAGGTACACTTTAGTAGGCGTCGATATTGACACAACT
>RM cont 5 AACGAATGCAAGCCAAAACGGTGTAGTCAATTCTCCAGTAGTAGGAACTTCTAATGGAGTAACAACCAATGGCACAATGAATGTCGCTGGCGGACACAAGACTTTGGCCAAGGGCAGGTACACTTTAGTAGGCGTCGATATTGACACAACT
RACE 5' AACGAATGCAAGCCAAAACGGTGTAGTCAATTCTCCAGTAGTAGGAACTTCTAATGGAGTAACAACCAATGGCACAATGAATGTCGCTGGCGGACACAAGACCTTGGCCAAGGGCAGGTACACTTTAGTAGGCGTCGATATTGACACAACT
CDS (cCDNA) ——=———————————————————— GTAGTCAATTCTCCAGTAGTAGGAACTTCTAATGGAGTAACAACCAATGGCACAATGAATGTCGCTGGCGGACACAAGACTTTGGCCAAGGGCAGGTACACTTTAGTAGGCGTCGATATTGACACAACT
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G RRUL I DE-—-—TI V Q L A A Y S P K DHF E QY I M P Yy M N L N P A A R QR HQ V R V I S I G F Y R
GGGCGTCGACTCATCGATGAA---ATCGTTCAGTTGGCCGCGTATTCGCCCAAAGATCATTTTGAACAATATATTATGCCATACATGAACTTGAATCCTGCTGCTCGCCAACGTCACCAAGTGCGTGTGATCTCTATTGGATTCTATCGTA
GGGCGTCGACTCATCGATGAA---ATCGTTCAGTTGGCCGCGTATTCGCCCAAAGATCATTTTGAACAATATATTATGCCATACATGAACTTGAATCCTGCTGCTCGCCAACGTCACCAAGTGCGTGTGATCTCTATTGGATTCTATCGTA

GGACGTCGACTCATCGATGAA---ATCGTTCAGTTGGCCGCGTATTCGCCCAAAGATCATTTTGAACAATATATTATGCCATACATGAACTTGAATCCTGCTGCTCGCCAACGTCACCAAGTGCGTGTGATCTCTATTGGATTCTATCGTA
GGACGTCGACTCATCGATGAA---ATCGTTCAGTTGGCCGCGTATTCGCCCAAAGATCATTTTGAACAATATATTATGCCATACATGAACTTGAATCCTGCTGCTCGCCAACGTCACCAAGTGCGTGTGATCTCTATTGGATTCTATCGTA
GGACGTCGACTCATCGATGAA---ATCGTTCAGTTGGCCGCGTATTCGCCCAAAGATCATTTTGAACAATATATTATGCCATACATGAACTTGAATCCTGCTGCTCGCCAACGTCACCAAGTGCGTGTGATCTCTATTGGATTCTATCGTA
GGACGTCGACTCATCGATGAA---ATCGTTCAGTTGGCCGCGTATTCGCCCAAAGATCATTTTGAACAATATATTATGCCATACATGAACTTGAATCCTGCTGCTCGCCAACGTCACCAAGTGCGTGTGATCTCTATTGGATTCTATCGTA

GGACGTCGACTCATCGATGAA---ATCGTTCAGTTGGCCGCGTATTCGCCCAAAGATCATTTTGAACAATATATTATGCCATACATGAACTTGAATCCTGCTGCTCGCCAACGTCACCAAGTGCGTGTGATCTCTATTGGATTCTATCGTA
GGACGTCGACTCATCGATGAA---ATCGTTCAGTTGGCCGCGTATTCGCCCAAAGATCATTTTGAACAATATATTATGCCATACATGAACTTGAATCCTGCTGCTCGCCAACGTCACCAAGTGCGTGTGATCTCTATTGGATTCTATCGTA

GGGCGTCGACTCATCGATGAA---ATCGTTCAGTTGGCCGCGTATTCGCCCAAAGATCATTTTGAACAATATATTATGCCATACATGAACTTGAATCCTGCTGCTCGCCAACGTCACCAAGTGCGTGTGATCTCTATTGGATTCTATCGTA
GGGCGTCGACTCATCGATGAA---ATCGTTCAGTTGGCCGCGTATTCGCCCAAAGATCATTTTGAACAATATATTATGCCATACATGAACTTGAATCCTGCTGCTCGCCAACGTCACCAAGTGCGTGTGATCTCTATTGGATTCTATCGTA
GGGCGTCGACTCATCGATGAA---ATCGTTCAGTTGGCCGCGTATTCGCCCAAAGATCATTTTGAACAATATATTATGCCATACATGAACTTGAATCCTGCTGCTCGCCAACGTCACCAAGTGCGTGTGATCTCTATTGGATTCTATCGTA
GGGCGTCGACTCATCGATGAA---ATCGTTCAGTTGGCCGCGTATTCGCCCAAAGATCATTTTGAACAATATATTATGCCATACATGAACTTGAATCCTGCTGCTCGCCAACGTCACCAAGTGCGTGTGATCTCTATTGGATTCTATCGTA
GGGCGTCGACTCATCGATGAA---ATCGTTCAGTTGGCCGCGTATTCGCCCAAAGATCATTTTGAACAATATATTATGCCATACATGAACTTGAATCCTGCTGCTCGCCAACGTCACCAAGTGCGTGTGATCTCTATTGGATTCTATCGTA

GGGCGTCGACTCATCGATGAA---ATCGTTCAGTTGGCCGCGTATTCGCCCAAAGATCATTTTGAACAATATATTATGCCATACATGAACTTGAATCCTGCTGCTCGCCAACGTCACCTAGTGCGTGTGATCTCTATTGGATTCTATCG
GGGCGTCGACTCATCGATGAA---ATCGTTCAGTTGGCCGCGTATTCGCCCAAAGATCATTTTGAACAATATATTATGCCATACATGAACTTGAATCCTGCTGCTCGCCAACGTCACCAAGTGCGTGTGATCTCTATTGGATTCTATCGTA

M L K s M ¢ T Yy K---I I K S K S E I A A L K D F L. D W L E A L K A E D T S S N G V I L V Y H E E R K F
TGTTGAAATCAATGCAAACCTATAAG---ATTATCAAGTCTAAATCGGAGATCGCTGCCTTGAAAGATTTTCTGGATTGGCTGGAAGCGCTTAAGGCCGAAGATACATCATCGAACGGTGTCATTCTAGTCTATCATGAGGAACGCAAATT
TGTTGAAATCAATGCAAACCTATAAG---ATTATCAAGTCTAAATCGGAGATCGCTGCCTTGAAAGATTTTCTGGATTGGCTGGAAGCGCTTAAGGCCGAAGATACATCATCGAACGGTGTCATTCTAGTCTATCATGAGGAACGCAAATT

TGTTGAAATCAATGCAAACCTATAAG---ATTATCAAGTCTAAATCGGAGATCGCTGCCTTGAAAGATTTTCTGGATTGGCTGGAAGCGCTTAAGGCCGAAGATACATCATCGAACGGTGTCATTCTAGTCTATCATGAGGAACGCAAATT
TGTTGAAATCAATGCAAACCTATAAG---ATTATCAAGTCTAAATCGGAGATCGCTGCCTTGAAAGATTTTCTGGATTGGCTGGAAGCGCTTAAGGCCGAAGATACATCATCGAACGGTGTCATTCTAGTCTATCATGAGGAACGCAAATT
TGTTGAAATCAATGCAAACCTATAAG---ATTATCAAGTCTAAATCGGAGATCGCTGCCTTGAAAGATTTTCTGGATTGGCTGGAAGCGCTTAAGGCCGAAGATACATCATCGAACGGTGTCATTCTAGTCTATCATGAGGAACGCAAATT
TGTTGAAATCAATGCAAACCTATAAG---ATTATCAAGTCTAAATCGGAGATCGCTGCCTTGAAAGATTTTCTGGATTGGCTGGAAGCGCTTAAGGCCGAAGATACATCATCGAACGGTGTCATTCTAGTCTATCATGAGGAACGCAAATT

TGTTGAAATCAATGCAAACCTATAAG---ATTATCAAGTCTAAATCGGAGATCGCTGCCTTGAAAGATTTTCTGGATTGGCTGGAAGCGCTTAAGGCCGAAGATACATCATCGAACGGTGTCATTCTAGTCTATCATGAGGAACGCAAATT
TGTTGAAATCAATGCAAACCTATAAG---ATTATCAAGTCTAAATCGGAGATCGCTGCCTTGAAAGATTTTCTGGATTGGCTGGAAGCGCTTAAGGCCGAAGATACATCATCGAACGGTGTCATTCTAGTCTATCATGAGGAACGCAAATT

TGTTGAAATCAATGCAAACCTATAAG---ATTATCAAGTCTAAATCGGAGATCGCTGCCTTGAAAGATTTTCTGGATTGGCTGGAAGCGCTTAAGGCCGAAGATACATCATCGAACGGTGTCATTCTAGTCTATCATGAGGAACGCAAATT
TGTTGAAATCAATGCAAACCTATAAG---ATTATCAAGTCTAAATCGGAGATCGCTGCCTTGAAAGATTTTCTGGATTGGCTGGAAGCGCTTAAGGCCGAAGATACATCATCGAACGGTGTCATTCTAGTCTATCATGAGGAACGCAAATT
TGTTGAAATCAATGCAAACCTATAAG---ATTATCAAGTCTAAATCGGAGATCGCTGCCTTGAAAGATTTTCTGGATTGGCTGGAAGCGCTTAAGGCCGAAGATACATCATCGAACGGTGTCATTCTAGTCTATCATGAGGAACGCAAATT
TGTTGAAATCAATGCAAACCTATAAG---ATTATCAAGTCTAAATCGGAGATCGCTGCCTTGAAAGATTTTCTGGATTGGCTGGAAGCGCTTAAGGCCGAAGATACATCATCGAACGGTGTCATTCTAGTCTATCATGAGGAACGCAAATT
TGTTGAAATCAATGCAAACCTATAAG---ATTATCAAGTCTAAATCGGAGATCGCTGCCTTGAAAGATTTTCTGGATTGGCTGGAAGCGCTTAAGGCCGAAGATACATCATCGAACGGTGTCATTCTAGTCTATCATGAGGAACGCAAATT

TGTTGAAATCAATGCAAACCTATAAG---ATTATCAAGTCTAAATCGGAGATCGCTGCCTTGAAAGATTTTCTGGATTGGCTGGAAGCGCTTAAGGCCGAAGATACATCATCGAACGGTGTCATTCTAGTCTATCATGAGGAACGCAAATT
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cont 1

rI p Yy M™M I L E S LN KYNL L DURPF L K TV K S F ANGULNTLAI KA ANANES L Q H Y T L R K L S K
TATTCCATATATGATTTTGGAATCGCTTAACAAATACAACCTGTTGGACAGGTTCCTTAAAACAGTCAAATCATTTGCCAATGGCCTCAATTTAGCCAAAGCCAATGCCAACGAATCATTGCAACATTACACGTTGCGCAAACTCTCCAAA
TATTCCATATATGATTTTGGAATCGCTTAACAAATACAACCTGTTGGACAGGTTCCTTAAAACAGTCAAATCATTTGCCAATGGCCTCAATTTAGCCAAAGCCAATGCCAACGAATCATTGCAACATTACACGTTGCGCAAACTCTCCAAA

TATTCCATATATGATTTTGGAATCGCTTAACAAATACAACCTGTTGGACAGGTTCCTTAAAACAGTCAAATCATTTGCCAATGGCCTCAATTTAGCCAAAGCCAATGCCAACGAATCATTGCAACATTACACGTTGCGCAAACTCTCCAAA
TATTCCATATATGATTTTGGAATCGCTTAACAAATACAACCTGTTGGACAGGTTCCTTAAAACAGTCAAATCATTTGCCAATGGCCTCAATTTAGCCAAAGCCAATGCCAACGAATCATTGCAACATTACACGTTGCGCAAACTCTCCAAA
TATTCCATATATGATTTTGGAATCGCTTAACAAATACAACCTGTTGGACAGGTTCCTTAAAACAGTCAAATCATTTGCCAATGGCCTCAATTTAGCCAAAGCCAATGCCAACGAATCATTGCAACATTACACGTTGCGCAAACTCTCCAAA
TATTCCATATATGATTTTGGAATCGCTTAACAAATACAACCTGTTGGACAGGTTCCTTAAAACAGTCAAATCATTTGCCAATGGCCTCAATTTAGCCAAAGCCAATGCCAACGAATCATTGCAACATTACACGTTGCGCAAACTCTCCAAA

TATTCCATATATGATTTTGGAATCGCTTAACAAATACAACCTGTTGGACAGGTTCCTTAAAACAGTCAAATCATTTGCCAATGGCCTCAATTTAGCCAAAGCCAATGCCAACGAATCATTGCAACATTACACGTTGCGCAAACTCTCCAAA
TATTCCATATATGATTTTGGAATCGCTTAACAAATACAACCTGTTGGACAGGTTCCTTAAAACAGTCAAATCATTTGCCAATGGCCTCAATTTAGCCAAAGCCAATGCCAACGAATCATTGCAACATTACACGTTGCGCAAACTCTCCAAA

TATTCCATATATGATTTTGGAATCGCTTAACAAATACAACCTGTTGGACAGGTTCCTTAAAACAGTCAAATCATTTGCCAATGGCCTCAATTTAGCCAAAGCCAATGCCAACGAATCATTGCAACATTACACGTTGCGCAAACTCTCCAAA
TATTCCATATATGATTTTGGAATCGCTTAACAAATACAACCTGTTGGACAGGTTCCTTAAAACAGTCAAATCATTTGCCAATGGCCTCAATTTAGCCAAAGCCAATGCCAACGAATCATTGCAACATTACACGTTGCGCAAACTCTCCAAA
TATTCCATATATGATTTTGGAATCGCTTAACAAATACAACCTGTTGGACAGGTTCCTTAAAACAGTCAAATCATTTGCCAATGGCCTCAATTTAGCCAAAGCCAATGCCAACGAATCATTGCAACATTACACGTTGCGCAAACTCTCCAAA
TATTCCATATATGATTTTGGAATCGCTTAACAAATACAACCTGTTGGACAGGTTCCTTAAAACAGTCAAATCATTTGCCAATGGCCTCAATTTAGCCAAAGCCAATGCCAACGAATCATTGCAACATTACACGTTGCGCAAACTCTCCAAA
TATTCCATATATGATTTTGGAATCGCTTAACAAATACAACCTGTTGGACAGGTTCCTTAAAACAGTCAAATCATTTGCCAATGGCCTCAATTTAGCCAAAGCCAATGCCAACGAATCATTGCAACATTACACGTTGCGCAAACTCTCCAAA

TATTCCATATATGATTTTGGAATCGCTTAACAAATACAACCTGTTGGACAGGTTCCTTAAAACAGTCAAATCATTTGCCAATGGCCTCAATTTAGCCAAAGCCAATGCCAACGAATCATTGCAACATTACACGTTGCGCAAACTCTCCAAA

v L S A K A HEV I NNONAS DG E I K NNV S s TTGTI A AU ETCOQ S P Q K S L Q K G V L A Q E R
GTGTTGAGCGCCAAAGCACATGAAGTGATCAATAATCAAAATGCAAGTGACGGTGAAATCAAAAACAATGTTAGCTCAACAACGGGCATAGCC---GAGTGTCAGAGCCCCCAAAAGTCATTGCAAAAGGGCGTTCTGGCACAGGAGCGTG
GTGTTGAGCGCCAAAGCACATGAAGTGATCAATAATCAAAATGCAAGTGACGGTGAAATCAAAAACAATGTTAGCTCAACAACGGGCATAGCC---GAGTGTCAGAGCCCCCAAAAGTCATTGCAAAAGGGCGTTCTGGCACAGGAGCGTG

GTGTTGAGCGCCAAAGCACATGAAGTGATCAATAATCAAAATGCAAGTGACGGTGAAATCAAAAACAATGTTAGCTCAACAACGGGCATAGCCGCCGAGTGTCAGAGCCCCCAAAAGTCATTGCAAAAGGGCGTTCTGGCACAGGAGCGTG
GTGTTGAGCGCCAAAGCACATGAAGTGATCAATAATCAAAATGCAAGTGACGGTGAAATCAAAAACAATGTTAGCTCAACAACGGGCATAGCCGCCGAGTGTCAGAGCCCCCAAAAGTCATTGCAAAAGGGCGTTCTGGCACAGGAGCGTG
GTGTTGAGCGCCAAAGCACATGAAGTGATCAATAATCAAAATGCAAGTGACGGTGAAATCAAAAACAATGTTAGCTCAACAACGGGCATAGCCGCCGAGTGTCAGAGCCCCCAAAAGTCATTGCAAAAGGGCGTTCTGGCACAGGAGCGTG
GTGTTGAGCGCCAAAGCACATGAAGTGATCAATAATCAAAATGCAAGTGACGGTGAAATCAAAAACAATGTTAGCTCAACAACGGGCATAGCCGCCGAGTGTCAGAGCCCCCAAAAGTCATTGCAAAAGGGCGTTCTGGCACAGGAGCGTG

GTGTTGAGCGCCAAAGCACATGAAGTGATCAATAATCAAAATGCAAGTGACGGTGAAATCAAAAACAATGTTAGCTCAACAACGGGCATAGCC---GAGTGTCAGAGCCCCCAAAAGTCATTGCAAAAGGGCGTTCTGGCACAGGAGCGTG
GTGTTGAGCGCCAAAGCACATGAAGTGATCAATAATCAAAATGCAAGTGACGGTGAAATCAAAAACAATGTTAGCTCAACAACGGGCATAGCC---GAGTGTCAGAGCCCCCAAAAGTCATTGCAAAAGGGCGTTCTGGCACAGGAGCGTG

GTGTTGAGCGCCAAAGCACATGAAGTGATCAATAATCAAAATGCAAGTGACGGTGAAATCAAAAACAATGTTAGCTCAACAACGGGCATAGCCGCCGAGTGTCAGAGCCCCCAAAAGTCATTGCAAAAGGGCGTTCTGGCACAGGAGCGTG
GTGTTGAGCGCCAAAGCACATGAAGTGATCAATAATCAAAATGCAAGTGACGGTGAAATCAAAAACAATGTTAGCTCAACAACGGGCATAGCCGCCGAGTGTCAGAGCCCCCAAAAGTCATTGCAAAAGGGCGTTCTGGCACAGGAGCGTG
GTGTTGAGCGCCAAAGCACATGAAGTGATCAATAATCAAAATGCAAGTGACGGTGAAATCAAAAACAATGTTAGCTCAACAACGGGCATAGCCGCCGAGTGTCAGAGCCCCCAAAAGTCATTGCAAAAGGGCGTTCTGGCACAGGAGCGTG
GTGTTGAGCGCCAAAGCACATGAAGTGATCAATAATCAAAATGCAAGTGACGGTGAAATCAAAAACAATGTTAGCTCAACAACGGGCATAGCCGCCGAGTGTCAGAGCCCCCAAAAGTCATTGCAAAAGGGCGTTCTGGCACAGGAGCGTG
GTGTTGAGCGCCAAAGCACATGAAGTGATCAATAATCAAAATGCAAGTGACGGTGAAATCAAAAACAATGTTAGCTCAACAACGGGCATAGCCGCCGAGTGTCAGAGCCCCCAAAAGTCATTGCAAAAGGGCGTTCTGGCACAGGAGCGTG

GTGTTGAGCGCCAAAGCACACGAAGTGATCAATAATCAAAATGCAAGTGACGGTGAAATCAAAAACAATGTTAGCTCAACAACGGGCATAGCCGCCGAGTGTCAGAGCCCCCAAAAGTCATTGCAAAAGGGCGTTCTGGCACAGGAGCGTG

E L F D GNA S V RAIKILAYEV AQ QL S N QEHI KV P I ES S AATLENMTIAA- AV Q T Y A Q P I E
AGCTGTTCGATGGTAATGCTAGTGTGCGTGCCAAGTTGGCCTATGAGGTGGCACAACAGTTGAGCAATCAAGAACACAAGGTGCCTATCGAATCGTCGGCTGCATTAGAGAATATGATTGCCGCAGTGCAAACGTATGCACAGCCCATTGA
AGCTGTTCGATGGTAATGCTAGTGTGCGTGCCAAGTTGGCCTATGAGGTGGCACAACAGTTGAGCAATCAAGAACACAAGGTGCCTATCGAATCGTCGGCTGCATTAGAGAATATGATTGCCGCAGTGCAAACGTATGCACAGCCCATTGA

AGCTGTTCGATGGTAATGCTAGTGTGCGTGCCAAGTTGGCCTATGAGGTGGCACAACAGTTGAGCAATCAAGAACACAAGGTGCCTATCGAATCGTCGGCTGCATTAGAGAATATGATTGCCGCAGTGCAAACGTATGCACAGCCCATTGA
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>CM cont AGCTGTTCGATGGTAATGCTAGTGTGCGTGCCAAGTTGGCCTATGAGGTGGCACAACAGTTGAGCAATCAAGAACACAAGGTGCCTATCGAATCGTCGGCTGCATTAGAGAATATGATTGCCGCAGTGCAAACGTATGCACAGCCCATTGA
>CM cont AGCTGTTCGATGGTAATGCTAGTGTGCGTGCCAAGTTGGCCTATGAGGTGGCACAACAGTTGAGCAATCAAGAACACAAGGTGCCTATCGAATCGTCGGCTGCATTAGAGAATATGATTGCCGCAGTGCAAACGTATGCACAGCCCATTGA
>CM cont 4 AGCTGTTCGATGGTAATGCTAGTGTGCGTGCCAAGTTGGCCTATGAGGTGGCACAACAGTTGAGCAATCAAGAACACAAGGTGCCTATCGAATCGTCGGCTGCATTAGAGAATATGATTGCCGCAGTGCAAACGTATGCACAGCCCATTGA

w N

>RF cont 1 AGCTGTTCGATGGTAATGCTAGTGTGCGTGCCAAGTTAGCCTATGAGGTGGCACAACAGTTGAGCAATCAAGAACACAAGGTGCCTATCGAATCGTCGGCTGCATTAGAGAATATGATTGCCGCAGTGCAAACGTATGCACAGCCCATTGA
>RF cont 2 AGCTGTTCGATGGTAATGCTAGTGTGCGTGCCAAGTTAGCCTATGAGGTGGCACAACAGTTGAGCAATCAAGAACACAAGGTGCCTATCGAATCGTCGGCTGCATTAGAGAATATGATTGCCGCAGTGCAAACGTATGCACAGCCCATTGA
>RM cont 1 AGCTGTTCGATGGTAATGCTAGTGTGCGTGCCAAGCTAGCCTATGAGGTGGCACAACAGTTGAGCAATCAAGAACACAAGGTGCCTATCGAATCGTCGGCTGCATTAGAGAATATGATTGCCGCAGTGCAAACGTATGCACAGCCCATTGA
>RM cont 2 AGCTGTTCGATGGTAATGCTAGTGTGCGTGCCAAGCTAGCCTATGAGGTGGCACAACAGTTGAGCAATCAAGAACACAAGGTGCCTATCGAATCGTCGGCTGCATTAGAGAATATGATTGCCGCAGTGCAAACGTATGCACAGCCCATTGA
>RM cont 3 AGCTGTTCGATGGTAATGCTAGTGTGCGTGCCAAGCTAGCCTATGAGGTGGCACAACAGTTGAGCAATCAAGAACACAAGGTGCCTATCGAATCGTCGGCTGCATTAGAGAATATGATTGCCGCAGTGCAAACGTATGCACAGCCCATTGA
>RM cont 4 AGCTGTTCGATGGTAATGCTAGTGTGCGTGCCAAGCTAGCCTATGAGGTGGCACAACAGTTGAGCAATCAAGAACACAAGGTGCCTATCGAATCGTCGGCTGCATTAGAGAATATGATTGCCGCAGTGCAAACGTATGCACAGCCCATTGA
>RM cont 5 AGCTGTTCGATGGTAATGCTAGTGTGCGTGCCAAGCTAGCCTATGAGGTGGCACAACAGTTGAGCAATCAAGAACACAAGGTGCCTATCGAATCGTCGGCTGCATTAGAGAATATGATTGCCGCAGTGCAAACGTATGCACAGCCCATTGA

CDS (cDNA) AGCTGTTCGATGGTAATGCTAGTGTGCGTGCTAAGTTAGCCTACGAGGTGGCACAACAGTTGAGCAATCAAGAACACAAGGTGCCTATCGAATCGTCGGCTGCATTAGAGAATATGATTGCCGCAGTGCAAACGTATGCACAGCCCATCGA

——————————————————————————————————————————————————————————————————— EXON CDS3 === === ————mmmm oo
SEQ PROT c b L N EL QT QN ENTLEROQNS F R PV FLNY F K TTL Y H RV RAV KF R I I L A E Q G Y D
>CF cont 1 ATGCGATTTGAATGAACTACAAACTCAAAACGAGAATTTGGAACGTCAAAATTCTTTCCGTCCGGTTTTCTTAAATTACTTTAAAACCACACTCTACCATCGAGTGCGTGCGGTCAAGTTTCGCATCATACTTGCGGAACAGGGTTATGAC
>CF cont 2 ATGCGATTTGAATGAACTACAAACTCAAAACGAGAATTTGGAACGTCAAAATTCTTTCCGTCCGGTTTTCTTAAATTACTTTAAAACCACACTCTACCATCGAGTGCGTGCGGTCAAGTTTCGCATCATACTTGCGGAACAGGGTTATGAC
>CM cont 1 ATGCGATTTGAATGAACTACAAACTCAAAACGAGAATTTGGAACGTCAAAATTCTTTCCGTCCGGTTTTCTTAAATTACTTTAAAACCACACTCTACCATCGAGTGCGTGCGGTCAAGTTTCGCATCATACTTGCGGAACAGGGTTACGAC
>CM cont 2 ATGCGATTTGAATGAACTACAAACTCAAAACGAGAATTTGGAACGTCAAAATTCTTTCCGTCCGGTTTTCTTAAATTACTTTAAAACCACACTCTACCATCGAGTGCGTGCGGTCAAGTTTCGCATCATACTTGCGGAACAGGGTTACGAC
>CM cont 3 ATGCGATTTGAATGAACTACAAACTCAAAACGAGAATTTGGAACGTCAAAATTCTTTCCGTCCGGTTTTCTTAAATTACTTTAAAACCACACTCTACCATCGAGTGCGTGCGGTCAAGTTTCGCATCATACTTGCGGAACAGGGTTACGAC
>CM cont 4 ATGCGATTTGAATGAACTACAAACTCAAAACGAGAATTTGGAACGTCAAAATTCTTTCCGTCCGGTTTTCTTAAATTACTTTAAAACCACACTCTACCATCGAGTGCGTGCGGTCAAGTTTCGCATCATACTTGCGGAACAGGGTTACGAC
>RF cont 1 ATGCGATTTGAATGAACTACAAACTCAAAACGAGAATTTGGAACGTCAAAATTCTTTCCGTCCGGTTTTCTTAAATTACTTTAAAACCACACTCTACCATCGAGTGCGTGCGGTCAAGTTTCGCATCATACTTGCGGAACAGGGTTATGAC
>RF cont 2 ATGCGATTTGAATGAACTACAAACTCAAAACGAGAATTTGGAACGTCAAAATTCTTTCCGTCCGGTTTTCTTAAATTACTTTAAAACCACACTCTACCATCGAGTGCGTGCGGTCAAGTTTCGCATCATACTTGCGGAACAGGGTTATGAC
>RM cont 1 ATGCGATTTGAATGAACTACAAACTCAAAACGAGAATTTGGAACGTCAAAATTCTTTCCGTCCGGTTTTCTTAAATTACTTTAAAACCACACTCTACCATCGAGTGCGTGCGGTCAAGTTTCGCATCATACTTGCGGAACAGGGTTATGAC
>RM cont 2 ATGCGATTTGAATGAACTACAAACTCAAAACGAGAATTTGGAACGTCAAAATTCTTTCCGTCCGGTTTTCTTAAATTACTTTAAAACCACACTCTACCATCGAGTGCGTGCGGTCAAGTTTCGCATCATACTTGCGGAACAGGGTTATGAC
>RM cont 3 ATGCGATTTGAATGAACTACAAACTCAAAACGAGAATTTGGAACGTCAAAATTCTTTCCGTCCGGTTTTCTTAAATTACTTTAAAACCACACTCTACCATCGAGTGCGTGCGGTCAAGTTTCGCATCATACTTGCGGAACAGGGTTATGAC
>RM cont 4 ATGCGATTTGAATGAACTACAAACTCAAAACGAGAATTTGGAACGTCAAAATTCTTTCCGTCCGGTTTTCTTAAATTACTTTAAAACCACACTCTACCATCGAGTGCGTGCGGTCAAGTTTCGCATCATACTTGCGGAACAGGGTTATGAC
>RM cont 5 ATGCGATTTGAATGAACTACAAACTCAAAACGAGAATTTGGAACGTCAAAATTCTTTCCGTCCGGTTTTCTTAAATTACTTTAAAACCACACTCTACCATCGAGTGCGTGCGGTCAAGTTTCGCATCATACTTGCGGAACAGGGTTATGAC

CDS (cDNA) ATGCGATTTGAATGAACTACAAACTCAAAACGAGAATTTGGAGCGTCAAAACTCTTTCCGTCCGGTTTTCTTAAATTACTTTAAAACCACACTCTACCATCGAGTGCGTGCAGTCAAGTTTCGCATCATACTTGCGGAACAGGGTTATGAC

——————————————————————————————————————————————————————————————————— EXON CDS3 ——— === mmmmm oo o
SEQ PROT L ¢ T L ~nA I W S E K QK D GUL A E VL Q VI E E L K P E DI RTELADUL F D S Y F D P V K T T I K
>CF cont 1 CTGCAGACGCTAAATGCAATTTGGAGTGAGAAACAAAAGGATGGATTGGCCGAAGTATTGCAAGTCATTGAGGAGTTAAAACCTGAAGATAGGACGGAGTTGGCTGATTTATTTGACAGTTACTTCGATCCTGTAAAGACGACTATTAAGC
>CF cont 2 CTGCAGACGCTAAATGCAATTTGGAGTGAGAAACAAAAGGATGGATTGGCCGAAGTATTGCAAGTCATTGAGGAGTTAAAACCTGAAGATAGGACGGAGTTGGCTGATTTATTTGACAGTTACTTCGATCCTGTAAAGACGACTATTAAGC
>CM cont 1 CTGCAGACGCTAAATGCAATTTGGAGTGAGAAACAAAAGGATGGATTGGCCGAAGTATTGCAAGTCATTGAGGAGTTAAAACCTGAAGATAGGACGGAGTTGGCTGATTTATTTGACAGTTACTTCGATCCTGTAAAGACGACTATTAAGC
>CM cont 2 CTGCAGACGCTAAATGCAATTTGGAGTGAGAAACAAAAGGATGGATTGGCCGAAGTATTGCAAGTCATTGAGGAGTTAAAACCTGAAGATAGGACGGAGTTGGCTGATTTATTTGACAGTTACTTCGATCCTGTAAAGACGACTATTAAGC
>CM cont 3 CTGCAGACGCTAAATGCAATTTGGAGTGAGAAACAAAAGGATGGATTGGCCGAAGTATTGCAAGTCATTGAGGAGTTAAAACCTGAAGATAGGACGGAGTTGGCTGATTTATTTGACAGTTACTTCGATCCTGTAAAGACGACTATTAAGC
>CM cont 4 CTGCAGACGCTAAATGCAATTTGGAGTGAGAAACAAAAGGATGGATTGGCCGAAGTATTGCAAGTCATTGAGGAGTTAAAACCTGAAGATAGGACGGAGTTGGCTGATTTATTTGACAGTTACTTCGATCCTGTAAAGACGACTATTAAGC
>RF cont 1 CTGCAGACGCTAAATGCAATTTGGAGTGAGAAACAAAAGGATGGATTGGCCGAAGTATTGCAAGTCATTGAGGAGTTAAAACCTGAAGATAGGACGGAGTTGGCTGATTTATTTGACAGTTACTTCGATCCTGTAAAGACGACTATTAAGC
>RF cont 2 CTGCAGACGCTAAATGCAATTTGGAGTGAGAAACAAAAGGATGGATTGGCCGAAGTATTGCAAGTCATTGAGGAGTTAAAACCTGAAGATAGGACGGAGTTGGCTGATTTATTTGACAGTTACTTCGATCCTGTAAAGACGACTATTAAGC
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>RM cont 1 CTGCAGACGCTAAATGCAATTTGGAGTGAGAAACAAAAGGATGGATTGGCCGAAGTATTGCAAGTCATTGAGGAGTTAAAACCTGAAGATAGGACGGAGTTGGCTGATTTATTTGACAGTTACTTCGATCCTGTAAAGACGACTATTAAGC
>RM cont 2 CTGCAGACGCTAAATGCAATTTGGAGTGAGAAACAAAAGGATGGATTGGCCGAAGTATTGCAAGTCATTGAGGAGTTAAAACCTGAAGATAGGACGGAGTTGGCTGATTTATTTGACAGTTACTTCGATCCTGTAAAGACGACTATTAAGC
>RM cont 3 CTGCAGACGCTAAATGCAATTTGGAGTGAGAAACAAAAGGATGGATTGGCCGAAGTATTGCAAGTCATTGAGGAGTTAAAACCTGAAGATAGGACGGAGTTGGCTGATTTATTTGACAGTTACTTCGATCCTGTARAGACGACTATTAAGC
>RM cont 4 CTGCAGACGCTAAATGCAATTTGGAGTGAGAAACAAAAGGATGGATTGGCCGAAGTATTGCAAGTCATTGAGGAGTTAAAACCTGAAGATAGGACGGAGTTGGCTGATTTATTTGACAGTTACTTCGATCCTGTAAAGACGACTATTAAGC
>RM cont 5 CTGCAGACGCTAAATGCAATTTGGAGTGAGAAACAAAAGGATGGATTGGCCGAAGTATTGCAAGTCATTGAGGAGTTAAAACCTGAAGATAGGACGGAGTTGGCTGATTTATTTGACAGTTACTTCGATCCTGTAARAGACGACTATTAAGC

CDS (cDNA) CTGCAGACGCTAAATGCAATTTGGAGTGAGAAACAAAAGGATGGATTGGCCGAAGTATTGCAAGTCATTGAGGAGCTAAAACCTGAAGATAGGACGGAGTTGGCTGATTTATTTGACAGTTACTTCGATCCTGTAAAGACGACTATTAAGC

————————————————————————————————————————— [ <> | mmm = e EXON CDS4 mmmm e e e e
SEQ PROT P I V X NNU N RZ RZ RIDNI RI RTG -V RNMZE KT NJ DTG SN SAT RTSSZET QG GA ATGT GT DZE KT OQVTOGGOQTILPDTTI
>CF cont 1 CGATTGTCAAAAACAACAATCGCCGCCGAAATAGACGCGGAG---TACGCAACATGAAGAACGACGGCAGCAATAGCGCTCGCACAAGTAGTGAGCAAGGAGCTGGCGGTGACAAGCAAGTCACTGGCGGTCAGCTGCCCGACACCACAAT
>CF cont 2 CGATTGTCAAAAACAACAATCGCCGCCGAAATAGACGCGGAG---TACGCAACATGAAGAACGACGGCAGCAATAGCGCTCGCACAAGTAGTGAGCAAGGAGCTGGCGGTGACAAGCAAGTCACTGGCGGTCAGCTGCCCGACACCACAAT
>CM cont 1 CGATTGTCAAAAACAACAATCGCCGCCGAAATAGACGCGGAG---TACGCAACATGAAGAACGACGGCAGCAATAGCGCTCGCACAAGTAGTGAGCAAGGAGCTGGCGGTGACAAGCAAGTCACTGGCGGTCAGCTGCCCGACACCACAAT
>CM cont 2 CGATTGTCAAAAACAACAATCGCCGCCGAAATAGACGCGGAG---TACGCAACATGAAGAACGACGGCAGCAATAGCGCTCGCACAAGTAGTGAGCAAGGAGCTGGCGGTGACAAGCAAGTCACTGGCGGTCAGCTGCCCGACACCACAAT
>CM cont 3 CGATTGTCAAAAACAACAATCGCCGCCGAAATAGACGCGGAG---TACGCAACATGAAGAACGACGGCAGCAATAGCGCTCGCACAAGTAGTGAGCAAGGAGCTGGCGGTGACAAGCAAGTCACTGGCGGTCAGCTGCCCGACACCACAAT
>CM cont 4 CGATTGTCAAAAACAACAATCGCCGCCGAAATAGACGCGGAG---TACGCAACATGAAGAACGACGGCAGCAATAGCGCTCGCACAAGTAGTGAGCAAGGAGCTGGCGGTGACAAGCAAGTCACTGGCGGTCAGCTGCCCGACACCACAAT

>RF cont 1 CGATTGTCAAAAACAACAATCGCCGCCGAAATAGACGCGGAG---TACGCAACATGAAGAACGACGGCAGCAATAGCGCTCGCACAAGTAGTGAGCAAGGAGCTGGCGGTGACAAGCAAGTCACTGGCGGTCAGCTGCCCGACACCACAAT

>RF cont 2 CGATTGTCAAAAACAACAATCGCCGCCGAAATAGACGCGGAG---TACGCAACATGAAGAACGACGGCAGCAATAGCGCTCGCACAAGTAGTGAGCAAGGAGCTGGCGGTGACAAGCAAGTCACTGGCGGTCAGCTGCCCGACACCACAAT
>RM cont 1 CGATTGTCAAAAACAACAATCGCCGCCGAAATAGACGCGGAG---TACGCAACATGAAGAACGACGGCAGCAATAGCGCTCGCACAAGTAGTGAGCAAGGAGCTGGCGGTGACAAGCAAGTCACTGGCGGTCAGCTGCCCGACACCACAAT
>RM cont 2 CGATTGTCAAAAACAACAATCGCCGCCGAAATAGACGCGGAG---TACGCAACATGAAGAACGACGGCAGCAATAGCGCTCGCACAAGTAGTGAGCAAGGAGCTGGCGGTGACAAGCAAGTCACTGGCGGTCAGCTGCCCGACACCACAAT
>RM cont 3 CGATTGTCAAAAACAACAATCGCCGCCGAAATAGACGCGGAG---TACGCAACATGAAGAACGACGGCAGCAATAGCGCTCGCACAAGTAGTGAGCAAGGAGCTGGCGGTGACAAGCAAGTCACTGGCGGTCAGCTGCCCGACACCACAAT
>RM cont 4 CGATTGTCAAAAACAACAATCGCCGCCGAAATAGACGCGGAG---TACGCAACATGAAGAACGACGGCAGCAATAGCGCTCGCACAAGTAGTGAGCAAGGAGCTGGCGGTGACAAGCAAGTCACTGGCGGTCAGCTGCCCGACACCACAAT
>RM cont 5 CGATTGTCAAAAACAACAATCGCCGCCGAAATAGACGCGGAG---TACGCAACATGAAGAACGACGGCAGCAATAGCGCTCGCACAAGTAGTGAGCAAGGAGCTGGCGGTGACAAGCAAGTCACTGGCGGTCAGCTGCCCGACACCACAAT

CDS (cDNA) CGATTGTCAAAAACAACAATCGCCGCCGAAATAGACGCGGAG---TACGCAACATGAAGAACGACGGCAGCAATAGCGCTCGCACAAGTAGTGAGCAAGGAGCTGGCGGTGACAAGCAAGTCACTGGCGGTCAGCTGCCCGACACCACAAT

SEQ PROT K s p S Pp P N G GK P QR G K RNPIR S RNWNS LT KT QL P S A AV DT S N T T AT A T N *
>CF cont 1 TAAGTCGCCATCTCCGCCAAACGGCGGCAAGCCGCAGCGTGGCAAGCGTAATCCG
>CF cont 2 TAAGTCGCCATCTCCGCCAAACGGCGGCAAGCCGCAGCGTGGCAAGCGTAATCCG

>CF cont 3 ————-—-—-—-—-—-———mmm GCCGCAGCGTGGCAAGCGTAATCCGCGCTCACGCAATAACTCCTTAAAAACACAGCTGCCAAGCGCCGCCGTCGACACGAGCAATACAACGGCAACAGCAACCAATTAAAAACTAAGAAGT
>CM cont 1 TAAGTCGCCATCTCCGCCAAACGGCGGCAAGCCGCAGCGTGGCAAGCGTAATCCGCGCTCACGCAATAACTCCTTAAAAACACAGCTGCCAAGCGCCGCCGTCGACACGAGCAATACAACGGCAACAGCAACCAATTAAAAACTAAGAAGT
>CM cont 2 TAAGTCGCCATCTCCGCCAAACGGCGGCAAGCCGCAGCGTGGCAAGCGTAATCCGCGCTCACGCAATAACTCCTTAAAAACACAGCTGCCAAGCGCCGCCGTCGACACGAGCAATACAACGGCAACAGCAACCAATTAAAAACTAAGAAGT
>CM cont 3 TAAGTCGCCATCTCCGCCAAACGGCGGCAAGCCGCAGCGTGGCAAGCGTAATCCGCGCTCACGCAATAACTCCTTAAAAACACAGCTGCCAAGCGCCGCCGTCGACACGAGCAATACAACGGCAACAGCAACCAATTAAAAACTAAGAAGT
>CM cont 4 TAAGTCGCCATCTCCGCCAAACGGCGGCAAGCCGCAGCGTGGCAAGCGTAATCCGCGCTCACGCAATAACTCCTTAAAAACACAGCTGCCAAGCGCCGCCGTCGACACGAGCAATACAACGGCAACAGCAACCAATTAAAAACTAAGAAGT
>RF cont 1 TAAGTCGCCATCTCCGCCAAACGGCGGCAAGCCGCAGCGTGGCAAGCGTAATCCGCGCTCACGCAATAACTCCTTAAAAACACAGCTGCCAAGCGCCGCCGTCGACACGAGCAATACAACGGCAACAGCAACCAATTAAAAACTAAGAAGT
>RF cont 2 TAAGTCGCCATCTCCGCCAAACGGCGGCAAGCCGCAGCGTGGCAAGCGTAATCCGCGCTCACGCAATAACTCCTTAAAAACACAGCTGCCAAGCGCCGCCGTCGACACGAGCAATACAACGGCAACAGCAACCAATTAAAAACTAAGAAGT
>RM cont 1 TAAGTCGCCATCTCCGCCAAACGGCGGCAAGCCGCAGCGTGGCAAGCGTAATCCGCGCTCACGCAATAACTCCTTAAAAACACAGCTGCCAAGCGCCGCCGTCGACACGAGCAATACAACGGCAACAGCAACCAATTAAAAACTAAGAAGT
>RM cont 2 TAAGTCGCCATCTCCGCCAAACGGCGGCAAGCCGCAGCGTGGCAAGCGTAATCCGCGCTCACGCAATAACTCCTTAAAAACACAGCTGCCAAGCGCCGCCGTCGACACGAGCAATACAACGGCAACAGCAACCAATTAAAAACTAAGAAGT
>RM cont 3 TAAGTCGCCATCTCCGCCAAACGGCGGCAAGCCGCAGCGTGGCAAGCGTAATCCGCGCTCACGCAATAACTCCTTAAAAACACAGCTGCCAAGCGCCGCCGTCGACACGAGCAATACAACGGCAACAGCAACCAATTAAAAACTAAGAAGT
>RM cont 4 TAAGTCGCCATCTCCGCCAAACGGCGGCAAGCCGCAGCGTGGCAAGCGTAATCCGCGCTCACGCAATAACTCCTTAAAAACACAGCTGCCAAGCGCCGCCGTCGACACGAGCAATACAACGGCAACAGCAACCAATTAAAAACTAAGAAGT
>RM cont 5 TAAGTCGCCATCTCCGCCAAACGGCGGCAAGCCGCAGCGTGGCAAGCGTAATCCGCGCTCACGCAATAACTCCTTAAAAACACAGCTGCCAAGCGCCGCCGTCGACACGAGCAATACAACGGCAACAGCAACCAATTAAAAACTAAGAAGT
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CDS (cDNA) TAAGTCGCCATCTCCGCCAAACGGCGGCAAGCCGCAGCGTGGCAAGCGTAATCCGCG
RACE 3' = —— - m oo CAATAACTCCTTAAAAACACAGCTGCCAAGCGCCGCCGTCGACACGAGCAATACAACGGCAACAGCAACCAATTAAAAACTAAGAAGT

——————————— EXON 3' UTR COMUM —--====== === === | mmmmm oo m 37 TR A —mmmmmmmm oo m oo oo |

>CF cont 3 TCATTCTAAGATTCAAGACAGGCGCTGTTGCAACATAAAAAAA-CAAGTAATTTGTTTTATTTTTTTTTTGTGATAGTTTTCACCAACGTAGCCACACTTTAGAGAGACGCCAGAAATATTTGCTGGTATGCAAGTTGAATAGAATTTGAA

>CM cont 1 TCATTCTAAGATTCAAGACAGGCGCTGTTGCAACATAAAAAAA-CAAGTCATTTGTTTTATTTTTTTTT-GTGATAGTTTTCACCAACGTAGCCACACTTTAGAGAGACGCCAGARATATTTGCTG-—~~—————==—=————————————
>CM cont 2 TCATTCTAAGATTCAAGACAGGCGCTGTTGCAACATAAAAAAA-CAAGTCATTTGTTTTATTTTTTTTT-GTGATAGTTTTCACCAACGTAGCCACACTTTAGAGAGACGCCAGAAATATTTGCTGGTATGCAAGT TGAATAGAATTTGAA
>CM cont 3 TCATTCTAAGATTCAAGACAGGCGCTGTTGCAACATAAAAAAA-CAAGTCATTTGTTTTATTTTTTTTT-GTGATAGTTTTCACCAACGTAGCCACACTTTAGAGAGACGCCAGARATATTTGCTG-————————————————————————
>CM cont 4 TCATTCTAAGATTCAAGACAGGCGCTGTTGCAACATAAAAAAA-CAAGTCATTTGTTTTATTTTTTTTT-GTGATAGTTTTCACCAACGTAGCCACACTTTAGAGAGACGCCAGARATATTTGCTG-——~—————————————————————
>RF cont 1 TCATTCTAAGATTCAAGACAGGCGCTGTTGCAACATAAAAAAA-CAAGTCATTTGTTTTATTTTTTTTT-GTGATAGTTTTCACCAACGTAGCCACACTTTAGAGAGACGCCAGAAATATTTGCTGGTATGCAAGT TGAATAGAATTTGAA
>RF cont 2 TCATTCTAAGATTCAAGACAGGCGCTGTTGCAACATAAAAAAA-CAAGTAATTTGTTTTATTTTTTTTT-GTGA-——————--———- CGTAG--ACACTTTAGAGAGACGCCAGARATATTTGCTGGTATGCAAGTTGAATAGAATTTGAA
>RM cont 1 TCATTCTAAGATTCAAGACAGGCGCTGTTGCAACATAAAAAAA-CAAGTCATTTGTTTTATTTTTTTTT-GTGATAGTTTTCACCAACGTAGCCACACTTTAGAGAGACGCCAGARATATTTGCTG-~~~—————====————————————
>RM cont 2 TCATTCTAAGATTCAAGACAGGCGCTGTTGCAACATAAAAAAA-CAAGTCATTTGTTTTATTTTTTTTT-GTGATAGTTTTCACCAACGTAGCCACACTTTAGAGAGACGCCAGARATATTTGCTG-—~~————=====————————————
>RM cont 3 TCATTCTAAGATTCAAGACAGGCGCTGTTGCAACATAAAAAAA-CAAGTCATTTGTTTTATTTTTTTTT-GTGATAGTTTTCACCAACGTAGCCACACTTTAGAGAGACGCCAGARATATTTGCTG-————————————————————————
>RM cont 4 TCATTCTAAGATTCAAGACAGGCGCTGTTGCAACA T AR A AR A A~ C A A —— - == = = = = o o o o
>RM cont 5 TCATTCTAAGATTCAAGACAGGCGCTGTTGCAACATAAAAAAA-CAAGTCATTTGTTTTATTTTTTTTT-GTGATAGTTTTCACCAACGTAGCCACACTTTAGAGAGACGCCAGARATATTTGCTG-—~~—————====————————————
RACE 3' TCATTCTAAGAT TCAAGACAGGCGC TG T TG AACA T AR A A A A A - C A A~ — = — = = = — = = = = o

————————————————————————————————————————————————————————————————— EXON 3' UTR FEMEA ——————— oo
>CF cont 3 TTTTTAATTTTATATATACCACATATTTTTATTATAATTATTATTACATGTATTAATTAGCTARACGTACATGCATATAATTAACAAAAGCAAAAGAAATATGTATATATATATGTACACTTGTTGAACGTTAGCAGTTACAATACCCAAT

SCM CONt 1 —— e
>CM cont 2 TTTTTAATTTTATATATACCGCATATTTTTATTATAATTATTATTACATGTATTAATTAGCTAAACGTACATGCATATAATTAACAAAAGCAAAAGAAATATGTATATATATATGTACACTTGTTGAACGTTAGCAGTTACAATACCCAAT
SCM CONt 3  — e
SCM CONt 4 = e

>RF cont 1 TTTTTAATTTTATATATACCACATATTTTTATTATAATTATTATTACATGTATTAATTAGCTAAACGTACATGCATATAATTAACAAAAGCARAAAGAAATATGTATATATA-————— CACTTGTACACTTGTTTAACGTTAGCAG
>RF cont 2 TTTTTAATTTTATATATACCACATATTTTTATTATAATTATTATTACATGTATTAATTAGCTAAACGTACATGCATATAATTAACAAAAGCAAAAGAAATATGTATATATA- ————— CACTTGTACACTTGTTTAACGTTAGCAG
SRE COME 3 mmm o m o ATATGTACACTTGTTGAACGTTAGCAGTTACAATACCCAAT

SRM CONt 1 —— e
B o o T 1 1 o~ e T —
SRM CONE 3 m o e e o e e e e e e e e
SRM CONt 4 ——
SRM CONt 5  —— e

RACE 3 —mmm oo

————————————————————————————————————————————————————————————————— EXON 3' UTR FEMEA ———————m oo

>CF cont 3 TGTAGATGACGTTAGTTTAGAAAATATCTGATTATTGAAGTCATTAATAATTATTATTTTATTTGCTTTGCTACGCTACARAGTACAACAACATAAATTAGTTTGCCAGCCGCAGGCAGAGGTGTAAGCTTTTCATAATTTATTTCGTAGT
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————————————————————————————————————————————————————————————————— EXON 3' UTR FEMEA — o oo oo oo
TTTACTAGAGTTGAGTTAAATAAAATGTAACAAATATTAGCTAACCTCTGGTTTGACGTCTTAGAGGATTCTACAAGAATTTGACA-CCTTGCTTATTTGCGCGAATTGARATTTTGAATTTTTAGAAGGTTGCGCTTTAATATT -~ ——— T
TTTACTAGAGTTGAGTTAAATAAAATGTAACAAATATTAGCTAACCTCTGGTTTGACGTCTTAGAGGATTCTACAAGAATTTGACA-CCTTGCTTATTTGCGCGAATTGARATTTTGAATTTTTAGAAGGTTGCGCTTTAATATT————— T
TTTACTAGAGTTGAGTTAAATAAAATGTAACAAATATTAGCTAACCTCTGGTTTGACGTCTTAGAGGATTCTACAAGAATTTGACA-CCTTGCTTATTTGCGCGAATTGARATTTTGAATTTTTAGAAGGTTGCGCTTTAATATT————— T
————————————————————————————————————————————————————————————————— EXON 3' UTR FEMEA —————— oo

GTTTTTTATGATTCCTATTATGATATTTATGTATTTATGCTATTTTGAAATTTTTGTTTAAAAAGAATACACAAGAAATATATAAACAAAT



RACE 3 mmmm oo

——————————————— | <> | === EXON 3' UTR MACHO —————mm S [ mmmm
>CM cont 1 —-———-——-——--——oo—- CTCAAATTTAAAGCGAAAAAACCC-ACAGTTTAGCTTCACAAGCAAAACACAAAAATTGATTGGTGCGTTGCAGTTATACATA-~~~GCAAAACGAAAAAAAAA-—————— CAAATTTAATTCGCTCAAACA
>CM cont 3 —-----mmmmmmmm——o- CTCAAATTTAAAGCGAAAAAACCC-ACAGTTTAGCTTCACAAGCAAAACACAAAAATTGATTGGTGCGTTGCAGTTATACATA- -~ ~GCAAAACGAAAAAAAAA-—————— CAAATTTAATTCGCTCAAACA
>CM cont 4 —-----m-mm--m—-———- CTCAAATTTAAAGCGAAAAAACCC-ACAGTTTAGCTTCACAAGCAAAACACAAAAATTGATTGGTGCGTTGCAGTTATACATA- -~ ~GCAAAACGAAAAAAAAA-—————— CAAATTTAATTCGCTCAAACA

>RF cont 3 TGGCCGAGCTCCTCCT

>RM cont 1 —---—=-—--——-—————-—- CTCAAATTTAAAGCGAAAAAACCC-ACAGTTTAGCTTCACAAGCAAAACACAAAAATTGATTGGTGCGTTGCAGTTATACATA----GCAAAACGAAAAAAAAA-—————— CAAATTTAATTCGCTCAAACA
>RM cont 2 —--—--—--—--——-—--— CTCAAATTTAAAGCGAAAAAACCC-ACAGTTTAGCTTCACAAGCAAAACACAAAAATTGATTGGTGCGTTGCAGTTATACATA----GCAAAACGAAAAAAAAA-—————— CAAATTTAATTCGCTCAAACA
>RM cont 3 —--—--—--—--—--——-— CTCAAATTTAAAGCGAAAAAACCC-ACAGTTTAGCTTCACAAGCAAAACACAAAAATTGATTGGTGCGTTGCAGTTATACATA----GCAAAACGAAAAAAAAA-—————— CAAATTTAATTCGCTCAAACA
>RM cont 4 —--—--—--—--——-—--- CTCAAATTTAAAGCGAAAAAACCC-ACAGTTTAGCTTCACAA

>RM cont 5 —--—--—--—--——————— CTCAAATTTAAAGCGAAAAAACCC-ACAGTTTAGCTTCACAAGCAAAACACAAAAATTGATTGGTGCGTTGCAGTTATACATA----GCAAAACGAAAAAAAAA-—————— CAAATTTAATTCGCTCAAACA
RACE 3'  —————mmmmmmmmmmmm— CTCAAATTTAAAGCGAAAAAACCCCACAGTTTAGCTTCACAAGCAAAACACAAAAATTGATTGGTGCGTTGCAGTTATACATACATAGCAAAACGAAAAAAAAAAAAA

————————————————————————————————————————————————————————————————— EXON 3' UTR MACHO [1] ==—= == mmmmm o o oo e e

>CM cont 1 CTAGGAGGCATGATCCGATGAAATAACCAAGAAAATGAAAAAGGAGAACGAAAAAATTTCGCCGACCCCATAAACTCCTTGCGCAAAATTTCTGTGAAAAAAAAATTTTACTTGTGTACTTTGAAATTTAACCAAATTTTTGCGAATAAAT
>CM cont 3 CTAGGAGGCATGATCCGATGAAATAACCAAGAAAATGAAAAAGGAGAACGAAAAAATTTCGCCGACCCCATAAACTCCTTGCGCAAAATTTCTGTGAAAAAAAAATTTTACTTGTGTACTTTGAAATTTAACCAAATTTTTGCGAATAAAT
>CM cont 4 CTAGGAGGCATGATCCGATGAAATAACCAAGAAAATGAAAAAGGAGAACGAAAAAATTTCGCCGACCCCATAAACTCCTTGCGCAAAATTTCTGTGAAAAAAAAATTTTACTTGTGTACTTTGAAATTTAACCAAATTTTTGCGAATAAAT
>RM cont 1 CTAGGAGGCATGATCCGATGAAATAACCAAGAAAATGAAAAAGGAGAACGAAAAAA-TTTCGCCGACCCCGTAAACTCCTTGAGCAAAATTTCTGTGAAAAAAAATTTTACTTGTGTACTTTGAAATTTAACCAAATTTTTGCGAATAAAT
>RM cont 2 CTAGGAGGCATGATCCGATGAAATAACCAAGAAAATGAAAAAGGAGAACGAAAAAA-TTTCGCCGACCCCGTAAACTCCTTGAGCAAAATTTCTGTGAAAAAAAATTTTACTTGTGTACTTTGAAATTTAACCAAATTTTTGCGAATAAAT
>RM cont 3 CTAGGAGGCATGATCCGATGAAATAACCAAGAAAATGAAAAAGGAGAACGAAAAAA-TTTCGCCGACCCCGTAAACTCCTTGAGCAAAATTTCTGTGAAAAAAAATTTTACTTGTGTACTTTGAAATTTAACCAAATTTTTGCGAATAAAT
>RM cont 5 CTAGGAGGCATGATCCGATGAAATAACCAAGAAAATGAAAAAGGAGAACGAAAAAA-TTTCGCCGACCCCATAAACTCCTTGCGCAAAATTTCTGTGAAAAAAAATTTTACTTGTGTACTTTGAAATTTAACCAAATTTTTGCGAATAAAT

————————————————————————————————————————————————————————————————— EXON 3' UTR MACHO [1] ———————————— - mmmm oo o
>CM cont 1 CAAGCCAAAGTAACCGACATTTGAAATGCAACAACAATCAACCATACCTGGATGCTTTCAATGCCAGTAACAAGAATTGATTTTCCGCAATACAATGCAAGCAAAAATTATTGAATTTAACAATTACATATAACCATACATATCTGGGATC
>CM cont 3 CAAGCCAAAGTAACCGACATTTGAAATGCAACAACAATCAACCATACCTGGATGCTTTCAATGCCAGTAACAAGAATTGATTTTCCGCAATACAATGCAAGCAAAAATTATTGAATTTAACAATTACATATAACCATACATATCTGGGATC
>CM cont 4 CAAGCCAAAGTAACCGACATTTGAAATGCAACAACAATCAACCATACCTGGATGCTTTCAATGCCAGTAACAAGAATTGATTTTCCGCAATACAATGCAAGCAAAAATTATTGAATTTAACAATTACATATAACCATACATATCTGGGATC
>RM cont 1 CAAGCCAAAGTAACCGACATTTGAAATGCAACAACAATCAACCATACCTGGATGCTTTCAATGCCAGTAACAAGAATTGATTTTCCGCAAGACAATGCAAGCAAAAATTATTGAATTTAACAATTACATATAACCATACATATCTGGGATC
>RM cont 2 CAAGCCAAAGTAACCGACATTTGAAATGCAACAACAATCAACCATACCTGGATGCTTTCAATGCCAGTAACAAGAATTGATTTTCCGCAAGACAATGCAAGCAAAAATTATTGAATTTAACAATTACATATAACCATACATATCTGGGATC
>RM cont 3 CAAGCCAAAGTAACCGACATTTGAAATGCAACAACAATCAACCATACCTGGATGCTTTCAATGCCAGTAACAAGAATTGATTTTCCGCAAGACAATGCAAGCAAAAATTATTGAATTTAACAATTACATATAACCATACATATCTGGGATC
>RM cont 5 CAAGCCAAGGTAACCGACATTTGAAATGCAACAACAAT

————————————————————————————————————————————————————————————————— EXON 3' UTR MACHO [1] ————————— - - m oo oo
>CM cont 1 GCCTCAACGAAGCAAGATCCTGTCGAAGTGGAATCAATCAACAGCGGAGCACAACAACAATTAGAGACTGACTTATCTGTTGGTGATTTGCAGCAAACAACTTGTCTCTCATCAATGCCAGCTAGCTGGCCAAAAGGTGCGCGGGATAAAG
>CM cont 3 GCCTCAACGAAGCAAGATCCTGTCGAAGTGGAATCAATCAACAGCGGAGCACAACAACAATTAGAGACTGACTTATCTGTTGGTGATTTGCAGCAAACAACTTGTCTCTCATCAATGCCAGCTAGCTGGCCAAAAGGTGCGCGGGATAAAG

>CM cont 4 GCCTCAACGAAGCAAGATCCTGTCGAAGTGGAATCAATCAACAGCGGAGCACAACAACAATTAGAGACTGACTTATCTGTTGGTGATTTGCAGCAAACAACTTGTCTCTCATCAATGCCAGCTAGCTGGCCAAAAGGTGCGCGGGATAAAG

>RM cont 1 GCCTCAACGAAGCAAGATCCTGTCGAAGTGGAATCAATCAACAGCGGAGCACAACAACAATTAGAGACTGACTTATCTGTTGGTGATTTGCAGCAAACAACTTGTCTCTCATCAATGCCAGCTAGCTGGCCACAAGGTGCGCGGGATAAAG
>RM cont GCCTCAACGAAGCAAGATCCTGTCGAAGTGGAATCAATCAACAGCGGAGCACAACAACAATTAGAGACTGACTTATCTGTTGGTGATTTGCAGCAAACAACTTGTCTCTCATCAATGCCAGCTAGCTGGCCACAAGGTGCGCGGGATAAAG
>RM cont 3 GCCTCAACGAAGCAAGATCCTGTCGAAGTGGAATCAATCAACAGCGGAGCACAACAACAATTAGAGACTGACTTATCTGTTGGTGATTTGCAGCAAACAACTTGTCTCTCATCAATGCCAGCTAGCTGGCCACAAGGTGCGCGGGATAAAG
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————————————————————————————————————————————————————————————————— EXON 3' UTR MACHO [1] —=—= = — oo oo oo oo o e

CGGAATTTTCATTTTTAGTTTATTAACAAACCTCGCAAGTCCATGCCGATGGCGTGAGGGGTAGAAATATTATTGATTTATTGTTAAAATATAAAAATATTACATACAGAGAAGAATATCTGGTAGTGACGACATACATACATATCACACT
CGGAATTTTCATTTTTAGTTTATTAACAAACCTCGCAAGTCCATGCCGATGGCGTGAGGGGTAGAAATATTATTGATTTATTGTTAAAATATAAAAATATTACATACAGAGAAGAATATCTGGTAGTGACGACATACATACATATCACACT
CGGAATTTTCATTTTTAGTTTATTAACAAACCTCGCAAGTCCATGCCGATGGCGTGAGGGGTAGAAATATTATTGATTTATTGTTAAAATATAAAAATATTACATACAGAGAAGAATATCTGGTAGTGACGACATACATACATATCACACT

CGGAATTTTCATTTTTAGTTTATTAACAAACCTCGCAAGTCCATGCCGACGGCGTGAGGGGTAAAAATATTATTGATTTATTGTTAAAATATAAAAATATTACATACAGAGAAGAATATCTGGTAGTGACGACA-———————————— CACT
CGGAATTTTCATTTTTAGTTTATTAACAAACCTCGCAAGTCCATGCCGACGGCGTGAGGGGTAAAAATATTATTGATTTATTGTTAAAATATAAAAATATTACATACAGAGAAGAATATCTGGTAGTGACGACATACATACATATCACACT
CGGAATTTTCATTTTTAGTTTATTAACAAACCTCGCAAGTCCATGCCGACGGCGTGAGGGGTAAAAATATTATTGATTTATTGTTAAAATATAAAAATATTACATACAGAGAAGAATATCTGGTAGTGACGACATACATACATATCACACT

———————————————————————————————————————————————————————————————— EXON 3' UTR MACHO [1] —--mmmmmmmmm oo oo oo

ACATTTACACTTTTAAAATTTTTCTGAGATTAAGGAATCTTAAAGCTGATTTATAAATGCATATTTCTTTTAACAGAATCCATATTGAACCGGTTCCGCTTAGTTCCAGAAACCA-TTTAATTTTAGTATGTATGAACTCTATAAACGARA
ACATTTACACTTTTAAAATTTTTCTGAGATTAAGGAATCTTAAAGCTGATTTATAAATGCATATTTCTTTTAACAGAATCCATATTGAACCGGTTCCGCTTAGTTCCAGARACCA-TTTAATTTTAGTATGTATGAACTCTATAAACGARA
ACATTTACACTTTTAAAATTTTTCTGAGATTAAGGAATCTTAAAGCTGATTTATAAATGCATATTTCTTTTAACAGAATCCATATTGAACCGGTTCCGCTTAGTTCCAGARACCA-TTTAATTTTAGTATGTATGAACTCTATAAACGAAA
ACATTTACACTTTTARAA
ACATTTACACTTTTAAAATTTTTCTGAGATTAAGGAATCTTAAAGCTGATTTATAAATGCCTATTTCTTTGAACAGAATCCATATTGAACCGATTCCGCTTAGTTCCAGATACCACTTTAATTTTAGTATGTATGAACTCTATAAACGARA
ACATTTACACTTTTAAAATTTTTCTGAGATTAAGGAATCTTAAAGCTGATTTATAAATGCCTATTTCTTTGAACAGAATCCATATTGAACCGATTCCGCTTAGTTCCAGATACCACT TTAATTTTAGTATGTATGAACTCTATAAACGAAA
————————————————————————————————————————————————————————————————— EXON 3' UTR MACHO [1] ————mmmmmmmmmmm oo
AATGAAAAAAA-CTATAGCTGAACTATTTACAACAACATTAAAACAATAATAAGARAATTATAACATATCAAATAATCTAACTTAGATCAGTAGATTCAACAACAATACAACGCACATGAGTAATAAATAGGCATAGCAATCTAACATGCA
AATGAAAAAAA-CTATAGCTGAACTATTTACAACAACATTAAAACAATAATAAGARAATTATAACATATCAAATAATCTAACTTAGATCAGTAGATTCAACAACAATACAACGCACATGAGTAATAAATAGGCATAGCAATCTAACATGCA
AATGAAAARAAA-CTATAGCTGAACTATTTACAACAACATTAAAACAATAATAAGAAAATTATAACATATCAAATAATCTAACTTAGATCAGTAGATTCAACAACAATACAACGCACATGAGTAATAAATAGGCATAGCAATCTAACATGCA
AATGAAAAAAAACTATAGCTGAACTATTTACAACAACATTAAAACAATAATAAGAAAATTATAACATATCAAATAATCTAACT TAGATCAGTAGATTCAACAACAATACAACGCACT TGAGTAATAAATAGGCATAGCAGTCTA
AATGAAAAAAAACTATAGCTGAACTATTTACAACAACATTAAAACAATAATAAGAAAATTATAACATATCAAATAATCTAACTTAGATCAGTAGATTCAACAACAATACAACGCACATGAGTAATAAATAGGCATAGCAGTCTAACATGCA
————————————————————————————————————————————————————————————————— EXON 3' UTR MACHO [1] —mmmmm oo oo oo o
TAGGTATGTGCACACACACACATACATACA T A AT —— - — = — = = = = = = =
TAGGTATGTGCACACACACACATACATACATACATTTTCTTGTATGCCCATAATTGTGCTCATATTTGCATTGCAATGCAGCAGAATCTTACATTTGAACTGCAGATATAATTATTTTTACACACAATGAAATGTTATTGCATTTTCCCGC
TAGGTATGTGCACACACACACATACA T ACA T AC AT —— = = = = — = = = m = = = = o o

TAGGTATGTGCACACACA----TACATACATACATTTACTTGTATGCCCATAATTGTGCTCATATTTGCATTGCAATGCAGCAGAATCTTACATTTGAACTGCAGATATAATTATTTTTACACACAATGAAATGTTATTGCATTTTCCCGC

————————————————————————————————————————————————————————————————— EXON 3' UTR MACHO [1] ——mmmmm oo oo o oo oo



>RM

>CM
>CM

>CM
>CM

>CM
>CM

>CM
>CM

>CM
>CM

>CM
>CM

>CM

>CM

>CM

cont

cont
cont

cont
cont

cont
cont

cont
cont

cont
cont

cont
cont

cont

cont

cont

TCTTGTACTTTATTTGAAATAAAAATTCAAAAATCAATTTTAAAAAAAAA

————————————————————————————————————————————————————————————————— EXON 3' UTR MACHO [2] ———mmmmmm oo oo
GTAGGTTGATAAGAGACGTTTAGTAGTTGTAGTTGTAGTAGTGAAAACCATAAGCACTTAGACAATTCCARATTGAATTAGACTCGTCGCATAGTAATTTTTTARATTAAAATARAAGAAAATARATATAAAATACCTGTAATACTAAATA
————————————————————————————————————————————————————————————————— EXON 3' UTR MACHO [2] === mmmmmmmmmm oo oo
TATATAAGAACTACGAATAAATTGTAAATAATACCCAATTAAAATTTATGAAAAGATATTTTTGTAAGCTTTAAATGAGGAAGTGCGAAATAAAATGACTAACACGAATAATAATTACAATGAARATCACACGAAACGCTTTTGTTGATAG
————————————————————————————————————————————————————————————————— EXON 3' UTR MACHO [2] ———mmm oo oo oo o
ATCAATTGCGGAAATAACTGGCGCGAGCGCTTGAGAATAAAACTACATTTGTGTACAATAACACGAAGGAGAATTGATACGACAARAAAACAATATACATATATATATGAATAAGTAAATAAATACAATAATTTTAACAGGGAATTCAAGA
————————————————————————————————————————————————————————————————— EXON 3' UTR MACHO [2] === —mmmmmmmm oo oo
TAACAAATTTATTAAATTGTTCTAATCAAAATATTAGCTTTAGTGCTCACAAAAGTATGCAAAGAAARACTTCTAAATCTCTCATGTGTGAATTTCTTGTTTCATACAGAACATTGAACGT TTATCAGAAGAATTAAAATTATGTATGTGA
————————————————————————————————————————————————————————————————— EXON 3' UTR MACHO [2] ——mmmmmmm oo oo o
ACCGAAATAAGTTTTACTAACAATTAAAAAAATACTTATGGACCTTTAAATTAAGCAGCAAATGTATATTGAATTTATATTTGTTGAGCCAGACCAATGACTGGATTTTTTGTTGGC TGATGTAGC TGAAGAATACAACGAAAAACAATAT

——————————————————————— EXON 3' UTR MACHO [2]=============—==———— = [ <> | —m—————— -~~~ EXON 3' UTR MACHO [3]-==---—=—==——==—————————

———————————————————————————————————————————————————————————————————————————— ACATGGATCATAAAAAGTATATAAATAGAAGGCATAAAGAAAAATTAGATGTATATGCTCAATGCCTGTGTGACC

————————————————————————————————————————————————————————————————— EXON 3' UTR MACHO [3] ——mmm oo oo mmmm oo

AATTGCTGTGAAAGCTTACAAATATACATACGTACACACATACATGCATACATACATTGTTTGTTTCATACATTCATTAACGCGCGCATAAAACATTTCACTTCATTGCAGTACCTCAGCGAAAATAAAAACTAATTAAACAAACAGTTTT

————————————————————————————————————————————————————————————————— EXON 3' UTR MACHO [3] ——mmmmm oo oo oo oo

TTTAAGAAATCAAAATGCGTACTTCAGGAAGGTGCATTAAAAAGGAAGCAAAGTACAGGGCTTTGAGGACGATTTCATAAAAATTCATTTTATATTTCATAAGTGAAATATAACCAAACAATACGAGATTATTAGTGTAACAAATACTTGC

———————————————————————————————————————————— EXON 3' UTR MACHO [3] ————————m—mmmmmm oo

AAAGTTGATATTAATAAGGTGCGCTCCCCCACTTTAGATTAGATTTGTGGAGAATTGGGCAAGTCCAAGCACTCAGCAAAGAGACCATTATACTACGCCCGGATA
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OBSERVACOES: As regides indicadas com “|<>” indicam a possibilidade de presenca de intron

ANEXO B: Estrutura do gene exu em A. fraterculus, incluindo a sequéncia proteica (acima da nucleotidica)

SEQ
SEQ

SEQ
SEQ

SEQ
SEQ

SEQ
SEQ

SEQ
SEQ

SEQ
SEQ

SEQ
SEQ

PROT
GEN

PROT
GEN

PROT
GEN

PROT
GEN

PROT
GEN

PROT
GEN

PROT
GEN

TTTTGGTTATTGCATCGTGGCCCAGAAAACAGAAGTGCATTCAACGAAATATTGCATTTAAAATTTA-TTTTTTTGAAATTCACACAACTTAGAACAAAAGACTTGCAATATTTAGCTATCCATTAGATCCAAGTGCATATGAAATAATTTGA

ATGTAAATGATCTTCACTTTGGCCTTAACCTAGTAGTGTAAAATTCTTGGTGATTAAGACTTGGTAAGATCGCGTGACGATGTTGTTGTTGTAACAGCATAGACATTCCCCCTAAATGTTTGGGAAAAGCGGAGTGACAGAATGGAGTGACAT

TTTTTAATCGAATATAAATCCGGGTAGTTCTGGTAGCGCAGAACCGACTGTGGTGCGACGTCGCGAAAAGAGCTGTGTGATAAGGCAACTGAGGGATGCGTCTGTAGAAAGGGCAATTTACAATGGTTTTGCCTCACTACTCGCTAAAAAACA

ATCCAATGCGCGTAGCGTACAATTTCATGTTAAAAAGTTGGCTTGCTTAGCAGATTATTAACGGAAAGTACTTGCAATTCTAGGCACTCATAAATGATAATTGAAATTTCGATCGAATACCACCCCAGCCCAGCAGGCGTCATTCGATTGCTC

TGATTTTCCGCACAAATTTTCTTTACAGTTGTAACGAAATACATACATACACACATACATGTACATACGTACATAAATACGGTAAAGATCGGCGATCATTTGGTTTTTGTTTTTCGTGCGAATTATTTCAATTCTTGGTGCGCTTTTGCCTTC

AGTCCAGAGTGCTGCTTTGCTTTCGGATGTCCACCTGTCAACGATCAATACACGGCTTGAAATTGTTTGTATCTAAACTGTGAGAGAAGGAGCACGAGCAAGAAAAGCGCGAATTTGCACGAAGCAATTGGAACAATTGAAAGAGCGCAGCAT

GAAGGATCAAGTTAACACCGGAAAAAATTACAATAATAGTGGATCGTAACTGGAAATTATACCGTACTGAGTTGAGTTGTTCTTACTCCACTTCCGCCCCACGTCCTTACCACCGTTTGTCGAAACGATTCTTGATGCACCTACTGCGCTTAC
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SEQ
SEQ

SEQ
SEQ

SEQ
SEQ

SEQ
SEQ

SEQ
SEQ

SEQ
SEQ

SEQ
SEQ

SEQ
SEQ

SEQ
SEQ

PROT
GEN

PROT
GEN

PROT
GEN

PROT
GEN

PROT
GEN

PROT
GEN

PROT
GEN

PROT
GEN

PROT
GEN

TTCCGTTTGAGATTCGACAATATATGTGCATATATACATACATACTTATGTATGTATATATCAGCAGCTATACAAAGCAAAGTGAGTGAGTAAAGTTACGACGTTGGCTTGAAATGTCTAGCGCTGACAGCGGCTAGTTTATTTGATCCGTTG

AAGTCAAACTGCGTGGTTCGCGTATACACAAACAGTGTACAAACTCTCAAAGTTGTACCAAAATTACAGTTCTGTTAGTTGGGATTTTTTTTTTTTATCGTTATTAAGCAAGCAATCAAACATGTGATAGACTACTCAAACTTCGGAGTTTTC

———————————————————————————————— EXON 5'UTR DE REP MACHO ——===—== === === | ——m e —————— EXON 1 5' UTR COMUM ---—==--—===—==—

TTTTCAAATTGTTTTGCATTTCTATTCAAGTTTTATTTTTTTAAATTTTAAGAAAAATCACTTGCTAAATTCAAGTTTCTTTCTATATTCACAGGGATTAGATTGTCTTTAAGAAAAATTTCGATTCAGTACGTTCAGAAAAATTCGTTTGTT

AGCAGAGAGAAAGGAGTTCAGCTGACTCAGGTAATGGCGGGAGAGGGCACAAAAATTGTCTGACCAATTGCAATGGGCTGGCGTTAATATTTTTTTAAAATTTAAAACCAAATTTAAAGAAAAGTAATTTTGATTCAAGAAAGGAACTAAAAT

GCAATAATGATTTATGAGATTTTTTTGCTCGTTCATTTAATTAATGGTGAATTTTTTTTTATTTTTGCTACTGCT TAAAGAT TGCATTACAAAT TGGCATATGAAATTAAAAAATTTATTTGCCTTTAAATTATTTAGTCGACAATTTTTAAC
———————————————————————————————————————————————————————————————— EXON 2 5' UTR COMUM ————======—————————|——————————————————— EXON CDSl —-—---—————-—-———

M Vv A S T N A S Q N G V V N S P
ACATTTTTAACCCGAAAATTCCTTTTCCTTTGTCTATTTTCAGCGCATTTAACTAGTCAAATTAGTCCGATTTCGCTTGGATTATTTTTATTGGAAATTTTAGAAAATGGTCGCTTCAACGAATGCAAGCCAAAACGGTGTAGTCAATTCTCC

v v GG T s NG VT TNGTMNV A G GHI K TLAIZKGURY TLV GGV D I DTT G R R L I D E

AGTAGTAGGAACTTCTAATGGAGTAACAACCAATGGCACAATGAATGTCGCTGGCGGACACAAGACTTTGGCCAAGGGCAGGTACACTTTAGTAGGCGTCGATATTGACACAACTGGGCGTCGACTCATCGATGAAGTAAGTATGCGTGTGTG

TGTGTTATAAATGTTTATTATACATATAATTTAAACAATCAGAACACAGTTTGTCCAATTCCTATCCTTATAATAACATTTGCATTTCTAGAACTTCTCACCTAAAAATTTGTTTAAGCCGACTAGCGGCTCTTTTAACTTTTAATTTAATTT

TAATATAAATTTGTAATTATTTTCTTGTATATACAAACGATTAATTTTAGTTTGTTATAAGGGAAGCAAAATATGTGAAAATCCCCGGCTTCAGTTTGCAAGAATGTGCATAAAAACTGTTCATATGCGCATGGAAAATATATTTTTTTAAAA
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SEQ
SEQ

SEQ
SEQ

SEQ
SEQ

SEQ
SEQ

SEQ
SEQ

SEQ
SEQ

SEQ
SEQ

SEQ
SEQ

SEQ
SEQ

PROT
GEN

PROT
GEN

PROT
GEN

PROT
GEN

PROT
GEN

PROT
GEN

PROT
GEN

PROT
GEN

PROT
GEN

AAAAACTATATTAATGCATCCGCTTTGCAGGTAATCCGCTTTACTGTTACAAAGTCATGAACTTGTGCGTATGGGTGATGCATTACTTGAATATGTTGTTTGTGCATTGATAACTGCACTTTTTTTTCCTGATTCGGCTTTTGGTTTTCGTCT

AATTTTACTATTCCCCTACAAGTCATTGGCCTTTGAAATCGTTTACTTTCTTTGCGCAAATTATACTTTTTTTGTTGTTGTTTTATTTATTTATTTTAACCTTATGGCCGATGTACATATATACAAATATGTAAATATGTAATATATATTCCA

AAACTAAAACTTCCTCAATTGCTTTGTCAAAGTTTGTTTTCCGGGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTATTTTTAACAAATTTTTCTTCTCAGTTATAAGAGGTTAGGAAAGCATAAAATTGTGATGCCTTATTTTGCTCTCTTCTTTTCTCCTC

I vo L. A A Y S P KD HF EQ Yy I M P Y MNILNU©P A AR QI RHOQV RV I s I GGVF Y RMTILZK S M OQ T
CACAGATCGTTCAGTTGGCCGCGTATTCGCCCAAAGATCATTTTGAACAATATATTATGCCATACATGAACTTGAATCCTGCTGCTCGCCAACGTCACCAAGTGCGTGTGATCTCTATTGGATTCTATCGTATGTTGAAATCAATGCAAACCT

Y K

ATTACTAAAAATATTTTTTATATAAAAGGTTTTCCAATAAAAGCTGTTATTTTGATATTCCAAAAAAAATTTTTTTTTTTTATTAAAAATGATCGGATGTTTATTTCATTATAAAGCGAAAGGTATGCCGGGACTAGGGAAAAATAACGTCGG

CCACGCTTGCCACGCGTTTCCACGGCAGTCGGTTCTACGTTACTGAAACAATCCGGATTTATATCCGGCCAAGGATTTCCACTCCAGCAGCTTTCCCCGTATGTAAAAATGGAAATTGTTTATGCTGATACAACAACAACAACAAAAACCACG

CTTCCAGGACAATATCCTTTTCATGAATTGTTCCATAACCAAATTGCAAAGTGGCTGCCCTATATCCTCGATAGCCTCACGAATTCCATCTTTGAGGTCTTGAATCCTCCCTGGGCTGTTGGCGTAAACCTTCTCATTCACGTGGCCCCAAAA
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SEQ
SEQ

SEQ
SEQ

SEQ
SEQ

SEQ
SEQ

SEQ
SEQ

SEQ
SEQ

SEQ
SEQ

SEQ
SEQ

SEQ
SEQ

PROT
GEN

PROT
GEN

PROT
GEN

PROT
GEN

PROT
GEN

PROT
GEN

PROT
GEN

PROT
GEN

PROT
GEN

TTTTCACCGGTGTTAGAGATACAATTTATTCGTGCTTGAACGAAGGGTTTTTTTTTTTTTTTTTCAATTACAACAATTTAAAGAAAAACAAAATGTCGAGCAAATTTGACCGAAATTTTCATTTTTTTGCATAAATGTCTGCCAAAATTCCAA

TTTTTACTTTTTTTTCTTTCCTTCGTTCAAGCTCGAGTTTATCGTCTTAACTAAAGCACTAATTTTTGTTTTTTCATTTTTGATGAGCCTGTCAGGAGTTATGCTGACAACGCGGACGCATCTTTTTTTCGAGGGGTCACCGGCTTGACGTCA

CAATGGAGGAGCTTTAATTTTTTGAAATTATTCTTTAAACATGTATCTATAAGACAGAAAAAAGATTGAATTAAATAAATAATTTTTTACATAGAAAAAAAATATATTGAAAATAGGCCTTTTTTTACTCGACAAAACCCATGTAACTCCTTA

ATGCCAACCAGACTAAACTAACCTTATCTGGAAGCTTGAGACGTTAGCTGTAATAGAAATGTGTTATATTCACGTCCAAAGTCGAAAAAGCCAAACCGGGTGCCCAACGGCGGATTACATTTTTTTTTTCGTTTTTCTTATAACTTTGAATTT

CGCATTTATTTAATTTCTTTATTTTTTAACAGTGTTCTCTGATTTAAAATTTGTAATACTTAAAATTAAATGAATATAACGAATTGTCTAGTCTAGTTTTAAGTATTACGCATAAAATGCCGTAATTATTAATAAATAAAATAAAATGCATTT

I I K s K s B I A A L K D F L D W L E A L K A E D T S S
ATATTCCTCAGATTATTAAGTCGCAATTATGAATAAATAACATAAAATAAAGTGCATTTCTATTCCTCAGATTATCAAGTCTAAATCGGAGATCGCTGCCTTGAAAGATTTTCTGGATTGGCTGGAAGCGCTTAAGGCCGAAGATACATCATC

N GV I L VY HEERIKPF I P YMTIT L E S L NK Y NLIL DU R/F L KTV K S F ADNGILNTLAI KA ANA AN E
GAACGGTGTCATTCTAGTCTATCATGAGGAACGCAAATTTATTCCATATATGATTTTGGAATCGCTTAACAAATACAACCTGTTGGACAGGTTCCTTAAAACAGTCAAATCATTTGCCAATGGCCTCAATTTAGCCAAAGCCAATGCCAACGA

s L. H Yy T L R K L S K Vv L S A K A HE V I NNOQONAS DG E I K NNV S s T T G I A A E C Q S P Q K
ATCATTGCAACATTACACGTTGCGCAAACTCTCCAAAGTGTTGAGCGCCAAAGCACACGAAGTGATCAATAATCAAAATGCAAGTGACGGTGAAATCAAAAACAATGTTAGCTCAACAACGGGCATAGCCGCCGAGTGTCAGAGCCCCCAAAA
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SEQ PROT s L. K G Vv L A Q EREL F D GNASVLRAI KL AYEVAQ QL S NQEHI KV P I E S S A ATLENMTI
SEQ GEN GTCATTGCAAAAGGGCGTTCTGGCACAGGAGCGTGAGCTGTTCGATGGTAATGCTAGTGTGCGTGCTAAGTTAGCCTACGAGGTGGCACAACAGTTGAGCAATCAAGAACACAAGGTGCCTATCGAATCGTCGGCTGCATTAGAGAATATGAT

SEQ PROT A AV Q T Y A Q P I EC DL N E L Q T (Q N E N L E R Q N S F R P V F L N Y F K T T L Y H R V R A V K F
SEQ GEN TGCCGCAGTGCAAACGTATGCACAGCCCATCGAATGCGATTTGAATGAACTACAAACTCAAAACGAGAATTTGGAGCGTCAAAACTCTTTCCGTCCGGTTTTCTTAAATTACTTTAAAACCACACTCTACCATCGAGTGCGTGCAGTCAAGTT

SEQ PROT R I I LA E Q G Y DL @ T L N A I W S E X Q K D G L A E V L QQ V I EEL K P E DR TE L A DL F D S Y
SEQ GEN TCGCATCATACTTGCGGAACAGGGTTATGACCTGCAGACGCTAAATGCAATTTGGAGTGAGAAACAAAAGGATGGATTGGCCGAAGTATTGCAAGTCATTGAGGAGCTAAAACCTGAAGATAGGACGGAGTTGGCTGATTTATTTGACAGTTA

SEQ PROT F D P V K T T TI K P I V K N NN R R R N R R G
SEQ GEN CTTCGATCCTGTAAAGACGACTATTAAGCCGATTGTCAAAAACAACAATCGCCGCCGAAATAGACGCGGAGGTAGTGCAACATGCATGCATTAAGTTAAAGTGTATTGAAAAGCAATTAATCATATGATTTTCATTTTTTCTTTTTATTACTT

SEQ PROT VR NM KN DG SN SARTSSEIOQGA ASGS GTDZE XK QUVTS GG OQTZL?PDTTTIIZ KT SZPS?PPIDNGTGZE KZPOQR G K

SEQ GEN  AGTACGCAACATGAAGAACGACGGCAGCAATAGCGCTCGCACAAGTAGTGAGCAAGGAGCTGGCGGTGACAAGCAAGTCACTGGCGGTCAGCTGCCCGACACCACAATTAAGTCGCCATCTCCGCCAAACGGCGGCAAGCCGCAGCGTGGCAA
———————————————————————————————————————— EXON CDS4 ————— - m oo oo ————————————————————— EXON 3' UTR COMUM -—----—-———————————

SEQ PROT R N PR SRNN S LXK T QUL P SAAV DT SNTTATAT N *

SEQ GEN  GCGTAATCCGCGCTCACGCAATAACTCCTTAAAAACACAGCTGCCAAGCGCCGCCGTCGACACGAGCAATACAACGGCAACAGCAACCAATTAAAAACTAAGAAGTTCATTCTAAGATTCAAGATAGGCGCTGTTGCGACATAAARAARAACAA
——————————————————————————————————— 3" UTR A ———————————— == | e ————————————— EXON 3' UTR FEMEA -—-————————m———— -

SEQ PROT

SEQ GEN  GTAATTTGTTTTATTTTTTTTT-GTAATAGTTTTCACCAACGTAGACACACTTTAGAGAGACGCCAGAAAAAATT-CTGGTATGCAAGTTGAATAGAATTTGAATTTTTAATTTTATATATGCCACATATTTTTATTATAATTATTATTACAT
———————————————————————————————————————————————————————————————————— EXON 3' UTR FEMEA ——— oo o oo oo -

SEQ PROT

SEQ GEN  GTATTGATTAGCTAAACGTACATGCATATAATTAACAAAAGCAAAAGARATATGTATATATATATGTACACTTATTGAACGTTAGCAGTTACAATACCCAATTGTAGATGACGTTAGTTTAGAAAATATCTGATTATTGAAGTCATTAATAAT
———————————————————————————————————————————————————————————————————— EXON 3' UTR FEMEA ———————m oo

SEQ PROT
SEQ GEN TATTATTTTATCTGCTTTGCTACGCTGCAAAGTACAACAACATAAATTAGTTTGCCAGCCGCAGGCAGAGGTGTAAGCTTTTCATAATTTATTTCGTAGTTTTACTAGAGTTGAGTTAAATAAAATGTAACAAATATTAGCTAACCTCTGGTT
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———————————————————————————————————————————————————————————————————— EXON 3' UTR FEMEA — - oo oo oo o e

SEQ PROT
SEQ GEN TGACGTCTTAGAGGATTCTACAAGAATTTGACAACCTTGCTTATTAACGCGTATTGAAATTTTGAATTTTTAGAAGGTTGCGCTttaatattatatttgttttttatgattcctattatgatatttatgtatttatgectattttgaaattttt

———————————————————— EXON 3' UTR FEMEA —---———————————————— = |<?> | mm———————m oo EXON 3' UTR MACHO -----——=——————————————————
SEQ PROT
SEQ GEN gtttaaaaagaatacacaagaaatatataaacaaatatttttttctaacttaaaaaaaaaa----CTCAAATTTAAAGCGAAAAAACCCCACAGTTTAGCTTCACAAGCAAAACACAAAAATTGATTGGTGCGTTGCAGTTATACATACATAG
SEQ PROT

SEQ GEN CAAAACGAAAAAAAAAAAAA

OBSERVACOES: (I) O simbolo *“/,” indica uma descontinuidade da sequéncia, pois essa regifo néo foi sequenciada por inteiro; (11) a regido da sequéncia em letras
mindsculas constitui um fragmento ainda nao sequenciado via Sanger, e foi retirada dos contigs gerados pelo sequenciamento dos transcriptomas; (111) O simbolo
“1<2>1” diz respeito a uma regido que pode ou ndo existir, e ser constituida de intron e/ou outros éxons.
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ANEXO C: Alinhamento de exu por cddons utilizado nas analises de selecao, cujos aminoacidos correspondentes estdo indicados abaixo de cada cddon

exu_afra
exu_ccap
exu_mdom
exu_dmel
exu_dmoj
exu_dvir
exu_dpsl
exu_smos
exu_cape
exu_aaeg
exu_agam
exu_ppap
exu_crip

exu_bant

exu_afra
exu_ccap
exu_mdom
exu_dmel
exu_dmoj
exu_dvir

exu_dpsl

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150
e e e e I I
ATGGTCGCTTCAA AATGCAAGCCAAAACGGTGTAGTCAATTCTCCAGTAGTAGGAACTTCTAATGGAGTAACAACCAATGGCACAATGAATGTCGCTGGCGGACACAAG

M VvV A S T N A S O N - V..V N S P V V g T S N s V. T T N g T M N V A g g H K
ATGGTCGCTTCGTCA AATGCAAGCCAAAACGGCACATTAATTTCTTCAGTCGGAGGCACCGCTAATGGAGTAATCACCAATGGCACAGTCAATGAGGCTAATGCAAGCAAG
M V A S S N A S QNG T L I S SV G G TANGV I TNGT V N E AN A S K
ATGGTCGCTTCGTCTACAACACCAGCT ACAAATGCAGCGACGACAACACCACAACAAAATGGTGGTGCTAGTGCTGCTACTGCTACTGTTGCCACACCAAATGGTAACTCCAACAATGTCACAACA
M VvV A s S T T P A T N A A T T T P O O N g g AS A A T A T V A T P N g N S N N V T T
ATGGTTGCCGATAACATCGATGCCGGAGTGGCC ATTGCCGTCGCCGATCAATCC TCGTCGCCCGTGGGCGATAAAGTT
M v A DN I D A G V A I AV A D Q S s S p V G D K V
ATGGTTGCCATTAGCATTGATTCAGTGATTGAT ATCTCTGCCGCGGATCAGTCC TCGGCTACGTCGACGGGTGTTGCTATTAAGGAT
M v A I S I D S V I D I S A A D Q S s A T s T G VvV A I K D
ATGGTTGCCGTTAGCATTGATTCCGTCATTGAC ATTTCGGCCGCGGATCAGTCC ACGGCCGCGTCG GGTGTGGCCATAAAAGAC
M v A vV S I D S V I D I s A A D Q S T A A S G VvV A I K D
ATGGTTGCCGAAATTTCTAAAGATTGTGTTACC ATTGCCGCGGCCGATCAGTGC GTGGACATGAAGGAG
M v A E I S K D C VvV T I A A A D Q C Vv D M K E
ATG ACTGTAACCGAGGTGCCAGCTGAAAAC
M T v T E VvV P A E N
ATGGTTTCCGGCGGTGCAGATGAATCGAAAGAT TTAAATTTGACAAACGAATCGGACGGTTCAACATTGTCAAATGAATCA AATTTTTCCAATATTTCATTGGAAGATGATCGAACATTATCATTTCACAATACAAAT
M vV S G G A D E S K D L N L T N E S D G s T L S N E S N F S N I S L E D D R T L S F H N T N
ATGGTGACCGGAGGAATCGACGAGAGCAAAACGGAGGGCGAATTCGACCAGCAGCAGCTGGACGAAAGTTGCTCGGATGAAAGCGACACCGGACCGGCCGGGGCCCTCTCGTCCAAGTTCGACCGGACGGATGTGTCCATCAATACAAAT
M v T 6 6 I D E S K T E G E F D QO QL D E S C s DE S DT G ?PAGAILS S K F DR T DV S I N T N
ATGGTGGTTGGTATG GATGAATCAAAGGTA GGACATGACGAGGAGCAGCATTACGAGGACAGCAGCTTCGACGAATGCGACACG CCAGCGGGCGTGTTATCCTCCAAGTTCGACAAAACGGACCTTTCGATTAACACCAAT
M vV vV G M D E S K V G H D E E Q H Y E D S S F D E C D T P A G VL S S K F D K T D L S I N T N
ATG CCAGGACTTGATGGGGTTTCC
M P G L D G V S
ATGGTTGCTGAAATT GAATAT
M V A E I E Y
ATGCCTAAGCAGATC AACACGCTTGAATTTCTGAAAATCAGAATGGTCAACGAAAACAAGAACGAA
M P K Q I N T L E F L K I R M V N E N K N E

160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

P T S T e T P S S I D S e I P
ACTTTGGCCAAGGGCAGGTACACTTTAGTAGGCGTCGATATTGACACAACTGGGCGTCGACTCATCGATGAAATCGTTCAGTTGGCCGCGTATTCGCCCAAAGATCATTTTGAACAATATATTATGCCATACATGAACTTGAATCCTGCT
T .. A XK 6GR Y T L V G VD I DT T GRWRL I DUEI V QL AAY S P KDHVF E QY I M P Y M N L N P A
ACTTTGGCCAAGGGCAAATACACTTTGGTGGGCATCGATATTGACACAACGGGACGTCGACTCATAGATGAGATTGTTCAGTTGGCTGCTTATTCTCCAAAAGATCATTTTGAACAATATATCATGCCATACATGAATTTGAATCCTGCC
T L. A K GG K Yy T L Vv G I DI DT T G RWRL I DE I V QL A A Y S P KDHVF E QY I M P Y M N L N P A
CCCCTACCAAAGGGCAAATACACTTTAGTTGGTATTGATATTGACACTACCGGACGCAGATTAATTGACGAGATTGTTCAGCTGGCGGCTTATACTCCCAAAGATCATTTCGAACAGTATATTATGCCATATATGAATTTGAATCCAGCT
P L p XK G K Yy T L VI DI DT T GRWRUL I DUEI V QL AAY TP KDHVF E QY I M P Y M N L N P A
GAGCTGCCGGCCGGTAATTATATCCTGGTGGGCGTGGATATCGACACCACTGGACGTCGTCTAATGGATGAGATTGTCCAGCTGGCCGCTTATACACCCACCGACCACTTCGAGCAGTACATCATGCCATATATGAATCTGAATCCAGCT
EL P A GNY I L V GVDIODTT_GURWRILMDETIV QL A AY TP T DHF E QY I MUP Y MN L N P A
GAGCTACCAAATGGTAACTACATTTTGGTTGCCGTTGACATCGATACAACAGGACGCCGTCTCATCGACGAGATTGTCCAGTTGGCAGCTTATACTCCTACCGATCATTTTGAACAATACATTATGCCGTATATGAATCTAAATCCTGCT
E L pP N GNY I L VAV D I DT T GGURWRL I DETI V QL AAY T©PTDHF E QY I M P Y MN L N P A
GAGCTACCAAACGGCGACTATATTCTGGTTGCCGTTGACATAGATACAACTGGACGCCGTCTCATCGACGAGATTGTCCAACTGGCCGCTTACACCCCGACCGATCATTTCGAGCAATACATTATGCCGTATATGAATCTAAATCCGGCT
EL pP N GD Yy I L VAV DI DT T GG®RWRUL I D ETI V QL A AY TP TDHFF E QY I M P Y M N L N P A
GAGCTGCCGGCAGGGAACTACATCCTGGTTGGTGTTGATGTAGACACCACTGGACGACGTCTGATTGATGAGATTGTCCAGTTGGCTGCCTACACTCCAAAGGACAACTTCCAGCAGTACATCATGCCGTATATGAATCTGAATCCAGCC
EL P A GNY I L V GV DVDTTGG®RWRULTIDETIV QL AAY TP KDWNU F QO Y I MUPY MNIL N P A
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exu_smos
exu_cape
exu_aaeg
exu_agam
exu_ppap
exu_crip

exu_bant

exu_afra
exu_ccap
exu_mdom
exu_dmel
exu_dmoj
exu dvir
exu_dpsl
exu_smos
exu_cape
exu_aaeg
exu_agam
exu_ppap
exu_crip

exu_bant

exu afra

ACCATTCCGAAGGGCAAATACACGTTCATCGGCGTCGATATCGATACAACTGGTCGTCGCATTTTGGATGAGATCGTACATTTGTCCGCCTACAGCCCGAAAGAGCAATTTGATCAGTACGTTATCCCGGTGATGAATTTAAATCCAGCA

T I P K s K Y T F I >, v b 1 b T T GRWR I L D E I VHL S A Y S P K E O F D QY Vv I P V M N L N P A
CCATTGCCATATGGAAATTATAAATTGATTGGAATCGATATCGATACGACTGGTCGTAGATTAATCGATGAAATAGTACAAATTTCCGCTTACACACCAAATTCACAATATTCCCAATACATTATGCCGTTGATGAATCTGAATCCGGCC
P L Pp Y G NY K L I 6 I DI DT T GWRWRUL I DEI V QI s A Y T PN S QY s Yy I M P L MNL N P A
CCGCTGCCCTACGGGAAGTACACCTTGATTGGCATCGACATTGATACGACGGGTCGTAGACTGATCGATGAAATTGTCCAGATCTCCGCCTACACGCCGGAACATCAGTACTCGCAGTACATCATGCCGTTGATGAACCTGAATCCGGCC
p L pPp Y G K Yy TL I G I DI DT T G RWRL I DU EI V QI s A Y T P EHOQ Y s oy I M P L M N L N P A
CCGCTGCCGCACGGCAAGTACACTCTGATCGGGCTCGATATAGATACGACGGGTCGTAGACTTATCGATGAGATCGTACAGATCTCGGCATTCACGCCGGAGAAAGAGTATGCGCAGTACATTATGCCGCTGATGAACCTGAACCCGGCT
P L P H G K Yy T L I 6 L DI DTTGWRWRULIDETI V QI S A ¥ T P EI K EY A QY I M P L MNTL N P A
TCCCTTCCGGAGGGCAATTACACAATCATCAGCGTGGACATTGATACGACGGGGCGGAGACTCATTGATGAGATTGTTCACCTGGCCGCCTACACTCCGGACTCACAGTTCTCGCAATACGTGATGCCGTACATGAATCTCAATCCGGCA
s L p E GN Y T I I S V D I DT T G RWR L I DE I VHL A A Y T P D S QF s QY Vv M P Y M N L N P A
GCCAATTTGGAAGGAAGGTACAAGTATGTTGGATTCGATGTTGACACGACTGGAAGGCGTTTGATTGACGAGATTCTGCAGATTGCTGCATATACACCAGATGAGCAGTTTTCACAGCACATTATGCCTTTAATGAATTTAAATCCAGGA
AN L E G R Y K Y VvV G ¥ DVD T T _RURULTIDUETIL QI AAY TP DEOQF S  HIMUP L MNL N P G
ACTGAAATGAAGGGAGACTTCGTCTACGTAGGGTTGGACATCGACACGACAGGACTGCGCTTGATCGACGAGATCGTGAACATCGCCGCCTATCGTCCCGATGCCCAGTACTCGCAGCACATCATGCCGCTGATGAACCTGAACCCGGGT
T £EM K G D F VY V G L DI DT T G L RL I DEI VNI AAYRPDAOQY S Q H I MP L MDNLN P G

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400 410 420 430 440 450

e e e e I I
GCTCGCCAACGTCACCAAGTGCGTGTGATCTCTATTGGATTCTATCGTATGTTGAAATCAATGCAAACCTATAAG

AR Q R H Q V R V I s I G F ¥ R M L K S M QO T Y K
GCTCGTCAACGTCACCAAGTACGTGTGATCTCAATTGGATTCTATCGTATGCTAAAATCAACGCAAACCTATAAG

AR O R H Q V RV I s I 6 F Y R M L K S T O T Y K
GCTCGTCAACGTCATCAAGTTCGTGTGATTTCCATTGGCTTCTATCGCATGCTCAAGTCTATGCAAACATACAAG

AR QO R H Q VR V I s I G F Y R M L K S M QO T Y K
GCTCGCCAGCGTCATCAAGTTCGTGTTATTTCGATTGGCTTTTATCGTATGCTGAAGTCGATGCAGACTTATAAG

AR O R H Q V RV I s I 6 F Y R M L K S M O T Y K
GCCCGTCAGCGTCATCAAGTTCGCGTTATTTCGATTGGATTTTTTCGTATGCTGAAGTCGATGCAGACCTACAAG

AR Q R H Q V R V I s I G F F R M L K S M QO T Y K
GCCCGTCAGCGTCATCAGGTTCGCGTTATTTCGATTGGATTTTTTCGTATGCTGAAGTCGATGCAGACCTACAAG

AR O R H Q V RV I s I 6 F F R M L K S M O T Y K
GCTCGTCAGCGTCATCAAATTCGTGTGATTTCGATCGGCTTTTATCGCATGCTGAAGTCGATGCAGACCTACAAG

AR QO R H ©Q I RV I s I 6 F Y R M L K S M Q T Y K
GCACGGCAACGACACCAATTGCGCATAATTACGGTTGGATTTTTCCGCATGCTAAAATGTACATTGACCAACARA

AR O R H QL R I I T V G F F R M L K C T L T N K
GCCCGTCAACGCCATCAAGTGCGCGTGATAACCGTCGGATTCTTTCGCATGTTGAAAAGTATGCAAACCTATAAA

AR O R H Q VR V I TV G F F R ML K S M Q T Y K
GCCCGTCAACGGCACCAGGTTCGCGTCATTACCGTTGGATTCTTCCGGATGCTGAAAAGCATGCAGACTTACCGG

AR O R H Q V RV I TV G F F R ML K S M QO T Y R
GCCCGTCAGCGCCACCAGGTTCGCGTGATTACGGTTGGATTTTTTCGCATGCTGAAAAGCATGCAGACCTACCGT

AR O R H OQ VR V I TV G F F R ML K S M Q T Y R
GCCAGGCAACGACATCAGGTGCGTGTCATCACCATTGGCTTCTTCCGGATGCTAAAGAGCATGCAGACGTACAAG

AR O R H Q VRV I T I G ¥F F R M L K S M O T Y K
GCAAGGCAACGCCATCAAGTGCGTGTAATTAATGTTGGGAATTTCCGCATGCTTAAATGTATGAAAAGTTATAAG

AR QO R H Q0 VR V I N V G N F R M L K C M K S Y K
GCCCGTCAGCGTCATCAAGTGCGCGTTATTAACGTCGGCTGCTTCAGAATGTTGAAGTCCATGCAAACCTACAAGGTGAGAACTTGCGAAACACGTGCACATAACCAAAGTCGGATTCTAATCGCAATCGCCTTTGCCTTCCCTCTTCCC
AR QR H O VRV I NV GG CVFRMULK S MOQT Yy KV RTCUETRAUHWNOSU R I L I A I A F A F P L P

460 470 480 490 500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600

e e T T T T T T T T T e
ATTATCAAGTCTAAATCGGAGATCGCTGCCTTGAAAGATTTTCTGGATTGGCTGGAAGCGCTTAAGGCCGAA GATACATCATCGAACGGTGTCATTCTAGTCTATCATGAGGAACGCAAATTT

I I K s K s E I A A L K D ¥F L D W L E A L K A E D T S S N - v I L VvV Y H E E R K F
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exu_ccap
exu_mdom
exu_dmel
exu_dmoj
exu_dvir
exu_dpsl
exu_smos
exu_cape
exu_aaeg
exu_agam
exu_ppap
exu_crip

exu_bant

exu_afra
exu_ccap
exu_mdom
exu_dmel
exu_dmoj
exu dvir
exu_dpsl
exu_smos
exu_cape
exu_aaeg

exu_agam

ATTATCAAGTCCAAATCGGAGATCGCTGCCTTGAAAGATTTTCTTGATTGGCTGGAAGCGCTTAAAGCCAAG GATGCAGCATCACAAGGTATAATTCTAGTCTATCACGAGGAACGAAAATTC

I I K s K s B I A A L K D ¥ L D W L E A L K A K D A A S Q

I L.v Yy H E E R K F

ATCATTAAATCAAAATCTGAAATCGCTGCTCTCAAAGATTTTCTCGCTTGGCTCGAAGCTTTGAAAGCTARAA GATGCCACATCGCAAGGTATTATTTTATTGTATCATGAAGAGCGTAAATTC

I I K s K s E I A A L K D F L A W L E A L K A K D A T S O

I L. L Y H E E R K F

ATCATTAAATCCAAGTCTGAGATCGCTGCCCTCAAGGACTTCCTCAACTGGCTTGAGCAACTGAAGACCAAGGCGGGTCCCAGCTCGGACGGGATTGTGCTTATCTATCATGAAGAGCGCAAGTTC

I I K s K s B I A A L K D F L NN W L E L K T K A G P S S D

v L I Y H E E R K F

ATCATCAAATCTAAATCAGAGGTCGCTGCGCTAAAAGACTTCCTTGACTGGCTGGATCAGTTAAAATCGAAA AATCCAAATGCGGATGGCATTGTCTTGCTTTACCATGAGGAGCGCAAATTT

I T K s K s B v A A L K D ¥ L D W L D O L K S K N P N A D

v L L Y H E E R K F

ATCATCAAATCTAAATCAGAGGTCGCTGCGCTAAAAGACTTCCTTGACTGGCTGGATCAGTTAAAATCGAAG AATCCGAATACGGATGGCATTGTCCTACTTTACCATGAGGAGCGCAAATTT

I I K s K s B vV A A L K D ¥ L D W L D O L K S K N P N T D

v L L Y H E E R K F

ATTATCAAATCTAAATCGGAGGTTGCTGCTCTCATGGACTTTCTCAACTGGCTTGAGATGCTGGTCGCCAAA CAGCCCAGCACTGATGGCATCGTTATGCTCTATCACGAGGAGCGTAAATTC

I T K s K s B v A A L M D F L N W L E M L V A K Q P S T D

v M L Y H E E R K F

GTGGTCAAATGCAAAACGGAGGTTGTCGCGTTGAAAACATTTTTGGACTGGTTGGAGCAGCGCAAGGCTGCT GACGCTGCATCAGAAGGGGTGGTTTTGGTTTATAATGAACCAATCAAATTC

v v K ¢C K T E VvV A L K T F L D W L E O R K A A D A A S E

v v L. v Y N E P I K F

GTTGTTAAAACAAAAACCGAGGTCATCGTGCTCAATGAGTTTATCGACTGGTTGGAAAAGGAAAATCAAAAAAATGGCGAAAATTCTGATGGCGTTGTATTGATTTATCACGAACAGAGAAAATTC

v v K T K T E Vv I vV L N E ¥ I D W L E K E N Q K N G E N S D

v v L I Y H E Q R K F

GTGGTGAAAACCAAGACCGAAATCTCCGCCCTGAACGAATTTATCAACTGGCTGGAAGAGCGGTACCGGGAG GACGAAGGTTCCGAAGGCATTGTCCTGATCTACCATGAGCAGCGCAAGTTT

v v K T K T E I § A L N E F I N W L E E R Y R E D E G S E

v L I Y H E O R K F

GTCATGAAGACCAAGATGGAAGTTGCGGCTCTGAACGAGTTTCTCGACTGGCTGGAGGAGCGTCTTCGCGAG GACGAGGGGTCCGAGGGCATTGTACTGGTGTATCATGAGCAGCGCAAGTTT

v M K T K M E V. A A L N E F L D W L E E R L R E D E G S E

v L VvV Y H E Q R K F

GTGATGAAGACCAAGCCTGAATATGCTGCCCTCGTGGACTTTCTGGGGTGGCTGGAGGAGCAGAAAGCCARA CAACAGGACTCCAAGGGGCTCATCCTCCTCTACCACGAACAGAGGAAATTC

v M K T K P E Y A A L V D F L G W L E E QO K A K O O D s K I L L Y H E O R K F
GTTATTAAAACAAAAACCGAAATAGCAACATTGATGGACTTATTGTGCTGGCTTGAGAAAATT AATGATGAGAAAGATGGAATCATTTTGTTATATCATGAACAATCTAAGCTT

v I K T K T €E I A T L M D L L C W L E K I N D E K D I L L Y H E © S K L
GTTCGTTCTTTTGTCTCCATTCAGGTCATTAAAACAAAGACCGAGATCGCAGCACTCCTTGAGTTCCTCGATTGGTTGGACAAGATCAACACCAAG GACGGTGTCATCTTCGTGTACCATGACAAGCTCAAGTTC

vV R S ¥ Vs I 9 Vv I K T K T E I A A L L E F L D W L D K I N T K D I F VvV Y H D K L K F
610 620 630 640 650 660 670 680 690 700 710 720 730 740 750

T e e e
ATTCCATATATGATTTTGGAATCGCTTAACAAATACAACCTGTTGGACAGGTTCCTTAAAACAGTCAAATCATTTGCCAATGGCCTCAATTTAGCCAAAGCCAATGCCAACGAA

B T I
TCA TTGCAACATTACACGTTGCGCAAA

I p Yy M I L E S L N K Y N L L DR F L K T V K S F A N L N L A K A N A N E S L 0 H Y T L R K
ATTCCATATATGATTTTGGAATCGCTTAAAAAATACAATCTGTTAGATAGATTTCTTAATTCAGTCAAATCTTTCGCAAATGGCCTCACCCTGGCCAAAGCCAATGTCAACGAG TCC TTACAGCATTATTCATTGCGTAAG
I p Yy M I L E S L K K Yy N L L DR F L NSV K S F AN L T L A K AN V N E S L O H Y S L R K
ATTCCATATATGATTTTGGAATCGCTTAAAAAATATAACCTGCTGGACAGGTTTTTACTTACTGTTAAGTCATTCGCTAACGGTCTCAATTTGGCCAAGGCCAATGTCAATGAG TCC CTGCAACATTATACATTGCGAAAA
r p Yy ™M I L E S L K K Yy N L L DR F L L TV K S F A NG L N L A K AN V N E S L 0 H Y T L R K
ATTCCCTACATGATCCTGGAGTCGTTGAAGAAGTACGGCCTGTTGGAGCGCTTCACCGCGTCGGTGAAGTCGTTTGCAAACAGCATCAATCTGGCCAAGGCTTCCATTGGCGAT GCCAACATAAAGAACTACAGTCTGCGAAAG
I p Yy M I L E S L K K Y 6 L L E R F TASV K S F AN S I N L A KA S I G D A N I K N Y S L R K
ATTCCATACATGATTTTGCAATCGCTGGTCAAGTACGGCATGCTCGATAGATTCACCAAGACAGTCAAGTCTTTTGTAAACAGCTTCAATCTGGCCAAGTCCACAGTTGGCGAT ACC AAACACTATAGCCTACGCAAT
r p Yy M I L. 0 s L Vv K Y 66 ™ML DR F T KT V K S F VN S F N L A K S T V G D T K H Yy s L R N
ATACCCTATATGATTTTGCAATCCCTCGTCAAGTATGGCATGCTCGATAGATTCACCAAGACAGTCAAGTCTTTTGTAAATAGCTTCAATCTGGCCAAGTCCTCAATTGGCGAC ACC AAGCACTATAGCCTTCGGAAT
I p Yy M I L 0 S L Vv K Y & ™ML DR F T KT V K S F VN S F N L A K S s I G D T K H Yy s L R N
ATACCCTACATGGTATTGGAAGCGCTCAAGAAGTACGGTCTGATTGAAAGATTCAATCGGACGGTGAAGTCTTTTGTCAACACTTTCAATATGGCCAAGGCCTCCCTTGGCGAT GCTAATCTCAAAAACTGTGGTCTACGCAAG
I p Yy M VL EAL K K Y 6L I ERF NIRRTV K S F VN T FNMAI K A S L G D AN L K N C G L R K
ATTCCGTACATGCTGCTCGAAGCATTGAAAAAATACGATTTGGTTGATCGATTTTCTCAGCTGGTTGTCGGTTTCGTTGATGGCCATGCTTTGGCTGAAGCCAAA GGCGAT GCC ATCAATATTGAGGCCGTACGCGAA
I p Yy M L L EATL K K Yy DL V DR F s QL V V G F V D G H A L A E A K G D A I N I E A V R E
GTGCCGTACATGATGATTGAGGCGTTGAAAAAATATAATTTATTGGATCGTTTTACGAAAACTGTAAAATCATTTGCAAATGGTTATAAATTGGCCGAAGAGAAGTGCAGCAAAGAGGTCACA ATCAAATATTTCTCGATTCGTCAA
v p Yy B™“M M I E AL K K Yy NL L DR F T XK T V K S F A NG Y KL A E E K C S K E V T I K v F s I R 0O
GTCCCATACATGCTGATTGAGGCCGTGAAAAAGTACAACCTCCTGGATCGCTTTAAATCCATTGTAAAGTCCTTTGCTAACGGTTTCAAGCTGGCCGAGGAGAAGTGCAGCARAA ACC ATCAAGTACTTCTCGATCCGACAG
v p Yy M L I E A V KK Y NL L DR F K SsSs I V K s F A NG F KL A E E K C S K T I K v F s I R 0O
GTGCCGTACATGGTCATTGAGGCGCTGAAGAAGTACAAGCTCCTGGACCGCTTCTCCGAGTCGGTTAAGTCATTTGTGAATGGGTTCAAATTGGCGGAGGAAAAGTGTACCAAG ACC ATCAAGTACTTGACGATTCGTCAG
v p Yy M V I E A L K K Yy K L L bR F S E SV K s F VN G F KL A E E K C T K T I K vy L T I R 0O
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exu_ppap
exu_crip

exu_bant

exu_afra
exu_ccap
exu_mdom
exu_dmel
exu_dmoj
exu_dvir
exu_dpsl
exu_smos
exu_cape
exu_aaeg
exu_agam
exu_ppap
exu_crip

exu_bant

exu afra
exu_ccap
exu_mdom
exu_dmel

exu_dmoj

GTACCCTACATGCTCCTCGAGGCCTTTAAGAAATACGACATGCTTCCGCGGTTTGAAAAATCCGTGGCGGGATTTGCCAATATGTACAGCCTGGCGGAGAAGGAGTGCGGGGCC ACT CTGAAGTACTTCACGCTCAGGGAA

v p Yy M L L E A F K K Y D M L P

GCACCTTACATGCTTATTGAGTCAATGAAAAGATTTAACCTCTTTGATAGATTCAATAAGATAGTCAAAGGATTTGTCAATGGATATGAACTATGTGGAGACGATCAGAAAGGA

AP Y M L I E S M K R F N L F D

ACGCCTTATATGGTGATCGAGGCAATGAAGAAGTACCGGCTCATGGAGCGCTTCGAGAAGATCGTGAAGTCGTTCGTCAATGGCTACGACTTGGCAGGCGAAAAGCCCGGCGAG

R F E K s vA G F A NMY S L A E K E C G A T L K Y F

R F N K I VvV K G F V N - Y E L C - D D O K G K ¢ L K Y L

T

L R E

AAAGGATTAAAATATCTGACATTGGCTCAA
T
ACCGGAATCAAGTACCTGACTTTGTCTCAG

Q

T p Yy M VvV I E A M K K Y R L M ERF E K I V K S F VN G Y DL A G E K P G E T 6 I K Y L T Q
760 770 780 790 800 810 820 830 840 850 860 870 880 890 900
e e e e T e e e
CTCTCCARAGTG TTGAGCGCCAAAGCACACGAAGTGATCAATAATCAAAATGCAAGT ACGGT AAATCAAAAACAATGT AGCTCAACAACGGGCATAGCCGCC
L S K V L s A K A H E V I N N Q N A S D G E I K N N V s s T T A
CTTTCTAAAGTC TTGAGTACTAAATCAGAAGGA GAAAACAAAAATACCGGC GATGGTGCTGAGATAATTAATGTAATT TCAGCAAATACAAACAACGCCAGT
L S K V L S T K S E G E N K N T G D G A E I I N V I S A N T N S
CTATCCAAGTTT TTGAAATCAAACGCTGTGAACAGTGTTGAATTAAACAAC AATAATGTGGAGGCATCGTCCACCACTGAAGGTGCTGCAGCAGTTGCCACTAAAGAG
L S K F L K S N A V N S V E L N N N NV E A S S T T E G A A A V A K E
CTTTCCAAGATC TTGTCCACGACCAAGGAGGAAGACGCGGCTTGCTCTGCGTCCACATCTGGATCTGGATCTGGCTTGGGATCTGGATCTAGTATGGTGTCCGATTCGGTA TCGATATCCCCCAGGGACAGTACC
L s K I L s T T K E E D A A C S A S T s G S G S G L G S G s sS MV s D s V s I S P R D T
CTGTCCAAGATA TTGAGCAAGGCCAAGGAGGAGACCGCCAAGGGCAAT GGCAACGATAATGAAGCTGACAGTAAC
L s K I L s K A K E E T A K G N G N D N E A D S N
CTATCGAAGATA CTGAGCAAGGCCAAGGAGGACAACGCCAGAGTCGAT AATGATAATGAGGCAGATAGTAAC
L s K I L s K A K E D N A R V D N D N E A D S N
CTTTCGTTGCTC TTGGCCAAGTCGAATGATGAAAGTGCCAACAAGGAG AATGAACCTGAGAATGTCAACAGAAAC
L S L L L A K S N D E S A N K E N E P E N V N R N
ATGGTCAAAGGA CAGCTAAAAGCCGAAGATCAG
M V K G O L K A E D O
TTGGCAAAATTG GTGATGGATGAAAATGATTCG
L A K L v M D E N D S
CTGGCCAAGCTG GTGCTGGACGAAAGCGAGGCG
L A K L v L D E S E A
CTGGCAGAGATA GTTTTGGACGAAAAGGCAGGA
L A E I vV L D E K A C
CTGTCCARAGTG ATTTTGAACACGGAAGAGGAT
L s K V I L N T E E D
AATTACAAAGTTCATGCTGATTGCTTAAAAATGGATGTAAAG
N Y K Vv H A D C L K M D V K
AACTACAAGATTCAGCGCCAGAAGCTGAACATGGACAACATT
N Y K I 0 R 0 K L N M D N I
910 920 930 940 950 960 970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040 1050

O e e S e I T I
GAGTGTCAGAGCCCCCAAAAGTCATTG AAGGGCGTTCTG

B T T T Y I B IR I
GCACAGGAGCGTGAGCTGTTCGATGGTAATGCTAGTGTGCGTGCTAAGTTAGCCTACGAGGTGGCACAACAGTTGAGCAATCAAGAA

E ¢C 0 s P QO K s L Q K ¢ V L A°Q E R E L ¥ D GG N A S V R A KL A Y E V A Q Q L S N Q E
CAAAGTCCACAAAAATCTTTAAATAATATTAAAAGCGCTACA GCACACGAACGTGAATTGTTTGATGGCAATGCTAGTGTGCGCGCCAAGTTGGCCTTTGAGGTAGCACTGCAGTTGAGTAACCAAGAG

g s P Q K s L N N I K S A T A H E R E L ¥ D GN A S V R A KL A F E V A L Q L S N QO E
CAACAGCTGCAACAAAAGACTAACAATAAGTCTAGTCAAAAC AATAATGAAGGTGAATTATTCGATGGAAGTGCCAGTGTTCGTGCCAAATTAGCCTATGAAGTGGCTTTGCATTTAAGTAATCAAGAC

O 0L 9 9 K T N N K S S QO N N N E G E L F D G S A S V R A KL A Y E V A L H L S N Q D
GTGACCAATGGTGACGATAAGCAATCTAGC AAGAACGCCGTT CAGGGTAAGCGGGAACTGTTTGATGGCAATGCCAGTGTTCGTGCCARATTGGCCTTTGATGTGGCCCTTCAGCTGAGCAACTCCGAC

v T N G D D K O S S K N A V o 6 K R E L F D GGNAS SV RAIKUILAU FDVATL QUL S N S D
AGTAGCAGCACTGATAAGCATGTA AAGAATGGACTCCAACAAAAGGAGCGAGATGAGTTCGATGGCAGTGCCAGCGTCCGTGCCAAGCTAACCTTCAATGTGGCTTTGCAGCTAAGCAATTTGGAC

s s s T D K H V K N 6 L. O © K ERDEVF D G S A S VR AI KL T F NV AL Q L S N L D
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exu_dvir AGTAGCAGCGCTGATAAGCATGTA AAGAATGGACTC CAAAAGGAGCGAGATGAGTTCGATGGCAGTGCCAGCGTCCGCGCCAAGCTGACCTTTAATGTGGCTCTGCAGCTGAGCAACTTGGAC

s S S A D K H V K N G L O K E R D E F D s A S V R A K L T F N V A L O L S N L D
exu_dpsl GGCAGCAGCAACGATAAGTGCCAC AAGAATGGAATG AATCAGGAGCATGACTTTTTCGAGGGGAGTGCCAATGTGCGTGCCAAGATGGTCTACGAAGTGGCCCTGCAGTTGACCAACTCTGAC
s S N D K C H K N G M N Q E H D F F E G S A NV R A KMV Y E V A L Q L T N S D
exu_smos GAGAAGAAT TTTGAAGGCAATGCCATGATGCGCGCACGTTTAGCCTACTTTTTGCTCGAGCAAATGGCCAAAGATGCG
E K N rF E 6 N A M MRAIRL A Y F L L E O M A K D A
exu_cape GATAAGAATTCGTTTGAGGGACACGCATATGTACGGGCACGTTTAGCATATGAAATATTTCAAAGTTTGGCGACAAATTTGAAGGATGATTCA
b K N S F E G H A Y V R AR L A Y E I F 0 S L A T N L K D D S
exu_aaeg AAGGATGGATTTGAGGGAAATGCCGCGTACCGGGCGCGTTTGGCGTACCAGCTGGCGCGTCGATTGTCCAAAGAAGAC GACGAA
K b ¢6 F E 6 N A A Y R A R L A Y O L A R R L S K E D D E
exu_agam TCCCGTGATGGATTTGAGGGAAATGCAGCCTACCGAGCAAGAATGGCGTTCGAAATTTCGAGATGCCTAGCAACCGCTGAA
s R D G F E G N A A Y R A RMAUF E I S R C L A T A E
exu_ppap GACAAGAATGACTTTGAAGGCAGTGCCAAAGTCCGTTCCAGGATAACTTATGAAGTTGCTCGAGTGCTGGCCATTAAGACC
b K N D F E 6 S A K V R $ R I T Y E V A R V L A I K T
exu_crip GAATCGGAAGAATTTGAGGGAAATGCAACAGTTCGTGCAAAGTTGAGTTTTGAAATATGTAAGCTGATGTCTTATGAAGGC
E S E E F E G N A T V R A KL S F E I C K L M S Y E C
exu_bant GAGGTGAACGAGTTCGAGGGCGACGCCACCGTCCGCGCTAAGCTCAGCTACGACGTTTGCATGCTGATGGCACATGGCGGC
E v N E F E G DA TV R AI KL S Y DV C M L M A H
1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200
e e e e e e e e e I
exu_afra
exu_ccap
exu_mdom
exu_dmel
exu_dmoj
exu dvir
exu_dpsl
exu_smos
exu cape CAACAAAATGGCGTTGACAATCAACAAAATGGAACCACAACAGCGGCGACAACGACGATGACTACAAATGAAATATCGACGACAATTGAATCAGTGACTGCAGCAATTGATGATTTAGCATTAAATTCACCGTCAACTTCGGGAACAAAT
o ¢ ~Nn G VDNOOWNGT T TA AT T™ T M T TN E I s T T I E S Vv T A A I D D L A L N S P S T S G T N
exu aaeg AAACCACCAACAAACGACTCTACTCAGGTGGCGGCCGAGTGCGAAGAGACGCAATCGGACGACGAAGCCGAAACCGAGGAGGGCGCTGTTGGTGGATCGAACACTGCCGAAGATGAGGCCAAATCGCAAGAGAGCGGCGCAGCAACAGTT
K p P T N D S T Q VA A E CE E T O S DD EAE TEE G AV G GG S N T AE D EA AI K S Q E S G A A T V
exu_agam CCGAAGTCCAATGCGGTAAATGTGCCTGCTTCATCGCCAACCGAGAGCGAGCCGAATGATTCAGCTACGTCTGAAGAGGTCACCAATTCCTCCTCCACCGCTGAGGATGCAGTGAAGGATGAAGGTGACAAGCCGTCGGAGGAG
P K S N A V NV P A S S P TE S E PND S AT S EE VTN S S S T AE DAV KDE G D K P S E E
exu_ppap CTGGCTAATCCTGCTTCTGTCAAGAAGGAGGAAGAA GCTGCTCCTCAGGATGCTCCTCAGGAGGAGCCCAAGGATCCACAGGAGGAG
L A N P A S V K K E E E A~-A P Q D A P Q E E P K D P QO E E
exu_crip

exu_bant
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exu afra
exu_ccap
exu_mdom
exu_dmel
exu_dmoj
exu dvir
exu_dpsl
exu_smos

eéxu_cape

1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300 1310 1320 1330 1340 1350
e e e e e I I I | | [P S I

CACAAGGTGCCTATCGAATCGTCG GCTGCATTAGAG

H K Vv P I E S S A A L E
AATAAGGCGCCCATCGACTCGACC GATGCATATGAT
N K A P I D S T D A Y D
TCGAAGGAAGATCTCGATTCTCAA AATGCTCTCGAT
S K E D L D S Q N A L D
GGCAAGCCGGAACCAAAAAGCTCG GAGGCATTGGAG
G K P E P K S S E A L E
GTTAGCAGC AACACCGCTGAGCCGGATTCATCAGCGGAGGCCTTGAGC
vV S S N T A E P D S S A E A L S
AGCACCGAGCCAGAGTCCTCG GAGGCCTTGAGC
s T E P E S S E A L S
CGCACATCCGAGCCAGAGTCTTCG GAGGAATTGGTT
R T S E P E S S E E L V
GCAAACGAC AAAACTGAAGACATCATCAGTTCC
A N D K T E D I I S S
GAAAATAATCAGGCTACAATTACTGTTACAGAAGCTCCAAATGAC ACTTCCGCCGATGCCACAAAAACCGATAATGAAACAACAAAACACGTTACACACAAGAATGAATTAACGGATGAA GAAATGTACGAA
E N N Q A T I T V T E A P N D T s A b A T K T DN E T T K H V T H K N E L T D E E M Y E
AACGCGGAGAACAATGGTGGTCCCCAGGGTCAGAACGACTCCGATGACGATCGGCATCAAACCGATGTGGACGCTGTCACCGGCCAAGTGACGACAATTCCGGAACCGCAACCACGATCCCGTCCAACGACCGAG GCCGAGCGCGAG
N A ENNG G P QG QND S D DD RHHOQT DV DAV T G Q V T T I P E P Q P R S R P T T E A E R E
AATGCTGAA CAATCGGATGACGATGCGCAGAAGCAGGACGAGAAGAAGGAAGAAGCTCCTGCTGCTTCTTTGAACAGC TCTGCATCTCGTCCCTTGACTGAA GAGGATCGTGAA
N A E o s b b DA Q K ODUEI KI K EEAUPAA S L N S s A S R P L T E E D R E
CCACAGTCTGAGCAAAAAGCTGAGCCAAAAGCTGAGCCAAAGGCTGAGCCAAGTGATGAG GATAAGAATTCT
P 0 s E Q K A E P K A E P K A E P S D E D K N S
GAGATTAAGGAACAAGACGAGAAG GAAATTTATGAT
E I K E O D E K E I Y D
GAGAAGAAAGAGGTCGAAGAAGAA GCAATGGCCGCC
E K K E V E E E A M A A
1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430 1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500

AATATGATTGCCGCAGTGCAAACGTATGCACAGCCCATCGAATGCGATTTGAATGAACTACAAACTCAAAACGAGAATTTGGAGCGTCAAAACTCTTTCCGTCCGGTTTTCTTAAATTACTTTAAAACCACACTCTACCATCGAGTGCGT
N M I A AV QO T Y A Q P I E C DL N EL Q@ T O NEN L E R QN S ¥ R P V F L N Y F K T T L Y H R V R
AAGATGCTCAGCGATATACAAGCGTATGCACCACCCGTCGAATGTGATTTGAATGAACTGCAGACACAAAATGAGAATTTAGAACGTCAAAACTCGTTCCGTCCAGTGTTCTTGAATTATTTCAAAACTACACTCTATCATCGGGTGCGT
K m L s b I Q A Y A P P V E CDIL N EL QT (Q N E N L E R QN S FF R P V F L N ¥ F K T T L Y H R V R
AAATTTTTAACGGCCATAAATCCTTATGCCCAAACCATTCAATGTGATTTGGATGAGTTGCAAACCCAAAATGAAAATCTGGATCGCCAAAATTCATTCCGTCCAGTATTTTTGAATTACTTCAAGTCAACACTTTACAATCGTGTGCGT
K P L T A I N P Y A ©Q T I o ¢C D L D E L ©Q T O N E N L D R QN S ¥ R P V F L N Y F K S T L Y N R V R
AATATGTTTAATGCCATACGTCCGTTTGCCAAGTTGGTGGTGTCCGATGTCCTGGAGCTGGATATCCAGATCGAAAATTTGGAGCGTCAAAACTCCTTCCGTCCGGTGTTCCTGAACTACTTCAAGACCACTCTGTACCATCGTGTGCGT
N M ¥ N A I R P ¥ A K L V VS D VL E L DI QQ I EN L E R QN S ¥ R P V F L N Y F K T T L Y H R V R
AATCTGTTTAATGCTCTCAAGCCCTTCACTGAGGCAATCAGCGGTGATGTCAAGGAGCTGGACACACAGAATGTTCATTTAGAGCGACAAAATTCGTTTCGTCCCGTCTTCTTGAACTATTTCAAGACCACGCTCTATCATCGTGTACGT

N L F N A L K P ¥ T EATIT S GG D VK E LD T QN V HL EIROQNS FF R P VF L NY F KT T L Y H R V R
AATCTGTTTAATGCACTCAAGCCCTTCACCGAGGCCATTAGCGGTGATGTCAAAGAGCTGGACACACAGAATGTGCACCTGGAACGTCAAAATTCGTTCCGTCCCGTATTCTTGAACTATTTCAAGACCACGCTCTATCATCGCGTGCGT
N L F N A L K P ¥ T E A I S G DV K E L D T QN V HL ER QN S F¥F R PV F L N Y F KT T L Y H R V R
AACCTCTTCAATGCCGTGAAACCATTCGCCAAACTTGTCAGCTCTGACATCATGGAGCTGCAAACCCAGAACGAGAACATGGGCCGCCAAAACTCGTTCCGTCCTGTCTTCTTGAATTATTTCCGCACCACTCTGTACCATCGTGTTCGT
N L F N AV K 9P F A KL Vs s D I MEUL©TQNENMS G ROQNS FF R PV F L NY F R T T L Y H R V R
GATTTGGTTCAAGGATTTGTTCATTCGGTCAATGTGGACATAAATGAATTGACGAACCAGAACAAATGTATCGATTTGCAACACACGTTCCGGCCAATTTTCGTGCAATTCTTCAAAACAAACCTCTATCATCGCTATAAG
b L v G F V HS VNV D INEILTWNONI KT CTIDIL OQH T F R P I F V QF F K TNL Y H R Y K

AAAATGATTAATATTTTGTGTGATTTAGCTTCGCCAATTACCAAAGAAATTACTGAACTGAATGAACAAGAACAAATTCTTTTACGACAAAATTCATTAAGATCTGTTTTTATTCAATATTTTAAAACAACACTTTATCATAGAGTTAAA
K M I N I L ¢C DL A S Pp I T K E I T™E L N E QO E O I L L R QN S L R S V F I ¢ Y F K T T L Y H R V K
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exu afra
exu_ccap

exu_mdom

AAGATGTGCTCGGTGCTGTGCGACCTGGCCTCACCGATCACCAGCGAAATTTCCGAGCTTGACGAGCAGGAGAAGATTCTGATTCGCCAGAATTCTCTCCGGCCGGTGTTTTTGCAGTACTTCAAGACGACTATTTATCATAGAGTTAAG
kK M CsS v L ¢C DL A S P I TS E I S ELDEOOEEK I LI ROQQNSLR?PV F L QY F K T T I Y H R V K
AAGATGTGCGCAGTGTTGTGCGAATATGCTTCACCGATTTCCACTGAAATCTCCGAGCTTGACGAACAGGAGAAGATTCTTGTGCGCCAGAATTCACTGAGACCGGTATTTTTGCTCTATTTTAAGACGACAATCTACCATCGGGTTAAG
K M ¢C A VL CE Y AS P I s T E I S E L DEQEK I LV RQOWNS L R PV F L L Y F KT T I Y H R V K
GTTTTTCATCGTGTGATTCTGGGCATGAGCAGCAGCCTGGAGAAGAATAAGCGTGAACTGAGTGGACAGCAGACCATCCTGGATCGGCAGAATTCACTGAGGTCCATCTTCATCAACTACTTCAAGACGACGCTCTACCATCGCGTGAAG

v ¥F H R VI L GM S S S L E KNI K REILS GG Qoo T I L D RONSLUR S I F I N Y F KT T L Y H R V K

GCAATGAACAAGTTTGTATCGAATAAAGCTCGCCCAATTGATCGTGAATTAGATGAATTGGTTGAAATGGAAGAGAGCATCACTCGTCAARACAGATATGCGAGATATTTTCCTAACATATTTTTCAACATCTCGTTTTCATCGTCGTCGC

AAM N K ¥ VS N K A R P I DI RE L DE LV EMUEUE S I T ROQTDMWU RDTIF¥F L T Y F S T S R F H R R R

ATTGTCAACGACTTCATCCGACCAATGGCCCGTCCAATCGACAGCGAATTGGATGAGATCACCGAGCAGGAGGAATGCATCAAGCGCCAGTCAACCTTGCGCGACATCTTCCGAGGACACTTCCAGACATCGCGTTACCATCGTCGCCGC

I vND?F I R P MAIR P I DS ELDE I T EQQZ EZ EZ CTII KR OQSTULRDTIF R GHUF Q T S R Y H R R R
1510 1520 1530 1540 1550 1560 1570 1580 1590 1600 1610 1620 1630 1640 1650

GCAGTCAAGTTTCGCATCATACTTGCGGAACAGGGTTATGACCTGCAGACGCTAAATGCAATTTGGAGTGAGAAACAAAAGGATGGATTGGCCGAAGTATTGCAAGTCATTGAGGAGCTAAAACCTGAAGATAGGACGGAGTTGGCTGAT
A~V K ¥ R I I L. A E OQ G Y DL T L N A I W S E K OIKD GGG L A E VL OV I EE L K P EDR T E L A D
GCCGTTAAATTCCGTATTATACTTGCCGAGCAAGGGTTTGATCTGCAAACATTAAATGAAATTTGGAGTGAAAAACGGARAAGACGGTTTGGCCGARATATTGCAGGTTATTGAAGAGCTCAAGACTGAAGATAAAACTGAGTTGGCAGAT
AV K F R I I L A E Q G F DL ¢ T L N E I W S E K R K D G L A E I L ¢ V I E E L K T E D K T E L A D
GCTGTTAAATTCCGTATTATCCTGGCAGAGCATGGTTATGATTTGCAAACTCTCAATGCCATCTGGACTGAAAAGAAACGTGATGGCCTTGTTGAAGTTTTGCAGGCCATAGAAGAGCTGAAGGATGAGGACAAAACAGAATTGGCTGAT
A~V K ¥ R I I L. A E H G Y DL © T L N A I W T E K K R D GG L V E V L O A I E E L K D E D K T E L A D
GCCGTAAAGTTCCGCATTGTGCTGGCCGAGAATGGGTTCGATTTGAACACGCTAAGTGCCATCTGGGCAGAGAAAAACATCGAGGGCCTGGACATAGCCCTGCAGTCAATTGGCCGGCTAAAGAGCAAGGACAAGGCGGAGCTGCTCGAG
AV K F R I V9L A EN GG F DL N T L sS A I WA EKNTIE G UL DI A L © S I G R L K S KD K A E L L E
GCCGTCAAATTTCGTATTGTGCTGGCCGAGAATGGCTTCGATCTAACCACGCTTAATGATATTTGGACTGAGAAGCGTACCGAGGGGCTAGATGCTGCCCTGCAAGGCATTGCCAGCCTCAAGACCGAAGATAAAAACGAGCTTGTTGAG
A~V K ¥ R I VL A ENG ¥ DL T T L NDI W TEKRTE GGG L DAAULOQGI A S L K TE DK N E L V E
GCCGTCARAATTTCGCATTGTGCTGGCCGAGAATGGCTTCGATTTAACCACATTGAATGATATTTGGACTGAGAAGCGTATCGAAGGACTGGATGCGGCCCTGCAGGGCATTGCCAGCCTGAAGGCCGAGGATAAAAATGAGCTGGTCGAG
AV K F R I V9L A EN GG F DL TTL N DI W TE KR I EGUL D AWAULOQOQGTI A S L KAUEDI KN E L V E
GCTGTGAAGTTCCGCATCGTGCTGGCTGAAAATGGCTTTACTTTGGATTCTCTAAAAGCCATTTGGACCGAGAAGCGCAAGGAGGGCTTGGAACTGGCTCTGACCAATATTGATACCCTGAAGACCGAGGAAAAGACCGAGCTGGTGGAG
AV K ¥ R I VL A EN GG ¥ T L D S L K A I W T E K RKE® 6 L EL A L T NI D T L K T E E K T E L V E
GCCGTTACATTCCGTCGTGTTTTAGCCGAAAAAGGCTTCGATCTGAAGAGTCTCGAAGACATTTGGAATGGAAAGAAGAAGGATGGTTTGACTGAGATAATTTCGAAGATGGATGAGATCAAGGAAGAGAATCGCAGTGAATTGGTCGAT
A~V T F R R VL A E K ¢ F DL K s L E DI W N G KKK D GG L T E I I S K M D E I K EE N R S E L V D
GCTGTAACTTATAGACGAGTTTTGGCTGAATGTGGATACGATTTCGATTCATTAAAGCAAATTTGGACGAATAATAAGGAGGAA TTGCAACAGGCATTGGATAAATTAGAAGAATTGAAAGAAGAAGAACGCAAGGAATTATTTGAA
A~V T Y R R VL A E C G Y D F D S L K 0 I W T N N K E E L © 0 AL DKL E E L K EEE R K E L F E
GCTGTAACGTACAGACGAGTGCTGGCCGAATACGGACACGATTTCGCCTCGCTCCAGCAGGTTTGGAACGACAGCAAGCGAGAGGGTCTGGAGGCGGTGGTTAACAAGATCACCGAATTGAAGGAGGAAGAGCGCACCGAGCTGGTCGAG
A~V T Y R R VL A E Y G HDF A S L OQOQV W N DS KR E G UL EAV VN K I T EL K EEE R T E L V E
GCTGTTACTTATAGACGAGTACTGGCAGAAACTGGCCACGATTACGAATCTTTGCGTCAAGTCTGGCAAGAGAAGAAGCGCGAAGGTCTGGAAGCGATCATCAACGAGATTGCAGAGTTGAAGGAAGACGAGCGCACGGAGCTGAACGAA
A~V T Y R R V L A E T G H D Y E S L R Q0 V W O E K K R E 66 L E A I I N E I A E L K E D E R T E L N E
GGCGTGACGTACAGACGCGTCCTGGCTGAGCAGGGCTTCGACATGGTCAAGCTGCAGGATATCTGGATGGAGGGAAAGCGCGACGGTCTCAAGGGGGCCGTCGATGGGCTGGAAGAGCTGAAGGACGAGGACAAGGTGGAGCTGACTGAG
G v T Y R R VL A E Q G F DMV KL DI WM EGI K RDGUL K G AV DG UL E E L KD E DK V E L T E
GCATTAGACTTTCGACGTGCATTGGCAGATCAAAAACATGACTCAAAAACACTGCAAGCAATTTGGGATAGTGAAAAACGTGAAGGTATTGAAAAATTAGTAAAAGGCTTGGAATCAATCAAGGAAGAAGATCATGAAGAATTGATTAAT
AL D F RRAL ADOQ XK H D s K T L QA I WD S E K RE G I EK L VK G L E s I K E E D H E E L I N
GCTGTTACTTTCCGCCGCCTGCTTGCCGATGCCAAGCATGACATGGAATCATTGCAGAAGATGTGGGAAGAGGGCAAGCGTGATGCAATGACCGAGCAGATCAAGAAGCTCGACGAACTGAAGGAAGAAGAACAGATCGAGCTGGTCGAC
AV T F R R L L A DA K HDMZE S L Q K M W EE G KURD AMTE (O I K KL DE L K EEE O I E L V D

1660 1670 1680 1690 1700 1710
O e e e o
TTATTTGACAGTTACTTCGATCCTGTAAAGACGACTATTAAGCCGATTGTCAAAAACAACAA'

r » D s Yy ¥ D P V K T T TI K P I V K N N N
TTATTTGACAGTTACTTCGATCCCGAAAAAACGACTATTAAGCCGATTGTAAAGATTAGCAAT
L » D s Yy ¥ D P E K T T I K P I V K I S N
TTATTTGACAGCTACTATGATCCAGCCAAGACGACTATTAAACCGGTTGTTAAACCAATCAAT
L ¥ D s Yy Yy D P A K T T I K P V V K P I N
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CTTCTGGACAGCTATTTCGATCCCAAGAAGACCACGGTGAAGCCGGTTGTCAAGGGTAACAGC
L L. b S Yy ¥ D P K K T T V K P V V K G N S8
CTGCTCGATAGCTTCTTTGATCCCAATAAGGTGACCATCAAACCGATCATTAAGCCAAGCACC
L L b s ¥ ¥F D P N KV T I K P I I K P S T
CTGCTAGACAGTTTCTTTGATCCAGCCAAGGTTACCATCAAGCCGATCATCAAACCCAGCACA
L .. b S ¥ F DP A KV T I K P I I K P S T
CTTCTGGACAGCTTCTTTGACCCAAGCAAGGCGACCATCAAGCCGAGTTTCAAGCCCAATGGC
L L b S ¥ F D P S KA T I K P S F K P N C
ATTTTGGACAGTTACTTCGATCCAGAAAAAGAGGCGATTGTTCCGCCCACCAAAACCAATCCT
I L. D s Y ¥ D P EZKEATI V P P T K T N P
ATTCTCGATTGCCATTTTGATCCCGAGAAACAGTCACTGAAACCAGTTGTTAAGCGAACAAAA
I L. b ¢C H F D P E K QO S L K P V V K R T K
TTGCTCGATTGCCACTACGATCCGGAGAAGCAACAGCTGAAGCCGGTGGTGAAGCGGGTGCGC
L L. b C H Y D P E K O O L K P V V K R V R
CTTCTTGATTGTCATTACGATCCGGACAAGCAGGCATTTAAGCCGATCGTCAAGCGTATGAAG
L L b ¢ H Y D P D K QO A F K P I V K R M K
CTCCTCGATTGTCACTTTGACCCGGACAAACAGCCCATCAAGCCGGCCGTGAGGAAGAATAAC
L ... b CH F D P D K QP I K P A V R K N N
ATTTTGGAACATCATTATGATCCAGAGCAGAAACCATTTAAACCTGTTGTTCGACGGGAAAAC
I L E H H Y D P E Q K P F K P V V R R E N
ATCTTGGACTCGTACTTCGACCCGGAGAAGAAGCCAGTGAAACCGATTGTCCAACGCCGTGAA
I L. D s Y ¥ D P E K K P V K P I V Q0 R R E
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