UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
CAMPUS REITOR JOAO DAVID FERREIRA LIMA
CURSO DE GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS

Leonardo Carlos Wendhausen de Oliveira

Citometria de fluxo e prospeccéo in silico de marcadores SSR de Plinia edulis (Vell.)
Sobral (Myrtaceae)

Florianopolis
2024



Leonardo Carlos Wendhausen de Oliveira

Citometria de fluxo e prospeccéo in silico de marcadores SSR de Plinia edulis (Vell.)

Sobral (Myrtaceae)

Projeto de pesquisa submetido ao curso de
Licenciatura em Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC)
como requisito parcial para obtencdo do titulo de
Licenciado em Ciéncias Bioldgicas.

Orientador: Prof. Dr. Valdir Marcos Stefenon

Coorientadora: Ma. Ingrid Lohani Degering Brand

Florianopolis
2024



Ficha catalografica gerada por meio de sistema automatizado gerenciado pela BUUFSC.
Dados inseridos pelo proprio autor.

Oliveira, Leonardo Carlos Wendhausen de

Citemetria de fluxo = prospecclco in silieco de
marcadores S3E de FPlinia edulis (Vell.) Sobral (Myrtaceas)
/ Leonardo Carlos Wendhausen de Cliwveira ; orientador,
Valdir Marcos Stefenon, coorientadora, Ingrid Lohani
Degering Brand, 2024.

3% p.

Trabalho de Conclusfc de Cursc (graduacio) -
Universidade Federal de Santa Catarina, Centro de Ci8ncias
Bioldgicas, Graduagio em Ciéncias Bioldgicas,
Floriandpolis, 2024.

Incluil referéncias.

1. Ciéncias Bicldégicas. 2. Botédnica. 3. Bloinformatica.
4. Marcadores moleculares. 5. Citometria de £luwxo. I.
Stefenon, Valdir Marcos . ITI. Brand, Ingrid Lohani
Degering . III. Universidade Federal de Santa Catarina.
Graduagio em Ciéncias Biolédgicas. IV. Titulo.




Leonardo Carlos Wendhausen de Oliveira

Citometria de fluxo e prospeccéo in silico de marcadores SSR de Plinia edulis (Vell.)

Sobral (Myrtaceae)

Este Trabalho de Concluséo de Curso foi julgado adequado para obtenc¢éo do titulo de Graduado
em Ciéncias Biologicas e aprovado em sua forma final pelo Curso de Licenciatura em Ciéncias
Biologicas.

Local Floriandpolis, 13 de Dezembro de 2024.

Coordenacdo do Curso

Banca examinadora

Prof. Dr. Valdir Marcos Stefenon, orientador

Ma. Ingrid Lohani Degering Brand, coorientadora

Dr. Yohan Fritsche, UFSC

Dr. Thiago Sanches Ornellas, UFSC

Ma. Evelyn Lopes dos Santos, UFPR

Florianopolis,
2024.



Dedico esse trabalho a todos que acordaram
tarde para a vida, aos quais a falta de acéo
cobrou seu preco. E mesmo assim ndo desistem

de seguir o melhor caminho, seja qual for.



AGRADECIMENTOS

Quero agradecer a todos que tornaram esse trabalho (e o caminho até ele) possivel,
seja diretamente ou indiretamente. Por todos os gestos de bondade que me prestaram, até
mesmo 0s minimos. Primeiramente quero honrar meu orientador Valdir Marcos Stefenon e
minha coorientadora Ingrid Lohani Degering Brand também aos membros da banca que
gentilmente aceitaram o convite: Evelyn Lopes dos Santos, Thiago Sanches Ornellas e Yohan
Fritsche, afinal dei mais trabalho que 4 orientados juntos: uma lendaria dor de cabeca.
Conjuntamente demonstro meu apre¢o aos meus colegas do Laboratorios de Fisiologia do
Desenvolvimento e Genética Vegetal (LFDGV) que me ajudaram nos experimentos e na rotina
de laboratério, sem eles explosdes ocorreriam. Paralelamente, quero agradecer aos cambucés
e, por que ndo, também aos tomates. Também quero deixar meus reconhecimentos aos meus
colegas de universidade que me deram dicas, me ajudaram com os contetdos, deram apoio
moral e estenderam a mdo quando precisei, em especial a Ana, mas também Aline, Matheus,
Mayara e Jozias. Tal qual devo citar meus professores, a Miolhe e autores que me deram
conhecimento durante minha formacéo.

Do mesmo modo, quero parabenizar a Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC)
como instituicdo por possibilitar minha formacao e disponibilizar recursos e pessoal que foram
essenciais para a realizacdo deste trabalho, principalmente ao Centro de Ciéncias Bioldgicas
(CCB) e ao Centro de Ciéncias Agronémicas (CCA). Assim como nao devo esquecer dos
servidores responsaveis pela limpeza, seguranca e alimentacdo na universidade. Em especial a
Camila e a Claudia, vigias do CCB e amigas (espero que consiga realizar teu sonho de ser mée,
Claudia) e ao Restaurante Universitario (RU) por todas as refeicdes. Quero agradecer a PRAE,
em especial a Cristina Levandovski. Quero apontar aqui também funcionarios da UFSC dos
quais ndo pude saber 0 nome ou n&o interagiram tdo diretamente comigo, entretanto foram
atenciosos com o0s meus problemas. Vale aqui ressaltar o LAMEB que disponibilizou o uso de
equipamentos e esclarecimentos de davidas, a exemplo da Flavia.

Deixo aqui meu sincero reconhecimento aos meus familiares (uma pencaiada de tios
e tias, sem falar nos irmdos, animais de estimacao, genitores e etc.) que me deram suporte moral,
emocional, financeiro e, mesmo com algumas brigas, continuaram do meu lado durante esta
jornada. Em especial, a minha irma, o Jerry, a Samira e a minha avé que desempenham papel
fundamental na minha vida e, infelizmente, as duas ultimas ndo podem estar presentes para
participar desta etapa devido ao cancer. Da mesma maneira que venho elogiar as vozes da minha

cabeca por sempre estarem comigo, mesmo que me deem conselhos errados as vezes.



Por ultimo, quero agradecer a vocé leitor, “O Naufrago Naugrafo” de Leminski. E
deixo mais um “Aviso aos Naufragos”, sem vocé tudo o que foi escrito ndo teria ou seria

sentido.



“A verdade nasce neste mundo apenas com dores
e tribulacdes e cada nova verdade é recebida a
contragosto."

(Alfred Russel Wallace)



RESUMO

Este trabalho analisou o tamanho do genoma de Plinia edulis (Vell.) Sobral, conhecido como
cambucd, utilizando citometria de fluxo, e validou in silico marcadores moleculares. Para isso,
foram realizados testes de citometria de fluxo visando a caracterizacdo do valor 2C e,
paralelamente, uma comparacao entre softwares de anélise de dados, buscando identificar uma
alternativa gratuita e eficiente. Além disso, foram realizadas prospeccdes de marcadores
moleculares SSR com o auxilio de diferentes softwares e caracterizagdes via BLASTn. Os
resultados da citometria de fluxo ndo puderam ser concluidos devido a manutencdo do
equipamento e a auséncia de um padrdo interno mais adequado para P. edulis. Entre os
softwares analisados, Flowing Software 2.5.1 e MACSQuantify™ Software 3.0.2 destacaram-
se como as ferramentas mais eficientes, embora o ultimo apresente uma interface de dificil
utilizacdo. Quanto aos marcadores, foram desenvolvidos 17 marcadores moleculares
promissores, a maioria correlacionada com mRNA e com tamanhos adequados, oferecendo
novas ferramentas para estudos genéticos de Myrtaceae. Apesar das limitacdes técnicas, este
joga luz sobre lacunas de conhecimento e demonstrando o potencial da integracdo de
abordagens biotecnoldgicas e experimentais para o entendimento da biodiversidade.
Palavras-chaves: Bioinformatica; cambuca; validacdo; Myrteae; microsatélite.



ABSTRACT

This study analyzed the genome size of Plinia edulis (Vell.) Sobral, also known as cambuca,
using flow cytometry and validated molecular markers in silico. For this purpose, flow
cytometry tests were performed to characterize the 2C Value and, in parallel, a comparison
between data analysis software programs was performed, seeking to identify a free and efficient
alternative. In addition, prospecting for SSR molecular markers through different softwares and
characterizations via BLASTn were performed. The flow cytometry results could not be
concluded due to equipment maintenance and the absence of a more suitable internal standard
for P. edulis. Among the software programs analyzed, Flowing Software 2.5.1 and
MACSQuantify™ Software 3.0.2 stood out as the most efficient tools, although the latter has a
difficult-to-use interface. Regarding the markers, 17 promising molecular markers were
developed, most of them correlated with mRNA and with adequate sizes, offering new tools
for genetic studies of Myrtaceae. Despite technical limitations, this sheds light on knowledge
gaps and demonstrates the potential of integrating biotechnological and experimental
approaches for understanding biodiversity.

Key-words: Bioinformatics; cambuca; validation; Myrteae; microsatellite.
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1 INTRODUCAO

Myrtaceae possui aproximadamente 132 géneros e 5950 espécies no mundo
(Christenhusz; Byng, 2016) e 23 géneros e 1.034 espécies no Brasil sendo 12,7% dessas
endémicas no pais, alem de ser uma das 10 maiores familias de angiospermas em territorio
nacional. (Zappi et al., 2015). Entre elas existem membros de interesse econémico, como o
género Plinia (Franzon et al., 2009), com cerca de 80 espécies no mundo (Govaerts et al.,
2008), qual foi inicialmente descrito por Plumier em 1703 (Plumier; Tournefort 1703), 0 nome
sendo uma homenagem a Plinio, O Velho, e sé tendo descri¢do formal em 1753 com a espécie
Plinia pinnata L. (Linné, 1753).

Mesmo tendo estudos que datam a séculos atras e com grande potencial nutracéutico
e farmacoldgico, continua sendo um género negligenciado. Exemplo disso é a Plinia edulis
(Vell.) Sobral, espécie com grande atividade antioxidante (Stépankova, 2024; Ishikawa et al.,
2008), gastroprotetoras (Rosa et al., 2017) e parte da medicina tradicional caicara (Ishikawa et
al., 2008), mas que frequentemente tem o suas ameacas de extin¢ao negligenciadas. 1sso ocorre
mesmo com seu grande potencial para consumo sustentavel, considerando que o uso comercial,
ao preservar as sementes e retirar pouca biomassa da planta, ndo exerce pressdo significativa
sobre a populacdo natural (Lima et al., 2020). Ademais, 0 uso desta espécie, por ser nessas
condicdes, pode ser usado na preservacao do germoplasma por meio de propagacéo. Entretanto
ndo se possui informagdes sobre sua genética como o tamanho de seu genoma diploide ou
possiveis marcadores moleculares, como os marcadores moleculares de Sequéncias Simples
Repetidas (SSR), impossibilitando estudos mais aprofundados. E de acordo com Dos Santos et
al. (2021), sdo necessarios mais estudos com abordagens moleculares, tanto para resolugdo de
incertezas filogenéticas, quanto para avancos na tecnologia de micropropagacéao.

Saber o tamanho do genoma é importante, uma vez que genomas maiores S&o
correlacionados com divisdo celular mais lenta, maior consumo de nutrientes para replicacéo
do DNA e maior volume tanto do nucleo quanto da célula (Gregory, 2001). Além do mais, 0
tamanho do genoma € uma informacdo necessaria para determinar se houve a duplicacdo do
genoma completo evento que ocorreu cerca de 50 vezes independentemente na evolugédo de
angiospermas (Landis et al., 2018) podendo ser de um “beco sem saida”, até surgimento de
novidades evolutivas e possivel aumento da complexidade bioldgica a longo prazo (Van De
Peer; Mizrachi; Marchal, 2017). Em suma, descobrir o Valor 2C é um passo necessario que
possibilita futuras pesquisas variando de determinar o quanto se falta sequenciar do genoma,
descrever o processo evolutivo de taxa, até inferir questdes metabdlicas. E no caso de

Myrtaceae, poucos géneros e espécies da familia possuem o tamanho de seu genoma descrito,
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acima de que existem niveis de discrepancia entre valores estimados na literatura especializada
(Grattapaglia et al., 2012). Mesmo assim, um estudo com citometria de fluxo demostrou que a
maioria das espécies estudadas possuem o Valor 2C entre 0,4 e 0,6 picogramas (pg), entretanto
no mesmo estudo se levanta a divida sobre a ocorréncia ou nao de reducao do genoma nuclear
em Plinia (Costa; Dornelas; Forni-Martins, 2008). Vale ressaltar que estudos mais recentes
encontraram espécies de Myrtaceae com uma maior quantidade de genoma como 1,37 pg
(Carvalho; Carvalho; Soares, 2017).

A citometria de fluxo, nesse contexto, consiste em medir a fluorescéncia emitida pelos
nucleos das células suspensas em fluido quando séo atingidas por feixes de luz ao passar pelo
citbmetro. Esse teste € comumente e preferencialmente utilizado para se descobrir o tamanho
do genoma de diferentes grupos de seres vivos como animais, fungos e plantas. Esse tipo de
teste € utilizado para se calcular o Valor 2C — quantidade de DNA do genoma diploide,
geralmente dado em pg ou mega pares de base (Mbp) — (Costa; Dornelas; Forni-Martins, 2008;
Dolezel; Bartos, 2005; Dolezel et al., 2003; Dolezel, Greilhuber e Suda, 2007; e Fritsche, 2012).
Todavia, encontrar um software gratuito e eficiente € uma tarefa significativamente desafiadora.

Ja os marcadores moleculares sdo ferramentas essenciais para estudos genéticos, sendo
amplamente utilizados para caracterizar variacbes em populacdes para o manejo florestal e
conservacao, assim como para melhoramento genético em diferentes espécies. Sendo
amplamente aplicados em Myrtaceae, o tipo de marcador molecular mais comumente utilizado
sdo 0s SSR, também conhecidos como microssatélites. Inclusive a transferéncia desses
marcadores entre as espécies de Myrtaceae é suficientemente eficiente para viabilizar estudos
genéticos em toda a familia. Algo visto com o sequenciamento do genoma de Eucalyptus
grandis W.Hill ex Maiden, apesar disso apenas 4 das 17 tribos de Myrtaceae possuem
marcadores SSR catalogados (Grattapaglia et al., 2012). Prospectar e validar marcadores SSR
in silico possibilita redugéo do tempo e recursos gastos por melhor selecionar previamente 0s
marcadores.

Neste trabalho se procurou averiguar o tamanho do genoma de P. edulis, tal qual
apontar uma alternativa gratuita e efetiva de software de analise de dados, por fim se validou in

silico marcadores SSR.

2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Validar marcadores SSR in silico, caracterizar o tamanho do genoma e estabelecer
diretrizes para o estudo da espécie P.edulis.
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2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Produzir resultados preliminares sobre o Valor 2C de P. edulis.

e Determinar o melhor software para analise de dados de citometria.
e Prospectar in silico marcadores genéticos para a espéecie P. edulis.

e Reducdo de custos e melhores condi¢gdes de delineamento para futuras pesquisas.

3 METODO

Para a realizacdo deste trabalho foi efetuado o cultivo de plantas de P. edulis e Solanum
lycopersicum L., cultivar ‘Stupické’ para obtencdo de material para citometria de fluxo visando
determinar o tamanho do genoma (Figura 1). Além de determinar o tamanho do genoma foi
realizada a validacdo in silico de marcadores moleculares SSR utilizando diferentes softwares
(Figura 1).



Figura 1 — Resumo do método utilizado neste trabalho com a diagrama de fluxo para a
validacdo dos marcadores SSR e da citometria de fluxo

P. edulis

Marcadores SSR Citometria de Fluxo

[CCCTGAATCGATGCTACATGCE g 3
CTGATCCTAGATCGACGATCACK : b
A\CCCTTAGATGACGGTCAGCCGI —

SGAATTGGCGACATAACAAGTA(

ICGGCGTTCGCCTAACCGCAGT
‘CAGGCCCTTCTGCCGAGCTGA™ Sementes Semeqtes de

“CACAATCGGGCTGAGGGCTCT de P. edulis 8. lycopersicum 'Stupické’

Banco de dados de sequenciamento

T e ssssssss fsP-Cm-U

P [

Validacao de marcadores in silico

Cultivo

0 w0 e 100

Comparacio entre softwares

Fonte: Elaborado pelo autor
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3.1 CULTIVO E OBTENCAO DE MATERIAL

Foi utilizado de sementes de P. edulis coletadas em diferentes sitios de Santa Catarina.
Para o cultivo, realizou-se o despolpamento dessas sementes com um processo de desinfestacéo
baseado em Jobim (2014) com modifica¢fes: 1 minuto submergido em alcool 70%, indo para
15 minutos em NaClO 2% com agitacdo e 30 minutos em agua destilada. Depois foram
mantidas in vitro em meio &gar até o surgimento de folhas saudaveis e depois serem passadas
a vasos comuns com cadmara Umida para a aclimatagdo. Sendo entéo colocadas em estufa tipo
tlnel seco para crescimento.

Para determinar o tamanho do genoma da P.edulis se é necessario um padrdo de
referéncia e, por isso, se foram cultivadas sementes de S. lycopersicum ‘Stupické’ gentilmente
cedidas por Dr. Jaroslav Dolezel do Instituto de Experimentacdo Botanica da Academia de
Ciéncias da Tchéquia que foram cultivadas em vasos comuns numa estufa tipo tunel seco para

crescimento junto as P. edulis como pode ser observado na Figura2.

Figura 2 — Germinagdo in vitro de P. edulis & esquerda e cultivo de plantulas de S.
ireita

Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 3 — Cultivo de P. edulis com cdmara imida e S. lycopersicum ‘Stupické” em tunel seco

N - -

Fonte: Elaborado pelo autor

Notas: existem outras plantas também sendo cultivadas, mas um exemplo S. lycopersicum ‘Stupické’
podem ser diferenciados pela presenca de tubos falcon com a tampa vermelha, ja os com a tampa azul sdo Pisum

sativum L.

3.3 CITOMETRIA DE FLUXO
3.3.1 Preparo de material

No intuito de descobrir o tamanho do genoma de P. edulis por meio do Valor 2C.
Mudas desta planta foram cultivadas junto as de S. lycopersicum ‘Stupické’, sendo esse segundo
usado como padrdo de referéncia (2C = 1.96 pg DNA) para a retirada de material genético pelas
folhas (Dolezel, Greilhuber e Suda, 2007).

Apbs a retirada duma porcéo das folhas de ambas as plantas, cerca de cerca de 150 mg
de tecido de folhas saudaveis foram picotados em pedacos menores com uma lamina de barbear,
sendo entdo mergulhados em 2ml de tampé&o Otto I para a reducdo dos compostos fenolicos. O
procedimento foi feito tanto sobre o gelo e gelo gel artificial para manter temperaturas abaixo
de 18° C. Apos isso, a solucdo passara por um filtro de malha de nylon 40 um (BD Falcon) para
entdo ser centrifugada a 150g por 5 minutos a temperatura de 5 °C. O sobrenadante foi removido
e o pellet ressuspendido em 100 pL de tampéo Otto I. A suspensdo dos nucleos foi deixada no
escuro por 30 minutos em 500 pL de Otto-1I buffer (Otto, 1990) suplementado com 50 pug mL
-1 de lodeto de Propideo (IP; Biotium) e RNase-A (Fritsche, 2012 e Costa; Dornelas; Forni-
Martins, 2008).

A medicéo da fluorescéncia IP foi realizada com o citdmetro de fluxo do Laboratério

Multiusuario de Estudos em Biologia da Universidade Federal de Santa Catarina
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(LAMEB/UFSC) modelo BD® FACSCanto™ II, equipado com Argon Laser de emissao de
luz no comprimento de onda de 488 a 633 nm. A tensdo do equipamento foi mantida constante
durante as analises, os picos foram designados para canais especificos, assim como a posicoes
dos picos das amostras e do padrdo de referéncia foi estabelecido analisando a primeira
execucdo com cada amostra separadamente. Enquanto a analise dos dados, diferentes softwares
foram contrapostos para categorizd-los conforme sua performance, se fora realizado um
histograma junto ao nimero de eventos para se obter resultados preliminares do Valor 2C. Para
validacao dos dados o experimento deve ser realizado em triplicata e em 3 dias distintos.

Por fim, para a realizacio dos célculos foi considerado que 1 pg DNA = 0,978 x 10°
bp (Dolezel et al., 2003), o valor C do DNA seria calculado conforme a seguinte equacao
(Dolezel & Bartos, 2005):

Amostra 2C de DNA=_(pico da media da amostra G1). padréo de referéncia 2C (pg DNA)

(pico padrédo das amostras de G1)

3.3.2 Comparagéo entre os softwares

Os programas selecionados para a comparacao foram Floreada.oi (https://floreada.io),
Flowing Software 2.5.1 (https://flowingsoftware.com/) e Macsquantify™ Software 3.0.2
(https://www.miltenyibiotec.com/UN-en/products/macsquantify-software.html#160-003-800)
fora utilizado somente um dos resultados da citometria para realizacdo da contraposicao, Dia
1, onde se verificou a capacidade de se analisar os dados, assim como capacidade de customizar
o grafico para se obter melhor visualizacdo dos dados. Os critérios para se avaliar esses
programas foram estes (Beeston et. al, 2016):
e Etapas para a instalagéo.
e Gratuidade.
® Presencga em artigos cientificos nos Ultimos cinco anos.

e Possibilidade de acentuar a visualizacdo de picos do grafico por cores diferentes.

3.4 MARCADORES

Foram utilizados dados do genoma ja sequenciado de P. edulis cedido por cortesia do
Laboratorio de Fisiologia do Desenvolvimento e Genética Vegetal (LFDGV - UFSC),
assembles foram utilizados para a prospeccao, desenho e mapeamento dos primers e motifs para
os marcadores se empregando o GMATA (Wang; Wang, 2016). Para entdo, com 0 uso de
utilitarios do pacote SPCR (Cao et al., 2005), foi realizada a validagdo desses marcadores por
meio de simula¢do de PCR no SPCR 3.0 e, com o Simgel, a producgdo dos géis virtuais com


https://flowingsoftware.com/
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base na simulacéo obtida. Os géis com a melhor visualizacdo das bandas de interesse foram
selecionados para verificacdo da existéncia de dois ou mais loci na regido desejada ao verificar
as sequéncias amplificadas (Silva, 2016 e Sarzi, 2017). Os critérios para selecionar 0s
marcadores foram:
e Alelos devem estar entre 100 e 800 bp.
e Motifs devem apresentar um minimo de 6 repetic6es se forem dimeros e trimeros, 5 repeticdes
se forem quadrimeros ou pentameros.
e Nao apresentar loci sobrepostos.

Apds isso ocorreu a caracterizacdo in vitro dos marcadores por meio do BLASTn

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

4 RESULTADOS

4.1 CITOMETRIA DE FLUXO
4.1.1 Resultados da citometria

O genoma de S. lycopersicum ‘Stupické’ apresentar ser significativamente maior do
que P. edulis, a ponto de aparecerem apenas seus picos (Figura 5). Vale ressaltar que nédo foi
possivel realizar as 3 repeti¢cGes necessarias, uma vez que o citbmetro de fluxo BD FACS Canto
Il ficou fora de operacdo devido a um erro de comunicacdo no carrinho de fluidos ocorrido
durante a realizacao dos testes.

Assim como um maior detalhamento dos dados obtidos pode ser visto na Tabela 1,
relevante ressaltar que nos graficos a Area de Dispersdo Frontal de Luz (FSC-A) indica a luz
captada pelo sensor frontal do citdmetro, logo medindo a fluorescéncia emitida no eixo X, ja
no eixo Y estd o numero de eventos. Assim como o Coefiente de Variagdo (CV) encontra-se

também na Tabela 1.
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Figura 4 — Graficos produzidos no Macsquantify™ Software 3.0.2 apresentando os picos
amarelo e pico vermelho do Dia 1 e o pico verde obtidos nos diferentes dias
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Fonte: Elaborado pelo autor
Notas: Uma vez que a moda, a mediana e a média ndo apresentam grandes variagdes, significa que a média ndo

esta sendo enviesada.

Tabela 1 — Tabela criada com bases nos graficos da Figura 5 apresentando os valores obtidos
para o pico 1 somente.

Dia 1 - pico Dia 1 - pico _ )
Valores Dia 2 - pico verde
amarelo vermelho
Ndmero total de eventos 50054 50054 26158
Média FSC-A 40,55 98,34 51,56
Valor 2C* 0,92 pg

Fonte: Elaborado pelo autor
Notas: Vale ressaltar que ndo foi possivel obter a média do Dia 3 ou dois picos em todos os graficos, logo foi

impossivel calcular o Valor 2C com alto grau de confianca.

O calculo utilizado pode ser descrito da  seguinte  maneira:
Média de G1 amostra = Média FSC-A de pico amarelo e pico verde = (40,55+51,56)/2 = 46,05
Média de G1 padrdo = Média FSC-A de pico vermelho = 98,07.
(Média de G1 amostra/ Média de G1 padrdo). (Valor 2C de referéncia) =
(46,05/98,07).1,96 = 0,92
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E de extrema importancia ressaltar que devido a falta das triplicatas, se torna
impossivel calcular com confianga o Valor 2C, sendo o valor aqui obtido somente um
resultado preliminar. O pico vermelho foi considerado G1 padrdo uma vez que seu valor de
fluorescéncia € similar o encontrado para 0 mesmo cultivar por Carvalho, Carvalho e Soares
(2017). E tanto o pico amarelo quanto o verde foram agrupados juntos por possuem a media de
FSC-A similar.

4.1.2 Resultados da comparacéao entre softwares

Os resultados obtidos da comparacao podem ser visualizados na Tabela 2 e no Quadro
1, a primeira apresenta os dados obtidos pelos softwares e 0 segundo descreve a comparagéo
com base nos critérios estabelecidos. Assim como uma exemplificagdo dos graficos que podem

ser produzidos nos softwares se encontra na Figura 5.

Figura 5 — Exemplo de graficos produzidos pelos diferentes softwares e como seus picos
podem ser diferenciados
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453

Eventos

FSC-A

FSC-A

Fonte: Elaborado pelo autor

Tabela 2 — Tabela criada com bases nos graficos da Figura 6 fazendo para comparacao de
valores obtidos nos softwares

) Flowing Software Macsquantify™
Software Floreada.Oi
25.1 Software 3.0.2
NUmero de
14817 9435 8164
eventos de pico 1
NUmero de
12602 7187 7468
eventos de pico 2
NUmero total de
50054 50054 50054

eventos

Fonte: Elaborado pelo autor
Notas: dos valores calculados pelos softwares, o Floreada. Oi é 0 que apresenta maior discrepancia e diferente do

gue se geralmente espera encontrar com os dados obtidos na espécie apontada.

Quadrol — Comparagdo entre os softwares com base nos critérios propostos no item 3.3.2

Software

Floreada.oi

Flowing Software
2.5.1

MACSQuantify™ Software 3.0.2
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) ) ) Necessita se ir ao site — logo precisa de
Necessita se ir ao site — _
, ) ) acesso a internet — sendo que a
E realizado pelo | logo precisa de acesso a | ) )
) ) instalagdo ocorre por meio do
site somente | internet — sendo que a ) )
) ) ) Gerenciador de Instalagéo. Além de que
Etapas paraa | Precisando de ter | instalagdo ocorre por )

tem de se realizar o cadastro para

instalacéo acesso a internet. | meio do Gerenciador de )
3 acessar (pode ser mantido o cadastro
Instalacéo. 3 -
padréo, usuario e senha:
first_setup_account)
Gratuidade Sim Sim Sim

Presenca em
artigos
cientificos Nao Sim Sim
ultimos 5
anos
Possibilidade

de acentuar
picos do . Sim, mas ndo na mesma _
e Na&o Sim
grafico  por aba.
cores

diferente

Fonte: Elaborado pelo autor

4.3 MARCADORES E PRIMERS

Os primers que ndo passaram pelos critérios de validacdo foram descartados, sendo 17
selecionados (Anexo A). Observa-se que a maioria dos marcadores estdo entre 200bp e 800bp
(Anexo B). E notavel que houve frequente aparicio de duas espécies de Myrtaceae, a
Rhodamnia argentea Benth e Syzygium oleosum (F.Muell.) B.Hyland, além de que a maioria
dos marcadores esta relacionada com RNA mensageiro (MRNA) (Anexo C). Por fim, as
sequéncias amplificadas ainda nao se encontram no NCBI, mas sim expostas neste trabalho em
formato FAST-ALL (FASTA) (Anexo D).

5 DISCUSSAO

N&o foi possivel realizar as trés repetices em dias diferentes necessarias para a
validagdo do experimento, uma vez que o citbmetro entrou em manutengdo devido a um erro
de comunicacéo no carrinho de fluidos. E é observado que néo foi possivel avaliar de maneira

confiavel o valor 2C do genoma da P. edulis. Vale aqui ressaltar que as espécies de Myrtaceae
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possuem um genoma de 0,4 a 0,6 pg (Costa; Dornelas; Forni-Martins, 2008) e 0 Valor 2C obtido
foi de 0,92 pg. Entretanto, estudos mais recentes demostram espécies como Eucalyptus
deglupta Blume possuem 0,99 pg e Eucalyptus paniculata Sm. 1,37 pg (Carvalho; Carvalho;
Soares, 2017) demostrando maior variabilidade no tamanho do genoma antes previsto. Com
isso, 0s resultados obtidos nesse trabalho parecem seguir a segunda tendéncia.

Outro ponto mais importante € o de que essa familia possui grande quantidade de
compostos que interferem nos resultados da citometria, esse empecilho foi contornado
congelando as folhas em estudos anteriores (Costa; Dornelas; Forni-Martins, 2008).

Jano que se refere aos softwares, Flowing Software 2.5.1 acaba sendo melhor software
no geral para analises de histogramas de citometria. Entretanto, por haver falta de suporte desde
2013, apresenta menor compatibilidade com sistemas operacionais e computadores mais atuais.
Ja 0 Macsquantify™ Software 3.0.2, mesmo necessitando de mais etapas para ser instalado,
ainda possui suporte e tem performance similar.

Quanto aos marcadores encontrados, as espécies mais apontadas pelo BLASTn foram
R. argentea e o S. oleosum, porém isso se possivelmente se deve ao fato de existir mais
informacdo das mesmas em relacdo as demais plantas de Myrtaceae, como obervamos em
estudos genémicos como o de Chen et al. (2024). Sobre esta perspectiva, um trabalho de
transferibilidade destes marcadores em espécies do mesmo género ou entre P. edulis, R.
argentea e S. oleosum se torna requerido, a exemplo do que foi realizado por Silva (2016).

Observa-se também que foram encontrados marcadores com um bom score e ligados
com areas de interesse. Como o P8 estar relacionado a proteinas RPP13-like, grupo
constantemente relacionado com defesa contra patdgenos como fungos (Cheng et al., 2018;
Adhikari; Mideros; Jamann, 2021). Também se tem o P10 com os genes da F-box, uma das
maiores superfamilias de proteinas e que mesmo assim necessita de estudos mais sistematizados
em plantas (Zhang et al., 2019). E por fim P11 possivelmente esta relacionado com enzimas
fosfolipazes A2 que podem ter uso industrial para emulsificagdo (Mariani; Fidelio, 2019).

De forma geral, os marcadores encontrados demonstram viaveis para testes de
amplificacdo em laboratorio e apresentam alta similaridade génica, logo necessitam da
validagdo em bancada para comprovar se o que é visto computacionalmente corresponde com

0 que pode ser reproduzido experimentalmente.

6 CONCLUSAO
Através das analises e dos resultados obtidos, é evidente que os testes de citometria de

fluxo ndo descreveram o Valor 2C devido a problemas de manutencdo no citdmetro, entretanto
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destacaram a necessidade de otimizar os protocolos para espécies de Myrtaceae. Além disso, a
comparacdo entre softwares de andlise evidenciou que o Flowing Software 2.5.1 apenas perde
por falta de suporte a anos, sendo o MACSQuantify™ Software 3.0.2 mais confidvel no sentido
de compatibilidade com computares e sistemas operacionais mais novos.

Na etapa de validacéo in silico, foram selecionados 17 SSR viaveis, onde a maioria
possui alta taxa de correlagdo com sequéncias de mMRNA e podendo ter transferibilidade entre
diferentes espécies. No entanto a validacdo em bancada ainda é necessaria para que esses
marcadores possam representar uma maior contribuicdo da pesquisa genética com P. edulis e
para outras espécies de Myrtaceae.

Por fim, este estudo reforca a relevancia de combinar abordagens experimentais e
computacionais no entendimento da diversidade genética, assim como a importancia de se

aprimorar técnicas analiticas para direcionar futuras investigacdes.
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GLOSSARIO
B
Banco de germoplasma: colecdo de material genético conservado para uso imediato ou futuro.
C

Citometria de fluxo: técnica que se usa da refracdo da luz para caracterizar caracteristicas

quimicas de células suspensas em fluido.

CV: O Coeficiente de Variacdo é um indicado estatistico que descreve a variabilidade de um

conjunto de dados.

FSC-A: A Area de Dispersdo Frontal de Luz (do inglés Forward Scater Area) é a medida de
luz captada pelo sensor frontal do citdmetro de fluxo. No caso mede a fluorescéncia do IP no

material genético.
H

Histograma: representacdo em grafico da distribuicdo de frequéncias em intervalos em barras

ou colunas.

In silico: Método de investigacdo que se usa de modelos informaticos para realizar previses

ou simulacdes.

L

Locus: posicdo determinada de uma regido de interesse no genoma.

M

Motifs: sequéncias curtas e repetitivas no DNA que, possivelmente, possuem alguma funcéo.

MRNA: Tipo de RNA que carrega o produto da transcri¢do génica, transferindo informacao do

DNA ate o ribossomo para a sintese proteica.
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Primers: sequéncias curtas de DNA de fita simples que iniciam a sintese de DNA, podem ser
usados para amplificar partes especificas do genoma.

S

Software: conjunto de instrucdes determinadas, assim como escritas em alguma linguagem de

programacéo para serem lidas e executadas por um computador na realizacdo de tarefas.

\

Valor 2C: O “C” se refere as palavras: “constante” ou “caracteristico”. Esse valor se refere a
quantidade de genoma diploide (enquanto o Valor C se refere ao haploide) por nucleo e é

normalmente medido em pg ou bp.
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ANEXO B - Lista dos primers dos marcadores moleculares SSR validados, assim como

motifs encontrados e tamanho das sequéncias amplificadas.

Nome Primer 5°— 3’ Motif Tamanho (bp)
P1 TGTGCCTTTTAGGGTTTTGG (TGTTGC)8 300
TGATGAGAGGAGGGCAATCT
P2 AGTGGAACCCCTTCTTCGTT (CTCCAA)S5 819
GGGAGGAGCTTCCTTGAGTT
P3 ACCACTCGCACACACTTCAC (CTCG)6 370
CTACACGGAAAGACGGGAAA
P4 TGATCGAGCTTGCTTGTGAG (TTAT)5 771
GATTGTTTCCGACCATTCCA
P5 TGACATCTGCAGGTTGAGGA (TC)8 388
ACCCGGTGAGGGAAAATAAC
P6 CATTTGCCTCTTCCTCCTTG (ATCTTC)5 269
CATTATTGACCCCACGCTCT
P7 GTGGCAGAGCAGATCACAAA (AAGC)6 207
TCAATCCGATACAGCACCAA
P8 GCTGATTCTGCCCTTCAGTC (TC)12 250
ATCCACCTTCCCATCCCTAA
P9 GCCCAAACAACAAGCGTAAT | (GAAGAG)6 353
TGACAACCGAACCAAAATGA
P10 GGGGATCTTCCTCATTCTCC (CT)7 235
TTCGACACGAATCGACAGAG
P11 CCGAGACGAAGTCGCTATGT (CAGA)7 331
GCTGGTTTGGTCAGCTTCTT
P12 GTCCTGCACGTCATTCCATA (GTCC)10 629
AGGGTTGCAAGAAGCTTTGA
P13 CAGCATGTTTCCTGAGCGTA (GGAG)6 358
CTGCCTTTGTTCCATTCCAT
P14 ATGCCTTTTCAGGGAGGACT (GA)19 329
TTCTGCTCAGATGCCAACAC
P15 CGCCAAACATTGAGGATTTT (TC)16 397
GTGAACAGCTGCCATATCCA
P16 TGCGCTTTAACAAACCTGAA (AGGCA)6 383
GGTAGGGCTCTAAGGGATGC
P17 GCTGGACATGGACAAAATGA (AGA)7 659
CAGGGTTTCACAACATGCAC
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ANEXO C - Analise de regides génicas com o banco de dados Blastn de alta similaridade.

Pog Predicted Predicted Cobertur | Percentua | Valore
0 a (%) |
identitario
(%)
P1 | XM_056304 | PREDICTED: Syzygium oleosum protein SHI 100 94.00 5e-122
920.1 RELATED SEQUENCE 1 (LOC115672561),
transcript variant X3, mMRNA
P2 MG557631. | Campomanesia xanthocarpa clone Cxant36 100 97.44 0.0
1 microsatellite sequence
P3 | XM_039302 | PREDICTED: Eucalyptus grandis probable 97 81.55 4e-74
013.1 phospholipid-transporting ATPase 8
(LOC104419254), mRNA
P4 | XM_030675 | PREDICTED: Rhodamnia argentea probable 71 89.21 0.0
583.1 glucan endo-1,3-beta-glucosidase BG4
(LOC115741592), mRNA
P5 | XR_008818 | PREDICTED: Syzygium oleosum uncharacterized 69 83.52 4e-59
329.1 LOC115676680 (LOC115676680), ncRNA
P6 | XM_056304 | PREDICTED: Syzygium oleosum uncharacterized 67 91.21 6e-61
823.1 LOC115692736 (LOC115692736), transcript
variant X1, mRNA
P7 | XM_030678 | PREDICTED: Rhodamnia argentea uncharacterized 68 91.84 le-46
321.2 LOC115743510 (LOC115743510), transcript
variant X2, mMRNA
P8 XM_030690 | PREDICTED: Rhodamnia argentea disease 68 89.60 4e-49
393.2 resistance protein RPP13-like (LOC115752254),
transcript variant X1, mMRNA
P9 XM_030666 | PREDICTED: Rhodamnia argentea methyl 60 85.12 2e-51
894.2 jasmonate esterase 1-like (LOC115735584), mRNA
P10 | XR_007199 | PREDICTED: Rhodamnia argentea F-box protein 57 93.38 4e-47
668.1 At5g46170-like (LOC115755980), transcript
variant X2, misc_ RNA
P11 | XM_048272 | PREDICTED: Rhodamnia argentea phospholipase 53 95.49 3e-50
919.1 A-2-activating protein (LOC115735798), transcript
variant X5, mMRNA
P12 | 0X637392.1 | llex aquifolium genome assembly, chromosome: 2 51 71.95 2e-10
P13 | XM_030679 | PREDICTED: Rhodamnia argentea ribulose 39 86.62 3e-30
679.2 bisphosphate carboxylase small subunit,
chloroplastic 3-like (LOC115744471), mMRNA
P14 | XM_048271 | PREDICTED: Rhodamnia argentea ATP-dependent 36 95.04 6e-44
966.1 DNA helicase At3g02060, chloroplastic
(LOC115756815), transcript variant X2, mRNA
P15 | XM_030667 | PREDICTED: Rhodamnia argentea glycoprotein 3- 33 98.50 3e-57
497.2 alpha-L-fucosyltransferase A (LOC115735996),
mRNA
P16 | XM_048272 | PREDICTED: Rhodamnia argentea AT-rich 32 97.26 2e-23
469.1 interactive domain-containing protein 3-like
(LOC115756851), transcript variant X3, mRNA
Pitl | XM_030594 | PREDICTED: Syzygium oleosum organ-specific 32 83.80 4e-42
7 904.2 protein S2 (LOC115672908), mMRNA
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ANEXO D - Sequéncias amplificadas dos marcadores SSR validados em formato FASTA

Sequéncia Amplificada (FASTA)

>P1
TGTGCCTTTTAGGGTTTTGGGGTTGGAGGGAGCTCTGTCGGTGAACAGGAACGTTGTCTAGGAGATGTTGC
TGTTGCTGTTGCTGTTGCTGTTGCTGTTGCTGTTGCTGTTGCTGTTGATGTCTCTGGTGTCTCCTGTAGGCAG
GAACCCAAGTGCTTTTGATGTGAGTTTGGCAGTGAAAGCCTTTGCTTTTGCAACAAGTCCTGCACCTCCTGT
ACACACAGTCCCTCTTGGCTTGGTTCCCACAGTCCTGACACCTTGACGAGCTAGTGCTCATCCCAGATTGCC
CTCCTCTCATCA

>P2
AGTGGAACCCCTTCTTCGTTCTTATCATTTTCGGCTTTCTTACTTAGAAAATGAACATTCTTTAATCAATTAT
CTGCCTTGTCTTCTAGTAGTCAAATCTCGCTCCTCCAAGAGCGGAAATAGCCATTCTTGCAGCACTTCTTCC
TCCAACTCCAACTCCAACTCCAACTCCAACAAGGGCTTCTTCTTCTTATGATTCTGCTTGAACTGGATTCAC
TATTCTAAGTTCAGTGACTCTCGGATATCAATCAGAATAAAGGGTAGACAAAACCATTAGCATTGTTAACC
CATCTCTCAACTCAAGGAAGCTCCTCCCCTCTCTCTCGGGTGAGGGTCAGGAACAGTAGAAGAGGCTTTTG
CTGCTCACGCCTCCGCTGCTATTTCATAAAGGGCTACTCGCTCTTGGAGTAAGGGCATTAGGGTTAGGCGG
GAAAGGAAGGGCCTTTTTTGGGTATGGGGCCCATTCTCCCTTATGGGCCTAGCAAGTTTTTTCCCCATCTTC
TGACCCAACTTACTCCTATCTTAAGTCTACTGGGGGTAAGGATAGTCTGTCAAGCCCTAATTTGCCTTTCCC
ACGGCCACGACCATTGAAGGATGAGCGCTGATCATTCGAAGATTGATAAGCAATAAAGAAAGCCTTGGTA
TCAGTAGATGAATGCAATTGATGAAACCGTTGCGAATGCTACAATAGCTTCGCCTTAAAGTCATCAAAGCT
GATATTGGTTGTGCTATTAGTGATTGTGGTGACGAAAGCGGTGGTAATCCGGCTAAGGCATAAATAACCAG
ATCCTTGTGTGAGACCGGAGAATTGATTGCAAT

>P3
ACCACTCGCACACACTTCACAAAGCTCACCCTCTCTCTCTCTCGCTCGCTCGCTCGCTCGCTCGCTGCATTTC
AAGCTGAGAGCAACAAGGAAGAGACCTCCGCGACTTGAGACGAAAGAAAGGAATTCTCGGGAGCCGCTGT
TAGCGGGAAGTTTTCTGTGCTTATAATCTCCCCATTTGGGCTTCTCGCATGCCCAAACGCGGAGATGAATGT
GGGTTGATCTTTCTCTGCGTCTCGCTCGATCCCCCTTTCCGTTGTCGTCGCTACGGGTCGTGGAAGCGTGGC
TGTTCGACCGTTAGCAGCTCAAGGAGGCCGTGAAACTGCGTGTATTGGCTCTATCCATGGCTTTTTCCCGTC
TTTCCGTGTAG

>P4
TGATCGAGCTTGCTTGTGAGTTTTTACATGTCTCTTCTTATCATAATGTCTGAGGAAAATAAACTTTCAATTA
TTTATTTATTTATTTATCTCCTTGAAGTTCTATATGCCCCACCATTTTATGATAATGGAAGAGCGTCCTTATT
CTATTTTTGTTCAGATTACTAACTCATAGTGATAATTTTCATGTTTTTAGATAGGTAGTAAGATTCAAAGAG
ATGGCATCAGCTTGGATAAATATTGTCATATCAATAGGAGCATTGCTGTACTACCATATCGAAATCACAGA
GGCACTGCTCGACATTGGCGTGAACTATGGAATGGTCGGAAACAATCTCCCCTCTCCGGCCAAGGTGGTCC
AACTCTACAAGAAGTACAATATTGGAAAAATGCGACTTTTCGACCCAAATCCGGTCGTGCTCAATGCACTT
CGGGGCAGTGGAATAGACGTCACACTAGGCATAAAAAACCAAGACTTACAATCCATAGCATCGAGTGCTG
ATGCGGCTAAGAAATGGTTCGACACTAACGTGCAACCCTACATGAGCGACATCACCATTCAGTATATTTCG
GCCGGTAACGAAGTCATCCCCGGAGATTTGGCTCGATATGTATTGCCAGCTATGCAAAATTTACAAATTGT
TATAAGCAATTATAAATATACTGGAGTGAGGGTGTCCACAGCAGTTGCGACCAATGTCGTGAATTCATTCC
CACCCTCGAGCGTTGTATTCACCAACGAAGCTCGAGCTGATATGGTTGGAATCATAA

>P5
TGACATCTGCAGGTTGAGGATCCTGTCTGTCTGTCTGTCTGTCTCTCTCTCTCTCTCTGTCTTTTCCTTTTCGG
TTGGTTTTCATTTTGATTCTTGCTGTCTTAAAATGTTTATGCTCAGCATAATTACTCTTTGATATCTAATTCTG
TGGTTTGGTGGATTGTTTGTGAATTTTGTTTCATATGGTTACACCCCAGTGGCATCGTAGTTGTGATGCTGC
AGCCAGAGATGTCGCGTGCATTCGTTGTGTACTTGTCACCTACAAGGAACCTCTCCCCGCTGCTGCCCGGCT
TCGGCCTTGAAGCTGCTGCTGTCAGGTCGGCTGCCTTCAAGCCGCTGCCCCTTCCGCCGCTCGAACTCTCTT
CTTTGTTATTTTCCCTCACCGGGT

>P6
CATTTGCCTCTTCCTCCTTGTAAATTTTCATGCTCTTTCCATGAACATCTTATCTTCATCTTCATCTTCATCTT
CATCTTCAGTGTAAACACCAACTAGCCACTAGACTAGCTGCATCGCTCGGAGCTTGCACTGAAGTTAGAGT
CTCTGATGAGGAGCTAGCCATCTTATTTTCCAAACTCTGAGCATGCTGTTGAAGAGGTGAATGCATCCAAG
TATATCAGCCAGGTATTTCCATGATGTTCCGAAAGAGCGTGGGGTCAATAATG

>pP7
GTGGCAGAGCAGATCACAAAGCAAGCAAGCAAGCAAGCAAGCAGCAGCAGCAAGAATTGCTCCTGTGAAT
AGAATTCACCATACAGAAATGGCCTACTTACAAAGAATTTCTCAAGCAGTCACCACCTGATTACAGCAGTC
TCTCCCCAATTTTCCCACATGAAGATCAAGGATCACCAAAAGAACTTTGGTGCTGTATCGGATTGA

>P8
ATGCCTTTTCAGGGAGGACTTGTGTCATGGTTCAATCCGAAAAGGTAAGGCCAATGTGGCTGAGCGAGCGA
GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGATATGGGTGTAAGAGGCTTTGGTACTATCTTTGG
CGAGCAGCAGACAGGCGATGTGGGGAAAATCGGCATTGATCTCTTCTTTGAAATGCTATGTGAGAGCTTGT
CAAAGGTATCTTCTGCTGTATGATTAGCTCGTGCAACTGTGGCACCCATTATAACACTACATTTTACATTTT
ACATTTTACAAGGTTGATGGGAAATGGTGTTGGCATCTGAGCAGAA

>P9
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GCCCAAACAACAAGCGTAATCTTCTCAGAACCCAAGATATGGCCGACAAGGATCACTTAATTTGTCCAGTT
AAGCTAGACCTTCCATGACATCTCTCAGAGATCGATTTCAGAGATGTGGTCTGAAGCAGGTCGATCTTGAA
AGCGGCCAGGTCAAGTGGAGCGACTTTGTGACCCAATGATCTTAGGAATTTGGCCATCTTTACCAACACCA
TCGTGCACCGCGGCCTGATCCATGAACCAGTGCAAAGTGCTTGATTTCAAGTGATGCTTCATTCTGCTCGAA
GCAGAAGAGGAAGAGGAAGAGGAAGAGGAAGAGGAAGAGGAAGATGCTTCATTTTGGTTCGGTTGTCA

>P10
GGGGATCTTCCTCATTCTCCTCTCTCTTTCACCTGAGCTTGTTCCTCTCTCTGTCTCTGTCTCTGTCTCTGTCT
CTGTCTCTTCTTCATCACCTGTAAGCTCTCTCTCTCTCTGTAGGTTTCATAGGTTGTGTCGTAGATCTACTGC
AAGGAGAAGCCCGACCCATGTCGCAGTTCCTTCGGATGAGCGTTGCATGACTTCACGACTTTCGAAAGCTC
TGTCGATTCGTGTCGAA

>P11
CCGAGACGAAGTCGCTATGTTGCCGTCCCCGCACACGCATACACCACGAGCCTAAGGATGAATCGACGATC
GTTCACATAGGCTTAGAAGAGTGGTGAATAAATTCAATTCTAAGCAAACGCGGGATGAGATCGTTTCACGG
GGAATGCGGCACAATTCCACCAATGAAGAAATGCTCGGAAATTATCGCATGAACTTACATCGTCCTCGTGG
CCACGAAGCTCGCACCGAAGCTGATAATCTTTGAAATCGATATCCATCGCGCAGACAGACAGACAGACAG
ACAGACAGAGAGTTGATCAGAGAGGGAAAAGAAGCTGACCAAACCAGC

>P12
GTCCGCCTAATATTTCCTTAACATTGAGACATGAAAAATGTTGTGCACACCAGACATCCTTGGTGGGAGCG
CTAGTCGATACACCTTTTTGCCAACTCTTCCTCATATTTCGAGAGGTCAAACGTACCTCGGGCTAAGCTTTC
CTTTCTTTCCAAATCTAGATAGTCTTTTCCATGGCGACACTTTCAAGAATACGTGGTCGCCCACTTGAAATT
GCAACGGTCGTTGTCGATTATCGGCATAGCTTTTCTGTCTACTCTGCGCTGTCCGCATATGCTCACGAATTA
CATTCACTATATCTGAAGTGATCCGCACCAATTCAGGCCTTGTCAATTTCTTCTCTCCCACTTCGGACCAAC
ACGTAGGTGTCCTGCACGTCATTCCATATAAGGCTTCGAACGGTGCTATGCCAATAGTCTGCTGAAAACTA
TTATTATATGCAAACTCCGCCAATGGCAATTTTTCATTCCAATTTTCTTTAAAATCAATGGCGCACGCACGA
AGCATGTCTTCCAAAATTTGATTCACCCTTTATCTGTCCGTCCGTCCGTCCGTCCGTCCGTCCGTCCGTCCGT
CCGTGAAAAGTAGTGTTGAATTGCAACTTCATTCTCAAAGCTTCTTGCAACCCT

>P13
CAGCATGTTTCCTGAGCGTAATTGAAGAACACGAGTTAGAATGCATAACTCGATTTCACTCGAATTGCAGC
CGCGATTGATTTGTCAAGATTCCTAATGAGCAAAACGAGCAACCATCGTATTAATGAATCTAGTTGTTGTTT
CCAGGAGTACGCAGATTATAGGATTCGCGATCTTAGTTACATCAAGTGCCACTTCGAATTCGAGGCACGAG
ATCCATCCTTTCTTGAGCATATAGTCGATCTCCTTGGCAACTGAATCGTTCGATAGAGGAGGGAGGGAGGG
AGGGAGGGAGGAAAGGGTCTCAAACTTCTTGTTGTTGATCGGAATCCATGTCTATGGAATGGAACAAAGG
CAG

>pP14
GCTGATTCTGCCCTTCAGTCTTGGGTGGATTATGGTTTGGTCAGCTTTGAGATTCTGCAGCTTCTCTTTGAGC
AAGAAAGCAGCGACTTCAGTAGCCATGAGAATCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCAAGCAGATGAGAAGCA
GAATCAAGAAATGGAAATGGATGTCAAAGCTCTGAGAAGGGGGCTTTTTGTCGTTCTTTCTTTCCTCTTTCC
TCTTTTTTTTTTTTTTAGGGATGGGAAGGTGGAT

>pP15
CGCCAAACATTGAGGATTTTGCACCTGCTCCTGGATCATATTTACATATCAAGGAGTTAAAAGATGTTCCA
GAAGTCGCCAAGACAATGATTTACCTCTCAGAGAATCCTGTTGCATATAACCAATCATTAAGGTCTCTCTCT
CTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCACACACACACACACACGCACGCACGCACGCACGAGCGGATAATTTTTTT
CCTTAGTTTGTTCTTTTCTTTTTTGAAATGCTCATTATTTTCTGATTCTGAGGATTTGTGCTTTGGAATTGCTA
CTAATTCTGTGCCTGAAAGACTTTTGACATGAATGTGCCTCTATTAGTTGGAAGTATGAGGGTCCATCGGAT
TCTTTCAAGGCCCTTGTGGATATGGCAGCTGTTCAC

>P16
TGCGCTTTAACAAACCTGAAGATAACATTGGGAGCCAGTATAGTAAGTCTCATGTAAGGCTATCCAACAAG
CACAAAAATCAAGAAAACTGATTAAAAGATAACTACCACTCTTTATCTGCTTGTCACTTTTCTGCGAAAAG
TTACATTTCCCATCCTGAAAAATGAAATTTTTTGTAACTGGGGACCACAAATGGAATGGATAAAACAGAGG
CAAGGCAAGGCAAGGCAAGGCAAGGCAGATGGCAGGACATAATCGTTGGAACTGTTGAATATCGAATCTT
AAAATGCCTTAACAATTGGATTGCTAACCTCAGCATTACCAGAACTCTGAGAGTGCCAACCCTGCATAGCA
CGAGCAGCAGCATCCCTTAGAGCCCTACC

>pP17
GCTGAGAAAGGAGAGGATGAGCGGTTGAAGATGCCTGATGATCAAGATCAGAAGAAGAAGAAGAAGAAG
ACATCTGCTTAGTTTGAAACTAGAGAAGGGAAAGAAAAACAGGGATTAAAAATAATGTGGTAGATGCTTT
TCTGCAGCACGTGCATATGTAGAACTTCTTTTAATCATAGTATCATTACGCATATGCTTGTGATTAGAGCAC
GTCAAGAGTATTGTCCCCTCGGTTGCAACTTCTCAGATTTAACTACAGTTGTTCATGATTTCCATTTTGCTGT
CTCTGTCTGATCTCTCATTTACTTCTCAATCATTTAGTCCGTTCACCGTATAGCTGGACATGGACAAAATGA
TACGATATATCGGATGAGATAACCGCGTTTTACCTATATATATATATATATGTGTGTGTGTGTGTGTCATGG
AAAACCCCCTCTTCTGATCTTCTTCATAAACAGGAAACATTTCTTGAAGGAAAGCTTCAGTGTTTTTTTCTTT
CTTTCTTTCTTTCCATAGAAAGAAGCCAACAGGCAGACAAAATATATGGAGACAGCCTGATCTTTTTTTTCT
TTTTTGGTCTGGGCGTATTCTATCTTATTCTACTATACAAGTCACACTGTATACGCCATGTGCCGTGTGCATG
TTGTGAAACCCTG




