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RESUMO 
 

O dendê, Elaeis guineensis Jacq., espécie de origem africana, e o caiaué, Elaeis oleifera 

(Kunth) Cortés, estão entre culturas oleaginosas mais importantes do mundo. No entanto, o 

progresso no melhoramento genético destas culturas perenes tem sido relativamente lento em 

comparação com outras culturas oleaginosas anuais. O melhoramento genético visando a 

resistência a doenças é ainda limitado, sendo a identificação de novas fontes de resistência às 

principais doenças uma prioridade. Os objetivos deste estudo foram isolar RGAs NBS-LRR e 

explorar sua diversidade em acessos de E. guineensis e E. oleifera utilizados em programas de 

melhoramento locais, testando plantas que representam o centro de origem de cada espécie e 

que contrastam em resistência à murcha vascular. Esta doença, causada pelo fungo Fusarium 

oxysporum Schlechtend.:Fr. f.sp. elaeidis Toovey, é considerada uma das mais destrutivas em 

dendê. Usando primers degenerados desenhados para amplificar RGAs NBS-LRR em 

genomas de monocotiledôneas, TIR e não-TIR, relatamos a primeira análise em grande escala 

de RGAs NBS-LRR no gênero Elaeis. De um total de 486 seqüências de DNA de alta 

qualidade, que foram geradas a partir de plasmídeos recombinantes contendo insertos de 

produtos de PCR, 365 apresentaram similaridade significativa para genes de resistência NBS-

LRR e seqüências de RGAs conhecidos. A montagem de grupos de seqüências de alta 

qualidade gerou um total de 60 seqüências contíguas não redundantes, entre clusters e 

singletons. Foram identificados 54 RGAs NBS-LRR não-TIR distintos, os quais apresentaram 

o domínio NB-ARC em teste feito utilizando o Genewise, e codificavam proteínas com os 

motivos de aminoácidos esperados para o domínio NBS. Um total de 39 sequências 

continham ORFs contíguas. Foram determinadas as similaridades entre as seqüências e 

considerável polimorfismo foi observado. Em análises feitas por Biolayout, foi verificado o 

agrupamento de diversas seqüências em dois clusters principais sendo que um deles reuniu 

apenas contigs que possuíam seqüências provenientes de tratamentos com acessos resistentes. 

A construção de um dendrograma pelo método Neighbor Joinig não permitiu a verificação de 

tendência nos agrupamentos. Os dados gerados neste estudo enriquecem os recursos 

genômicos para o gênero Elaeis e podem ser explorados para a descoberta de genes 

candidatos de resistência e para o desenvolvimento de marcadores moleculares. O 

mapeamento genético de tais marcadores para QTLs pode abrir oportunidades para a seleção 

assistida por marcadores, com introgressão de genes através do melhoramento convencional 

ou por técnicas de transformação genética. 
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ABSTRACT 

 
The African Oil Palm, Elaeis guineensis Jacq., and the American Oil Palm, Elaeis oleifera 

(Kunth) Cortés, are amongst the world´s most important oil-bearing crops.  Progress in 

genetic improvement in these perennial crops has, however, been relatively slow, in 

comparison with other annual oil crops. Genetic improvement in relation to disease resistance 

has been limited, with identification of new sources of resistance to major disease regarded as 

a priority. The objectives of this study were to isolate NBS-LRR RGAs and explore their 

diversity across E. guineensis and E. oleifera accessions used in local breeding programs, 

together with material representing the centre of origin of each species and material 

contrasting in resistance to oil palm vascular wilt. This disease, caused by the fungal pathogen 

Fusarium oxysporum Schlechtend.:Fr. f.sp. elaeidis Toovey,  is today considered one of the 

most destructive in oil palm. Using degenerate primers for targeted NBS-LRR RGA 

amplification across monocotyledon genomes, together with universal TIR and non-TIR 

NBS-targeting primers,  we report the first large scale analysis of NBS-LRR RGAs in the 

genus Elaeis.  From a total of 486 high quality DNA sequences which were generated from 

PCR product insert-containing recombinant plasmids, 365 showed significant similarity to 

known NBS-LRR R-genes and RGA sequences. Clustering assembly of high quality sequence 

data generated a total of 60 non-redundant contiguous sequences and singletons.  Fifty four 

distinct non-TIR-NBS-LRR RGAs were identified, all of which tested positive for the 

expected NB-ARC domain using Genewise, and encoded proteins with the expected NBS 

domain amino acid motifs.  A total of 39 sequences contained contiguous ORFs. Sequence 

similarities between sequences were determined, with considerable polymorphism observed. 

Biolayout  analysis showed the clustering of several sequences in two main clusters, with one 

of these grouping only contigs derived from treatments with resistant accessions. The 

construction of a phylogenetic tree using Neighbor Joining method revealed considerable 

diversity in the NBS-LRR RGAs obtained, but did not show any obvious trend in the clusters, 

with specific clades grouping sequences from various treatments. The data generated in this 

study enrich the genomic resources for the genus Elaeis, which can be exploited for candidate 

resistance gene discovery and molecular marker development. Genetic mapping of such 

markers to quantitative trait loci could open up opportunities for marker assisted selection, 

with gene introgression through conventional breeding or genetic modification approaches. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 O gênero Elaeis: Classificação botânica, morfologia e diversidade 
 

1.1.1 Classificação botânica 
 

 O dendezeiro, Elaeis guineensis Jacq., espécie de origem africana, e o caiaué, E. 

oleifera (Kunth) Cortés, espécie de origem americana, são palmeiras oleaginosas e pertencem 

à família Arecaceae (Palmaceae)  (Figura 1) (Chia et al., 2009). 

 Descrito pela primeira vez em 1570, por Matias Lopes, com o nome de Nucula indica, 

o dendezeiro só foi encontrar seu nome botânico definitivo quando introduzido na Martinica. 

Jacquin classificou a palma africana, em 1763, como pertencente ao gênero Elaeis, do grego 

“Elaion”, que significa óleo, e como nome especifico E. guineensis, atribuindo sua origem à 

costa da Nova Guiné (Camarero, 1981). 

 Na classificação botânica atual, o gênero Elaeis pertence à classe Liliopsida 

(Monocotiledônea), ordem Arecales (Palmales), família Arecaceae (Palmae), subfamília 

Arcoideae, tribo Cocoseae (Cocoinaea), subtribo Elaeidinae. Embora sejam citadas três 

espécies nesse gênero, apenas E. guineensis Jacq., denominada dendezeiro ou palma africana 

e E. oleifera (Kunth) Cortés, denominada caiaué ou palma americana (Adam et al., 2005; 

Dransfield et al., 2005) são de interesse agronômico e econômico. A espécie E. odora não é 

cultivada e pouco se sabe sobre a mesma (Chia, 2008). 

 

 

 

 

 

 

Fonte: http://www.pacsoa.org.au/palms/Elaeis 

Figura 1: Morfologia de Elaeis guineensis Jacq. (A) e Elaeis oleifera (Kunth) Cortés (B) 
 

1.1.2 Morfologia de Elaeis 
 

 E. guineensis e E. oleifera são morfologicamente similares. As duas espécies do gênero 

Elaeis são plantas alógamas e apresentam cariótipo 2n = 32 (Conceição e Müller, 2000). O 

sistema radicular, fasciculado, é constituído de 8.000 a 100.000 raízes adventícias primárias, 

A B 
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com 4 a 10 mm de diâmetro, que emergem, principalmente, da base do caule. Estas se 

localizam na faixa de 20 a 60 cm de profundidade (Ferwerda, 1975). 

 O caule, ereto e sem ramificações, é do tipo estipe. Alcança até 30 m de altura, porém, 

em condições de florestas, é raro atingir mais de 20 m. O diâmetro médio do caule é de 22 a 

75 cm, com variações em função da espécie, do cultivar e do ambiente (Gonçalves, 2001). 

 No topo da estipe encontram-se de 35 a 50 folhas pinadas que medem de 5 a 7 m e 

pesam de 5 a 8 kg cada. A folha é composta por um eixo central, subdividido em parte basal, 

que se liga ao estipe, denominada pecíolo, cujo comprimento é de aproximadamente 1,5 m. 

Há centenas de espinhos na parte distal, denominada ráquis, que suporta os folíolos. 

Repartidos dos dois lados do ráquis encontram-se de 250 a 350 folíolos, com variados ângulos 

de inserção. Possuem a cutícula espessa e grande quantiade de tecido lignificado (Surre e 

Ziller, 1969). 

 As plantas do gênero Elaeis são monóicas, ou seja, as flores masculinas e femininas são 

produzidas na mesma planta, mas separadas em inflorescências masculina e feminina, no caso 

deste gênero. Estas inflorescências são protegidas por duas brácteas fibrosas denominadas 

espatas e são compostas por espigas formadas na axila de cada folha. Cada esboço floral 

possui os dois sexos, porém um deles fica, quase sempre, rudimentar (Conceição e Müller, 

2000). 

 O fruto é uma drupa séssil tendendo para o esférico. Tem de 2 a 5 cm de comprimento e 

3 a 30 g de peso. Quando imaturo possui coloração que varia de violeta-escura a preta e a 

metade inferior é marfim. A metade superior apresenta cor marrom durante o 

amadurecimento, podendo variar com o grupo (Gonçalves, 2001). Segundo Surre e Ziller 

(1969), o corte do fruto permite distinguir, da superfície para o interior, um exocarpo 

cutinizado, liso, brilhante e fino; um mesocarpo de coloração amarela ou alaranjada, muito 

oleoso e com estreitas fileiras de fibras cujos feixes se tornam mais compactos à medida que 

estão mais próximos do centro do fruto; um endocarpo esclerificado, muito duro, de cor 

negra, envolvido por fibras aderentes; e um endosperma ovóide que ocupa toda cavidade do 

endocarpo.  

 Em E. guineensis há três tipos de formas básicas do fruto: o Dura, o Pisifera e o 

híbrido entre eles, Tenera, que é o mais utilizado no fornecimento de sementes selecionadas 

(Figura 2). Cada um destes tipos possui diferenças significativas na espessura do endocarpo, 

principal característica comercial do fruto. Um gene principal controla esta espessura e 

possibilita três fenótipos. Plantas (sh+ sh+), homozigotas para este gene, apresentam o 

fenótipo endocarpo com espessura superior a 2 mm e com 35 a 55 % de polpa. Estes são os 
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frutos do tipo Dura.  Plantas do tipo Pisífera (sh- sh-), também homozigotas para este gene, 

produzem frutos sem endocarpo e, geralmente, abortivos. Os indivíduos heterozigotos (sh+ 

sh-), denominados Tenera, apresentam endocarpo com menos de 2 mm e com 60 a 90 % de 

polpa. Do cruzamento entre Dura e Pisífera obtêm-se 100% de indivíduos heterozigotos 

(Tenera). O fruto do tipo Tenera tem casca de 0,5 a 4 mm de espessura, tamanho médio e com 

sua amêndoa bem desenvolvida. Apesar de ser menor que os frutos do tipo Dura, tem maior 

rendimento. Também as plantas do tipo Tenera são mais produtivas, tanto em número de 

cachos quanto no número de frutos por cachos (Barcelos et al., 2000). 

  

 
Fonte: www.cirad.fr 

Figura 2: Formas básicas dos frutos de Elaeis guineensis: Dura (A), Tenera (B) e Pisífera 

(C). 
 

1.2 A produção e o uso de Elaeis 
 

 O dendezeiro já é cultivado comercialmente desde o início do século XX, destacando-

se principalmente por ser a oleaginosa com maior produtividade de óleo. O caiaué, com 

produtividade de óleo inferior, não é cultivado comercialmente, mas apresenta características 

importantes para uso em programas de melhoramento genético do dendezeiro, como 

resistência a pragas e doenças e reduzido crescimento vertical do tronco e óleo mais 

insaturado (Chia, 2008). O dendezeiro é, atualmente, uma das principais fontes de óleo 

vegetal no mundo. A cultura ocupa o segundo lugar entre as culturas de produção de óleo do 

mundo e o primeiro no mercado internacional de óleos vegetais e gorduras. O dendezeiro é 

cultivado em toda a região tropical úmida (Zeven, 1964) e a espécie E. oleifera tem sido 

incorporada em programas de melhoramento (Le Guen et al., 1991). 
 

1.2.1 A produção de Elaeis 
 

 Os maiores produtores de E. guineensis são a Indonésia, com produção estimada de 

A B C 
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20.550.000 MT/ano, Malásia, 17.564.900 MT/ano, e Nigéria, 1.380.000 MT/ano. O Brasil 

ocupa a décima posição com produção de 265.000 MT/ano (FAO, 2009) (Figura 3; Tabela 1) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: www.fao.org 

 

Figura 3: A produção em MT e Int$ dos principais produtores de dendê em 2009 

 

Tabela 1: Ranking dos 20 principais países produtores de dendê 
  

Posição Pais Produção ($1000) Produção (MT) 
1 Indonésia 8940421 20550000 
2 Malásia 7641732 17564900 
3 Nigéria 600378 1380000 
4 Tailândia 569924 1310000 
5 Colômbia 349089 802400 
6 Papua Nova Guiné 204476 470000 
7 Costa do Marfim 141393 325000 
8 Equador 139653 321000 
9 Honduras 126166 290000 
10 Brasil 115290 265000 
11 China 100063 230000 
12 Costa Rica 82990 190757 
13 República Democrática do Congo 80485 185000 
14 Camarões 79180 182000 
15 Guatemala 78310 180000 
16 Gana 56557 130000 
17 Filipinas 39155 90000 
18 Venezuela 35761 82200 
19 México 28278 65000 
20 Angola 23928 55000 
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1.2.2 O uso de Elaeis  

 

 O processamento industrial do dendê tem como propósito fundamental a obtenção de 

dois produtos: óleo de palma ou óleo de dendê, que é extraído do mesocarpo do fruto, e o óleo 

de palmiste, que é extraído da amêndoa. O beneficiamento do dendê gera, no entanto, uma 

variedade muito grande de outros produtos (co-produtos) que, evidentemente, são 

aproveitados pela indústria. As porcentagens médias de todos os produtos obtidos na extração 

são de 20% para o óleo de palma bruto, 1,5% para o óleo de palmiste, 3,5 % para a torta de 

palmiste, 12% para fibras e 5% para cascas (Hartley, 2000). 

 Devido ao seu baixo custo de produção, boa qualidade e ampla utilização, o óleo de 

palma é um dos mais requeridos como matéria-prima para diferentes segmentos nas indústrias 

oleoquímicas, farmacêuticas, de sabões e cosméticos. Seu principal uso é na alimentação 

humana, responsável pelo consumo de 80% da produção mundial. Suas principais aplicações 

na alimentação humana são: margarinas, gorduras sólidas, óleo de cozinha, maionese, 

panificação, leite e chocolate artificiais, fritura industrial, entre outras (Franz, 2000). 

Ademais, um novo uso tem sido buscado: biocombustível. O óleo de dendê apresenta 

características muito semelhantes ao diesel, fazendo com que maiores atenções sejam voltadas 

para este produto (Alptekin et al., 2008). 

 O óleo de palmiste é rico em ácido láurico e apresenta-se na forma pastosa quando a 

temperatura ambiente, apresentando uma coloração esbranquiçada. Quando o óleo de palmiste 

é aquecido ele torna-se um produto líquido de cor levemente amarelada. É utilizado para fins 

alimentícios e, em especial, na produção de chocolates onde pode substituir a manteiga de 

cacau. O grande crescimento do óleo de palma no mercado mundial também impulsiona o 

consumo e a produção do óleo de palmiste já que a extração dos dois produtos é feita a partir 

do mesmo fruto (Franz, 2000). 

 As fibras e as cascas de dendê, co-produtos da cultura, podem ser utilizadas para a 

alimentação de caldeiras como combustíveis. Estima-se que 1,0 ha de dendê, aos quinze anos, 

tenha seqüestrado 35,87 toneladas de carbono ou 90 toneladas de matéria seca, além de 

permitir a co-geração de energia em função do potencial energético dos resíduos da extração 

do óleo, representados por: 1271,5 kg de cachos vazios, 710,5 kg de fibra e 222,5 kg de casca, 

para cada tonelada de óleo produzida (Viegas e Müller, 2000). 

 A torta de palmiste, também um co-produto do dendê, pode ser utilizada como 

fertilizante (adubo orgânico) ou componente de ração para animais e o engaço, suporte 

fibroso que sustenta o fruto, que constitui 20% a 25% do cacho de frutos frescos, podem ser 
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utilizados no campo como mulch ou são parcialmente desidratados até próximo de 40% de 

umidade e utilizados como energia extra em caldeiras. Podendo funcionar como fonte de 

matéria orgânica fornecendo ao solo quantidades consideráveis de nutrientes, podendo, assim, 

ser utilizado como um complemento de fertilizantes (Viegas e Müller, 2000). 
  

1.3 Doenças em Elaeis sp. 
 

 Aproximadamente 30 doenças são encontradas no gênero Elaeis. As principais são as 

manchas foliares causadas por Cercospora elaeidis Steyaert; podridões no colmo causadas 

por Ganoderma boninense Pat., Ceratocystis paradoxa Moreau e Armillaria mellea Kummer; 

podridões na coroa causadas por Marasmius palmivorus Sharples; podridões no broto 

causadas por Erwinia spp.; antracnose causada por Botryodiplodia palmarum (Cooke) Petr. & 

Syd., Melanconium elaeidis Beeli e Glomerella cingulata (Stonemam) Spauld & Schrenk; 

ferrugens causadas por Pythium splendens Braun e Rhizoctonia lamellifera Small; necroses 

foliares causadas por Thanatephorus cucumeris (Frank) Donk; tombamento de mudas 

causadas por Curvularia eragrostidis Henn; o anel vermelho causado por Bursaphelenchus 

cocophilus (Cobb) Baujard; a marchitez de Phytomonas sp.; Potyvirus, Foveavirus e a murcha 

vascular causada por Fusarium oxysporum f.sp. elaeidis, objeto de estudo deste trabalho 

(Aderungboye, 1977). 
 

1.3.1 Antracnose 
 

 A antracnose do dendezeiro é causada pelos fungos Botryodiplodia palmarum, 

Glomerella cingulata ou Melanconium elaeidis. B. palmarum e M. elaeidis provocam 

sintomas similares, ao passo que de G. cingulata produz lesões delimitadas pelas nervuras. 

Estas infecções estão largamente distribuídas e relacionadas com o manejo das plantas. Os 

sintomas aparecem em plantas com até 3 meses de idade, podendo, em condições favoráveis, 

ocorrer também em plantas mais velhas. Inicialmente, os sintomas caracterizam-se por 

pequenas manchas claras que evoluem para marrom-escuro, circundadas por um halo 

marrom-pálido e, mais externamente, por uma zona amarelada. Com o passar do tempo, as 

lesões aumentam de tamanho e suas partes centrais tornam-se acinzentadas (Bergamin Filho 

et al., 1997). 
 

1.3.2 Mancha foliar de Cercospora 
 

 Em muitos países, esta é uma das mais importantes doenças foliares do dendezeiro, na 
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fase de viveiro, devido à marcante suscetibilidade da espécie E. oleifera e de seus híbridos 

com E. guineensis. A doença é causada por Cercospora elaeidis.  A penetração do fungo 

ocorre através dos estômatos e é favorecida por períodos de alta umidade. Plantas com 

deficiência nutricional são mais predispostas à infecção. Os sintomas podem aparecer na fase 

de pré-viveiro ou viveiro e caracterizam-se por pequenas manchas descoloridas, circundadas 

por um halo verde-pálido. À medida que crescem, as manchas tornam-se deprimidas e de cor 

marrom. Aproximadamente um mês após o aparecimento da lesão primária, pode-se observar 

uma série de manchas adicionais, ao seu redor, que coalescem, formando extensa área 

necrosada. A necrose aumenta rapidamente e o limbo foliar torna-se acinzentado a marrom. 

Sobre as lesões observa-se abundante esporulação do agente causal. Algumas práticas 

culturais como a eliminação de folhas velhas com sintomas e a adubação adequada das 

plantas, auxiliam o controle da doença. No entanto, quando as condições de ambiente são 

favoráveis ao patógeno, deve-se recorrer ao controle químico (Bergamin Filho et al., 1997). 

 

1.3.3 Necrose foliar  

 

 É uma doença que ocorre em vários países onde o dendezeiro é cultivado e sua 

importância varia de região para região e é causada pelo fungo Corticium solani, também 

chamado de Thanatephorus cucumeris, cuja fase imperfeita é Rhizoctonia solani. Ocorre nas 

fases de viveiro e pré-viveiro. Os sintomas variam com a idade da folha no momento da 

infecção. Normalmente, os sintomas começam nas folhas mais jovens (folhas ainda não 

totalmente abertas), podendo ocorrer também na base da flecha dos seedlings jovens. Neste 

caso, a lesão inicialmente é irregular, verde-olivácea, limitada por bordos violeta-marrom. A 

lesão torna-se proeminente com a expansão da flecha. Inicialmente, o tecido lesionado tem 

aspecto úmido e quando a flecha se expande, a lesão seca rapidamente tornando-se 

acinzentada com margem marrom brilhante. Para o controle, as plantas afetadas devem ser 

removidas do viveiro. Deve-se evitar o excesso de água e sombra (Bergamin Filho et al., 

1997).  

 

1.3.4 Amarelecimento fatal 

 

 Esta doença foi constatada pela primeira vez em 1974, no município de Benevides, 

Estado do Pará. É a doença mais importante da cultura na América Latina.  Inicialmente, 

observa-se amarelecimento dos folíolos basais das folhas mais jovens. Em seguida, surgem 
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necroses, que evoluem da extremidade para a base, até causar a seca completa da folha. 

Plantas com 2 anos de idade já mostram sintomas. O mesmo quadro sintomatológico ocorre 

nas flechas. É muito comum folhas e flechas quebrarem-se na base. As partes internas do 

estipe não apresentam alterações, mas há redução na emissão de raízes. Os cachos formados 

antes do aparecimento dos sintomas chegam a ser colhidos, mas cachos mais jovens bem 

como inflorescências formados em plantas sintomáticas abortam e secam. Embora não se 

conheça ainda o patógeno do AF, tem-se evidência de que a espécie E. oleifera, não é afetada. 

Assim, vem sendo desenvolvido um intenso programa de melhoramento genético, visando 

incorporar a resistência de E. oleifera na espécie comercial E. guineensis. Outra medida 

recomendada para o controle da doença é a inspeção periódica da plantação, com freqüência 

semanal ou quinzenal, para identificar e eliminar as plantas com sintomas iniciais (Bergamin 

Filho et al., 1997). 

 

1.3.5 Anel vermelho  

 

 É uma das mais importantes doenças do dendezeiro na América Latina. Causada pelo 

nematóide Bursaphelenchus cocophilus cujo vetor é Rhynchophorus palmarum. A planta 

apresenta, inicialmente, uma redução no crescimento das folhas centrais, com nítida tendência 

de agrupamento das mesmas. Em seguida, estas folhas centrais tornam-se amarelecidas e seu 

pecíolo pode exibir tonalidade alaranjada. As inflorescências das plantas afetadas 

normalmente abortam. Os frutos dos cachos já formados apodrecem antes da maturação. 

Internamente, a planta apresenta tecidos necrosados que em corte transversal têm o formato 

de um anel. Algumas vezes, a necrose é observada apenas nos pecíolos. Nas partes necrosadas 

quase sempre encontra-se o agente patogênico. Em geral, os sintomas ocorrem em plantas 

com mais de 5 anos. Não se conhece nenhum método capaz de salvar uma planta de 

dendezeiro afetada pelo anel vermelho. Assim, plantas enfermas devem ser eliminadas. O 

controle de besouros por armadilhas é uma medida adicional que deve ser adotada (Bergamin 

Filho et al., 1997). 

 

1.3.6 Marchitez sorpressiva 

 

 Esta doença foi relatada apenas na América do Sul e ataca plantas com mais de dois 

anos de idade. É causada pelo protozoário flagelado Phytomonas. Caracterizam-se por uma 

coloração amarronzada nas extremidades dos folíolos das folhas mais velhas, progredindo 
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para a base e provocando uma rápida seca de toda a folha. É comum os folíolos mostrarem-se 

totalmente secos, enquanto a ráquis ainda exibe uma coloração verde-pálida, secando 

posteriormente. A seca atinge rapidamente as folhas medianas, enquanto as flechas 

apodrecem nas plantas em estádio avançado da doenças flechas normalmente quebram na 

base. As inflorescências abortam e os cachos imaturos apodrecem. Para o controle, 

recomenda-se o controle químico dos insetos vetores. Aparentemente, a espécie E. oleifera 

não é afetada pela marchitez sorpressiva, podendo ser empregada na obtenção de híbridos 

com E. guineensis (Bergamin Filho et al., 1997). 

 

1.3.7 Podridão do colmo 

 

 A maior ameaça para a produção sustentável de dendê no Sudeste Asiático é a 

podridão causada pelo fungo Ganoderma boninense. A podridão basal é a manifestação mais 

comum da doença. É caracterizada por uma deterioração do colmo, produção de múltiplas 

lanças e de corpos de frutificação na base da estipe. Em casos mais graves, a planta pode 

tombar. Perdas mais graves por esta doença ocorrem na Indonésia e Malásia, com incidência 

também na África, Papua Nova Guiné e Tailândia. Em áreas costeiras da Malásia foram 

relatadas perdas que variavam de 50% a 80%. Em função da doença há um declínio na 

produção de frutas frescas. Programas de melhoramento buscando resistência a Ganoderma 

estão em andamento em diversos centros de pesquisa (Flood et al., 2011). 

 

1.3.8 Murcha vascular 

 

 A murcha vascular do dendê, também chamada fusariose, é causada pelo patógeno  

Fusarium oxysporum Schlechtend.:Fr. f.sp. elaeidis Toovey, um fungo do solo que produz 

macro e microconídios e clamidósporos, sendo estes últimos capazes de sobreviver em restos 

culturais e no solo. O principal hospedeiro é E. guineensis e a inoculação artificial com 

isolados do patógeno em E. oleifera é efetiva (Renard et al., 1980).  

 A doença foi descrita pela primeira vez na República Democrática do Congo 

(Wardlaw, 1946) e, posteriormente, na Costa do Marfim, Nigéria, Gana, Camarões (Flood, 

2006), Brasil (Van de Lande, 1984) e Equador (Renard, 1989). Hoje, a murcha vascular é a 

doença mais destrutiva do dendezeiro na África (Flood, 2006). 

 Duas síndromes são observadas em plantas adultas (Figura 4). Na primeira, chamada 

de acute wilt, as folhas secam e morrem rapidamente, mantendo a sua posição ereta até a 
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queda da folha. A doença progride rapidamente e as plantas morrem dentro 2 a 3 meses. Na 

segunda síndrome, chamada de chronic wilt, as plantas permanecem vivas vários meses e até 

mesmo anos, mas sofrem enfezamento. As folhas mais velhas tornam-se desidratadas e ficam 

penduradas em torno da coroa. Estes sintomas progridem gradualmente e as folhas mais 

jovens são afetadas. As folhagens novas que são produzidas na coroa permanecem e se 

tornam cloróticas e atrofiadas. O resultado é um achatamento da coroa. O ápice do tronco 

também pode ter seu diâmetro reduzido. A planta pode permanecer vários anos nesta 

condição (Corley et al., 2003). 

 

 
Fonte: www.cirad.fr 

Figura 4: As duas síndromes causadas por Fusarium oxysporum f.sp. elaeidis: acute wilt (A) 

e chronic wilt (B) 

 

 Segundo Flood (2006), vários estágios intermediários entre as formas aguda e crônica 

podem ocorrer e nenhuma diferença entre isolados das duas síndromes foi detectada. Plantas 

jovens também mostram encurtamento progressivo das folhas mais jovens, dando a aparência 

de achatamento da coroa, bem como dessecação e morte das folhas mais velhas.  

 Estudos detalhados sobre a fisiologia da doença feitos por Mepsted et al. (1995) 

indicaram que ocorre um deficit nutricional da planta devido a uma diminuição no tamanho 

do pecíolo e da lâmina foliar, causada quase inteiramente por uma redução na divisão cellular. 

Isto ocorre por causa de alterações no nível ou na atividade de giberelinas.  

 Internamente são observados  escurecimento do sistema vascular tanto em palmeiras 

A B 
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adultas como em mudas (Corley et al., 2003). O bloqueio dos vasos do xilema com 

calosidades e tiloses pode ser facilmente observado ao microscópio de luz (Mepsted, 1992) e, 

mesmo em plantas altamente doente, a maior parte das raízes não mostram sinais de infecção 

(Prendergast, 1957). 

 A doença começa com a invasão do fungo por meio das raízes e seu crescimento nos 

elementos de vaso do xilema. A colonização do xilema pelos microconídios ocorre no fluxo 

de transpiração. O fungo cresce através da parede, colonizando, assim, o vaso adjacente. 

Durante o tempo que o patógeno tem para crescer através da parede de um vaso, o hospedeiro 

tem tempo para limitar sua propagação através da produção de gomas, géis e tiloses que 

impedem a transpiração (Paul, 1995).  

 Em material resistente, este mecanismo de defesa começa a funcionar rapidamente e é 

acompanhado pelo acúmulo de compostos antifúngicos. Assim, a oclusão dos vasos restringe 

ainda mais a colonização do fungo e permite o acúmulo de antifúngicos a níveis inibitórios. 

 Isso ocorre tanto nos vasos invadidos como nos vasos adjacentes. No material 

suscetível, calosidades e géis também são produzidos, mas sua produção é mais lenta, assim 

como o acúmulo de compostos antifúngicos. Isso permite que o patógeno consiga colonizar 

outros vasos, levando a uma maior oclusão vascular e, finalmente, os sintomas externos 

(Corley et al., 2003; Paul, 1995).  

 A infecção ocorre pode ter seu início por contato da raiz com tecido infectado de outra 

planta. Restos culturais podem servir como fontes nutricionais para o patógeno, aumentando a 

quantidade de inóculo inicial e o risco de infecção (Renard, 1989). 

 Por ser uma doença causada por um patógeno presente no solo, o controle é, ainda, 

bastante difícil. Práticas culturais, tais como a remoção e queima de plantas infectadas têm 

sido defendidas e utilizadas, mas são impraticáveis a nível de hectares de plantação. Além 

disso, devido à interligação das raízes das plantas adjacentes, muitas palmeiras também 

precisariam ser removidas ao ser adotada esta técnica (Flood, 2006). O uso de Brachiaria 

como cultura de cobertura tem sido estudada (Renard, 1983) ao invés de culturas 

tradicionalmente utilizadas, tais como Pueraria ou Calapogonium caeruleum (leguminosas 

fixadoras de nitrogênio), que tendem a aumentar a incidência da doença (Corley, 2003). A 

doença também pode ser controlada através de um melhor manejo da área plantada. Estudos 

de Renard et al., (1991) mostraram que a incidência da doença pode ser reduzida pela metade 

com o plantio de novas plantas com distancia mínima de dois metros umas das outras. 

 No entanto, apesar de alguns sucessos com o manejo da doença em campo, a busca de 

resistência continua sendo o único método prático de longo prazo para o controle da 
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Fusariose. Programas de melhoramento, como os da Costa do Marfim, têm sido bem 

sucedidos por causa da introdução de variedades resistentes. Estes programas conseguiram 

reduções de perdas de 20-30% para menos de 3% (Franqueville et al., 1990). No entanto, 

programas de melhoramento de culturas perenes são de longo prazo. De 4 a 7 anos são 

necessários para selecionar material com base em ensaios de campo com infecção natural. 

 

1.4 Resistência de plantas às doenças 

 

1.4.1 Interação Planta-Patógeno 

 

 As plantas precisam se defender contra o ataque de vírus, microorganismos, 

invertebrados e até outras plantas. Como não possuem um sistema circulatório de defesa, cada 

célula deve possuir um mecanismo pré-formado e/ou induzido de defesa, diferentemente do 

que ocorre com o sistema imunológico dos vertebrados (Walbot, 1985).  

 Após a redescoberta do trabalho de Mendel, os melhoristas de plantas reconheceram 

que a resistência à doença era muitas vezes herdada como um gene dominante ou de 

dominância incompleta (Keen, 1990). Desde então, houve um considerável acúmulo de 

conhecimento baseado em pesquisas nas áreas bioquímica, biologia molecular e genética no 

que diz respeito à resistência de plantas às doença e o uso de cultivares resistentes se tornou a 

estratégia mais valiosa para controlar as doenças das plantas cultivadas (Crute et al., 1996). 

  

1.4.2 Tipos de patógenos 

 

 Os fitopatógenos podem ser classificados em três tipos de acordo com a relação que 

estabelcem com a planta. Patógenos que mantêm vivo seu hospedeiro e se alimentam de 

tecidos vegetais vivos são chamados biotróficos. Os chamados necrotróficos freqüentemente 

produzem toxinas ou enzimas que degradam o tecido infectado e promovem a rápida 

liberação de nutrientes. Alguns patógenos são biotróficos durante os primeiros estágios da 

infecção, mas tornam-se necrotróficos posteriormente. Estes patógenos são chamados 

hemibiotróficos (Bergamin Filho et al., 1997) 

 A maioria dos patógenos biotróficos e hemibiotróficos só podem causar doença em 

um grupo relativamente pequeno de plantas hospedeiras por causa do conjunto ligeiramente 

diferente de genes especializados e mecanismos moleculares necessários para cada interação 

hospedeiro-patógeno. Quando um patógeno é capaz de causar doença em uma espécie em 
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particular, dois resultados são possíveis: uma resposta compatível, que é uma interação que 

resulta em doença, e uma resposta incompatível, que é uma interação que resulta em uma 

forma leve da doença ou nenhuma (Bergamin Filho et al., 1997).  

 

1.4.3 Mecanismos de defesa  

 

 As plantas possuem mecanismos defesa pré-determinados e induzíveis. O primeiro é o 

principal mecanismo no caso de resistência não específica, em que as plantas sintetizam 

peptídeos, proteínas e metabólitos secundários, que restringem a infecção por patógenos 

(Heath, 2000). Este tipo de defesa inclui muitas barreiras pré-formadas, tais como paredes 

celulares, tricomas e cutículas mais espessas. Estes componentes não só protegem as plantas 

contra a invasão, mas também dão rigidez a elas (Freeman e Beattie, 2008).  

 As plantas podem ativar um arsenal muito eficaz de respostas de defesa induzível, 

composta pela morte geneticamente programada de células infectadas (a reação de 

hipersensibilidade, HR), bem como reforçar e produzir antibióticos no local da infecção 

(Hammond-Kosack et al., 1996). Estas respostas locais podem, por sua vez, desencadear uma 

resposta duradoura sistêmica - resistência sistêmica adquirida – (systemic acquired resistance, 

SAR), que prepara a planta, em termos de resistência, contra um amplo espectro de patógenos 

(Métraux, 2001). Esta resposta requer uma disposição substancial de recursos celulares, 

incluindo a reprogramação genética extensa e uma realocação metabólica (Somssich e 

Hahlbrock, 1998).  Assim, as defesas são mantidas sob controle genético e são ativados 

apenas se a planta detecta um invasor em potencial.  

 

1.4.4 Bases citológicas e histológicas da resistência 

 

 Ao se fazer uma análise citológica e histológica da parede celular na pré-infecção, 

pode-se observar componentes que contribuem grandemente para a proteção da planta como 

cutina, carboidratos, géis, tiloses e deposição de lignina. 

 Segundo Wang e Pinckard (1973), a cutina atua como uma barreira química e física na 

germinação e penetração de alguns patógenos – como os fungos – dentro das células. A 

espessura da cutina tem sido correlacionada com níveis de resistência da planta para o 

patógeno que penetra diretamente dentro dos tecidos. 

 Quando o patógeno começa a penetrar a parede celular, podem ser sintetizados 

carboidratos, principalmente calose e celulose, em maior quantidade. Estes reforçarão o 
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interior da parede celular, dificultando a penetração do patógeno. Esta deposição pode 

continuar após a penetração do patógeno, formando, assim, uma papila (Aist, 1976).  

 Os géis são formados pelas plantas aproximadamente 48 horas após o ataque do 

patógeno. Plantas suscetíveis e resistentes possuem a habilidade de produzir estes géis, 

embora eles sejam degradados mais rapidamente em plantas que apresentem suscetibilidade 

ao microorganismo (Matiello et al., 1999). 

 Protusões da parede celular das células paravasculares por meio das pontuações do 

xilema, formam as tiloses, um outro mecanismo de defesa induzível. Após a formação das 

tiloses, ocorre o espessamento da parede celular da célula, dificultando o transporte do 

patógeno (Bell, 1981). 

 A capacidade de uma planta induzir rapidamente a lignificação de um tecido também 

é um mecanismo de defesa e ocorre na própria célula afetada e ao redor das lesões. Este tipo 

de reação só ocorre em cultivares resistentes (Reed et al., 1979).  

 

1.4.5 Bases genéticas da resistência 

 

 A incompatibilidade entre planta e patógeno resulta na resistência genética. Porém, a 

evolução do patógeno, devido a pressão de seleção, mutações, alterações nas freqüências 

alélicas e processos adaptativos, pode levar a uma quebra da resistência, seja parcial, seja total 

(Hayden, 2003). 

 O desenvolvimento de novas abordagens para a protecção das culturas exige avanços 

contínuos na compreensão dos mecanismos moleculares que regulam a imunidade da planta. 

Durante as duas últimas décadas, ferramentas moleculares e genômicas têm possibilitado 

nossa compreensão do sistema imunológico vegetal, com dois ramos fundamentais 

atualmente reconhecidos: PAMP-triggered immunity e effector-triggered immunity 

 

1.4.5.1 PAMP-triggered immunity: a resistência não-hospedeiro 

 

 Um ramo do sistema imunológico vegetal, conhecido como PAMP-triggered immunity 

(PTI), a defesa inata, defesa basal ou não-auto-reconhecimento, é baseado em interações entre 

padrões de reconhecimento de receptors-like kinases (PRRs) (Shiu e Bleecker, 2001; 

Altenbach e Robatzek, 2007) na matriz extracelular de plantas ou na membrana plasmática 

(Boller e Felix, 2009), que reconhecem padrões moleculares conservados associados a 

patógenos (PAMPs) (Nürnberger e Kemmerling, 2009). Os PAMPs são epítopos microbianos, 
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tais como a flagelina bacteriana, fator Tu de alongamento bacteriano, lipopolissacarídeos, 

peptidoglicanos, "-glucanos, ergosterol ou quitinas fúngicas (Boller e Felix, 2009), que, 

originalmente chamado de elicitores, são definidos como moléculas conservadas em uma 

classe de patógenos e considerados essenciais na função de aptidão ou sobrevivência. Dado 

que estas moléculas também podem ocorrer em microrganismos não patogênicos, o termo 

padrões moleculares associados a microorganismos (MAMPs) também pode ser empregado 

(Boller e Felix, 2009). Produtos da degradação da parede celular da planta hospedeira, que 

são liberados como resultado da presença de enzimas hidrolíticas (Vorwerk et al., 2004), 

também servem como elicitores endógenos. Tais interações provocam a PTI, que envolve a 

ativação de uma proteína mitógeno associada (MAP), cascatas quinase e ativação de fatores 

de transcrição WRKY (TF), impedindo a colonização do hospedeiro, e conferem resistência à 

maioria dos patógenos em potencial. PTI é considerada responsável pela resistência do tipo 

não-hospedeiro. As plantas normalmente apresentam respostas semelhantes a PTIs quando do 

reconhecimento de PAMPs diversas. 

 

1.4.5.2 Effector-triggered immunity: a resistência raça-específica 

 

 Um segundo ramo do sistema imunológico vegetal atua quando os patógenos têm 

sucesso na superação da PTI. Genes da avirulância do patógeno (genes Avr) evoluíram 

segundo a espécie, raça, ou mesmo efetores de virulência específicos de estirpes 

(anteriormente referido como fatores de avirulência), que, após a secreção e translocação 

dentro da célula hospedeira, suprimem ou interferem na sinalização da PTI, tornando as 

plantas suscetíveis ao patógeno e tendo a doença como um resultado desta effector-triggered 

susceptibility (ETS) (Göhre e Robatzek, 2008; Chisholm et al., 2006). Assim, os efetores 

diferem dos PAMPs, pois atingem especificamente os mecanismos de defesa do hospedeiro. 

Bactérias patogênicas podem transferir estes efetores para as células do hospedeiro suscetível 

através de sistemas de secreção do tipo III. As plantas, em resposta, co-evoluem formando 

recepetores específicos que reconhecem os sinais moleculares dos efetores de um patógeno 

(tal que a proteína de virulência é agora classificada como uma proteína de avirulência) e 

ativar uma segunda linha de defesa conhecido como effector-triggered immunity (ETI) (Jones 

e Dangl, 2006), também conhecida, anteriormente, como resistência raça-específica ou gene-

a-gene. A ETI parece ter evoluído depois da PTI, com a aquisição de proteínas de resistência 

necessárias. Em contraste com a PTI, que ocorrerá em todos os membros de uma determinada 
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espécie vegetal, a ETI é restrita a determinados genótipos dentro de uma espécie de planta, 

refletindo o polimorfismo dos genes R de resistência (Xiao et al., 2008). 

 Foram elucidados quatro modelos importantes dentro da ETI: o modelo gene-a-gene, o 

modelo ziguezague, o modelo guarda, e, mais recentemente, o modelo decoy.  

 

1.4.5.2.1 O modelo gene-a-gene 

 

  Segundo este modelo, que foi originalmente descrito por Flor para explicar o 

patossistema Melampsora lini-linho, quando a detecção de um patógeno potencial, as plantas 

expressam grandes conjuntos de genes chamados de genes R de resistência. Os genes de 

resistência  codificam receptores putativos que respondem aos produtos dos chamados genes 

Avr (genes de avirulência) expressos pelo patógeno durante a infeção. Estudos mais recentes 

de genética molecular com genes Avr clonados têm mostrado que muitos genes Avr 

promovem a virulência em hospedeiros que não expressam o gene de resistência 

correspondente. Isto sugere a co-evolução do patógeno e do hospedeiro, onde o primeiro 

evolui em termos de genes de virulência e o segundo, por sua vez, evolui em genes de 

resistência que reconhecem proteínas de virulência como sinais de invasão. Assim, uma 

proteína de virulência pode tornar-se uma proteína de avirulência se uma proteína de 

resistência no hospedeiro reconhecê-la (McDowell e Woffenden, 2003). 

  

1.4.5.2.2 O modelo ziguezague 

 

 No modelo ziguezague, uma vez que um fator Avr ou em efetor do patógeno é 

reconhecido, se diminui o fitness deste. A pressão de seleção pode, então, resultar na perda ou 

alteração de efetores, ou no ganho de outros efetores (como novos fatores de virulência) 

através da evolução da população. Conseqüentemente, para evitar a extinção população de 

plantas, novos loci de genes de resistência devem evoluir para reconhecer estes novos 

efetores, a fim de recuperar a resistência (Jones e Dangl, 2006). 

 

1.4.5.2.3 O modelo de guarda 

 

 Este modelo prevê que as proteínas de resistência ativam esta resistência quando elas 

interagem com outra proteína vegetal (uma proteína guardee) que é modificada pelo patógeno 

na tentativa de se criar um ambiente favorável. A resistência é acionada quando a proteína de 
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resistência detecta uma tentativa de atacar sua proteína guardee, o que não envolve 

necessariamente a interação direta entre as proteínas de resistência e Avr (Van der Hoorn et 

al., 2002). As proteínas do patógeno, embora tradicionalmente denominados fatores de 

avirulência, atuam como fatores de virulência, e são chamadas de efetores (Bent e Mackey, 

2007). 

 

1.4.5.2.4 O modelo decoy 

 

 No modelo decoy, a proteína de resistência não interage diretamente com proteínas 

Avr, mas monitora modificações em proteínas decoy do hospedeiro. Esta proteína decoy, 

embora sem função de proteção, imita um componente de defesa das plantas, e, como tal, 

atrai a proteína Avr (van der Hoorn et al., 2008).  

 

1.5 Genes de resistência 

 

 Genes de resistência a doenças têm sido clonados e caracterizados para 

mocotiledôneas e dicotiledôneas (Hammond-Kosack e Jones, 1996). Até o momento, mais de 

50 genes de resistência foram clonados para uma grande variedade de espécies (Wenkai et al., 

2006). Estes genes codificam proteínas que podem ser agrupadas em famílias, com base na 

homologia de seus domínios e função bioquímica (Dangl e Jones, 2001). Até o momento, 

existem seis diferentes famílias de genes de resistência já identificadas, sendo cinco com base 

em sua estrutura e uma família adicional de genes que não se conformam com as cinco 

primeiras (Figura 5).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Emediato, 2009 

Figura 5: As seis diferentes famílias de genes de resistência 
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1.5.1 Família NBS-LRR: Nucleotide binding site (NBS) e Leucine rich repeat (LRR) 

 

 A família NBS-LRR é a maior classe de genes de resistência conhecida até então.  É 

também a família mais importante, sendo todos os genes conhecidos ligados, de alguma 

forma, à resistência. Genes desta família conferem resistência a bactérias, fungos, virus, 

nematóides e afídeos (Timmerman-Vaughan et al., 2000). Nenhuma outra função a não ser 

esta foi relatada para esta grande família de genes (Bai et al., 2002). 

 Os produtos dos genes desta família são compostos por um conservado N-terminal 

(região NBS) e um domínio LRR carboxi-terminal variável em tamanho, composto por 10 a 

40 motivos curtos de LRR (Cannon et al., 2002). O domínio NBS é capaz de se ligar ao ATP 

e está envolvido em vias de transdução de sinal, acionadas pela presença do patógeno (Ellis e 

Jones, 1998; van der Biezen e Jones, 1998). Esta interação resulta numa resposta de defesa e 

morte celular. Este domínio compreende duas subclasses: TIR (Toll interleucine receptor) 

NBS e não-TIR NBS, baseados em aminoácidos localizados no N-terminal que mostram 

homologia com domínios de sinalização intracelular de Drosophila (Toll) e uma interleucina 

(IL) basal de mamíferos. O receptor Toll controla a resposta imune a bactérias gram-positivas 

e fungos através da ativação de uma via de sinalização. O grupo TIR está presente em 

dicotiledôneas, enquanto o grupo não-TIR ocorre tanto em monocotiledôneas quanto em 

dicotiledôneas. O NBS também pode estar ligado a um coiled coil (CC) (cauda espiralada) no 

N-terminal ou então pode estar ligado a um motivo TIR no N-terminal e um NLS e WRKY 

no C-terminal. Têm-se, portanto, 4 subfamílias (Miller et al., 2009): 

1. NBS-LRR com motivo TIR no N-terminal (por exemplo, o gene Bs4 que confere ao 

tomate – Lycopersicon esculentum – resistência a Xanthomonas capestris pv. 

vesicatoria) 

2. NBS-LRR com motivo CC no N-terminal (por exemplo, o gene Bs2 que confere ao 

pimentão – Capsicum annuum – resistência a Xanthomonas capestris pv. vesicatoria) 

3. NBS-LRR com N-terminal sem motivo CC (por exemplo, o gene RGC2 que confere 

ao gênero Musa resistência a Fusarium oxysporum f.sp. cubensis) 

4. NBS-LRR com motivo TIR no N-terminal, um domínio WRKY (proteína ativadora 

transcricional) e um domínio NLS (sinal de localização nuclear), ambos no C-terminal 

(por exemplo, o gene RRS1 que confere a Arabidopsis thaliana resistência a Ralstonia 

solanacearum) 

 

 O domínio LRR está presente em numerosas proteínas e estão relacionados à ligação 
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proteína-proteína, ligações peptídeo-ligantes e interações carboidrato-peptídeo (Dangl e 

Jones, 2001).  Nas proteínas NBS-LRR, a superfície LRR de repetições de unidades #-hélice-

loop e ß-strand-loop com resíduos diferentes de leucina parece ser a responsável pelas 

interações de reconhecimento específico de elicitores (proteínas Avr) produzidos pelo 

patógeno (Kobe e Deisenhofer, 1994; Jones e Jones, 1997). 

 Vários genes de resistência pertencentes a esta família já foram clonados e bem 

caracterizados. São exemplos os genes de resistência de Arabidopsis thaliana, linho, tabaco, 

tomate e arroz (Bent et al., 1994; Mindrinos et al., 1994; Whitham et al., 1994; Grant et al., 

1995; Lawrence et al., 1995; Milligan et al., 1998; Yoshimura et al., 1998). 

 

1.5.1.1 A organização dos genes NBS-LRR no genoma das plantas 

 

 Os loci NBS-LRR podem ser encontrados como genes isolados (singletons) ou em 

clusters (Holub, 2001). Em alguns casos, estes clusters contém cópias dos genes NBS-LRR 

de clados filgeneticamente diferentes (Hulbert et al., 2001; Leister et al., 1996). A partir do 

sequenciamento do genoma de Arabidopsis - 125 Mb no total - pode-se analisar a diversidade 

e organização das sequências de genes de resistência desta família. Aproximadamente 150 

sequências mostraram homologia à família NBS-LRR. Estes genes de resistência estão 

desigualmente distribuídos nos cromossomos, sendo 49 no cromossomo I, 2 no cromossomo 

II, 16 no cromossomo III, 28 no cromossomo IV e 55 no cromossomo V. Embora haja muitos 

destes genes de resistência em famílias multigênicas, há 46 homólogos de genes de resistência 

em singletons, 25 doublets, 8 loci com três cópias, e loci individuais com quatro, cinco, sete, 

oito e nove genes codificantes de NBS-LRR. Há mais genes TIR-NBS-LRR (94) que genes 

não-TIR-NBS-LRR (55) (Meyers et al., 2003). No caso do Oryza sativa L. (var. Nipponbare) 

– com um genoma de 420 Mb – há aproximadamente 535 sequências codificadoras de NBS, 

incluindo 480 genes não-TIR-NBS-LRR (Goff et al., 2002; Zhou et al., 2004). A distribuição 

cromossômica de genes codificadores de NBS em arroz varia de 20 no cromossomo 9 a 133 

no cromossomo 11. Estes 480 genes não-TIR-NBS-LRR representam cerca de 1% de todas as 

ORFs previstas no genoma do arroz (Goff et al., 2002), enquanto no genoma  de A. thaliana, 

TIR e não-TIR-NBS-LRR representam 0,43% do total previsto de ORFs. Assim, tanto o 

número absoluto quanto o relativo de representação  de genes NBS-LRR no genoma de arroz 

são claramente mais elevados do que no genoma Arabidopsis (Bai et al., 2002). 263 genes 

codificadores de NBS residiam em 44 clusters e o número médio de genes em cada cluster era 

seis. Há 15 grupos com quatro cópias, 13 com cinco, 4 com seis, 4 com sete, 3 com oito, 3 
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com dez, 1 com 15 e 1 com 17 genes codificadores de NBS . Além destes clusters, havia 40 

doublets e 17 de triplets. Portanto, um total de 394 genes residiam em um cluster ou em 

estavam em tandem (Zhou et al., 2004). 

 

1.5.1.2 Os motivos conservados no domínio NBS 

 

 O domínio NBS, TIR e não-TIR, em genes de resistência ou análogos de genes de 

resistência possuem motivos amplamente conservados em função da diversidade de patógenos 

(Figura 6). Em NBS TIR e não-TIR há motivos P-loop, kinase 2 e GLPL. Os motivos RNBS-

A e RNBS-D estão presentes em ambos, TIR e não-TIR, mas apresentam diferenças entre 

eles.  

 

 

 

 

 

Fonte: Emediato, 2009 

 

Figura 6: Alguns motivos conservados dentro do domínio NBS. Nos retângulos azuis estão 

os motivos presentes em ambos, TIR e não-TIR; nos retângulos vermelhos os motivos 

exclusivos não-TIR; nos retângulos amarelos os motivos exclusivos TIR.  

 

 O motivo P-loop, também chamado kinase-1, está envolvido na ligação com fosfatos e 

íons Mg. A kinase-2, que participa de reações de transferência de grupos fosfato, contém 

quatro aminoácidos hidrofóbicos consecutivos seguidos por resíduo conservado de aspartato. 

O motivo GLPL possui a sequência glicina, leucina, prolina e leucina de aminoácidos (Liu et 

al., 2007). Os motivos RNBS-A e RNBS-D apresentam grande variabilidade na sua 

composição. 

 

1.5.2 Família RLP: Receptor-like proteins 

 

 Os genes de resistência desta família codificam proteínas que funcionam como 

receptores (receptor-like proteins – RLPs) e possuem um domínio LRR extracelular no N-

terminal ancorado à célula com pequenos domínios transmembrana. Não existem domínios 

P-loop RNBS-A RNBS-A RNBS-D RNBS-D  kinase 2 GLPL 

N-terminal C-terminal 
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sinalizadores intracelulares. Em tomate (Lycopersicon esculentum), os receptores LRR estão 

ancorados na membrana e são codificados por um complexo de genes cf que conferem 

resistência a Cladosporium fulvum (Wulff et al., 2009). 

 RLPs também estão envolvidos no desenvolvimento das plantas. Em Arabidopsis há o 

gene Tmm (Yang e Sack, 1995; Nadeau e Sack, 2002), que está envolvido na padronização 

estomática, e o gene Clavata2 (Clv2) (Jeong et al., 1999) e o seu ortólogo em milho (Zea 

mays) Fasciated Ear2 (Fea2) (Taguchi-Shiobara et al., 2001), que estão envolvidos no 

desenvolvimento de meristema. 

 

1.5.3 Família RLK: Receptor-like kinases 

 

 As proteínas codificadas pelos genes desta família possuem um domínio LRR 

extracelular, um domínio serina/treonina quinase intracelular e um domínio transmembrana. 

O domínio LRR está relacionado à recepção de estímulos externos e a serina/treonina quinase, 

às cadeias de fosforilações na transdução de sinais do citoplasma ao núcleo celular (Song et 

al., 1995).  

 As proteínas desta família de genes  podem ser dividas em duas categorias principais 

(Shiu et al., 2004). A primeira categoria funcional consiste em quinases envolvidas no 

crescimento e desenvolvimento celular. Em Arabidopsis há genes envolvidos na abscisão de 

órgãos florais (Haesa) (Jinn et al., 2000.), na regulação do crescimento celular (Bri1) (Li e 

Chory, 1997) e no desenvolvimento do meristema (Clavata1) (Clark et al., 1997). Na segunda 

categoria estão as proteínas envolvidas na interação planta-patógeno e respostas de defesa, 

como o gene Xa21, que confere resistência às raças de Xanthomonas oryzae pv. oryzae em 

arroz (Song et al., 1995) e o gene de percepção da flagelina em A. thaliana, Fls2 (Gomez-

Gomez e Boller, 2000).  

 

1.5.4 Família serina/treonina quinase citoplasmática sem domínio LRR (RSTK) 

  

 Esta família codifica proteínas que não contém domínios NBS-LRR. Possuem uma 

quinase que fosforila resíduos de serina e treonina (Tang et al., 1996). O exemplo mais 

conhecido, o gene AvrPto, confere resistência a algumas estirpes de Pseudomonas syringae 

pv. tomato em tomate. Em experimentos in vitro, Pto se mostrou capaz de autofosforilação 

em vários sítios. A função do gene Pto requer mediação do gene Prf, membro da classe NBS-

LRR (Jones et al., 1997) que tem ligação próxima ao gene Pto (Salmeron et al., 1996). A 
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resistência conferida pelo gene Pto está associada à reação de hipersensibilidade e à morte 

celular programada. 

 

1.5.5 Família com domínio coiled coil ancorado à membrana  

 

 Esta família de genes de resistência foi encontrada em Arabidopsis. O principal 

representante, o gene RPW8, codifica uma redutase localizada na membrana, com uma 

estrutura helicoidal, sem semelhança alguma com qualquer outro gene de resistência (Kobe e 

Kajava, 2001). O gene RWP8 ativa a produção de ácido salicílico como estratégia de defesa e 

promove o acúmulo local de H2O2, presumivelmente para restringir o crescimento do 

haustório reduzindo ao mesmo tempo o dano oxidativo às células do hospedeiro (Wang et al., 

2009), conferindo um amplo espectro de resistência (Xiao et al., 2003). 

 

1.5.6 Genes de resistência que codificam proteínas diversas 

 

 São agrupados nesta família, os genes que codificam R proteínas que não se alinham 

com aquelas das 5 primeiras famílias. Vários genes foram descritos e conferem resistência a 

uma grande variedade de patógenos. Alguns exemplos são o gene HS1, que confere 

resistência a Heterodera schachtii em beterraba (Beta vulgaris) (Cai et al., 1997), o gene Mlo, 

que codifica uma proteína da membrana confere resistência a Erysiphe graminis f.sp. hordei 

em cevada (Hordeum vulgare) (Büschges et al., 1997) e o gene  RTM2, que confere 

resistência ao tobbaco etch potyvirus (TEV) em Arabidopsis (Whitham et al., 2000). 

 

1.6 Análogos de genes de resistência (RGAs) 

 

 Uma alternativa para encontrar genes de resistência em plantas é a busca de análogos 

de genes de resistência (RGAs). Os RGAs podem ser identificados por similaridade de 

seqüência: certos domínios funcionais, NBS e LRR, por exemplo, são altamente conservados 

mesmo entre genes de resistência remotamente relacionadas. Estudos genômicos revelaram 

que as famílias NBS-LRR, RLP e RLK estão presentes em quase todas as plantas (Young, 

2000). 

 Conhecendo bem a estrutura dos genes de resistência, bem como quais são os domínios 

conservados e os motivos de cada um, é possível desenhar primers degenerados para a busca 

desses genes em uma determinada espécie.  
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 RGAs podem ser amplificados por PCR e/ou usando informações genômicas e, então, 

mapeados geneticamente. Se um RGA se relaciona a um locus de resistência previamente 

definido, sua funcionalidade pode ser testada. Isso geralmente é feito para determinar se um 

gene candidato confere resistência quando expresso como um transgene em uma linhagem 

que é, normalmente, suscetível à doença (Hulbert, 2001). 

 Usando análises baseadas em PCR em busca de domínios conservados para a família 

NBS-LRR de genes de resistência, já foram fornecidos genes candidatos de resistência em 

diversas culturas como a batata (Leister et al., 1996), soja (Kanazin et al., 1996 ; Yu et al., 

1996; Peñuela et al., 2002; He et al., 2003), milho (Collins et al., 1998), girassol (Gentzbittel 

et al., 1998), alface (Shen et al., 1998), Brassica (Joyeux et al., 1999), arroz (Mago et al., 

1999), feijão (Rivkin et al., 1999), citros (Deng et al., 2000), café (Noir et al., 2001), grão de 

bico (Huettel et al., 2002), uva (Donald et al., 2002), trigo (Lacock et al., 2003), chicória 

(Plocik et al., 2004) e sorgo (Totad et al., 2005).  

 Lee et al. (2003), trabalhando com dois cultivares de maçã, Malus domestic cv. Fuji e 

M. domestic cv. Hong-ok e duas espécies selvagens, M. prunifolia e M. baccata, identificou 

11 distintos RGAs com características da família NBS de genes de resistência, usando PCR e 

primers degenerados direcionados a motivos conservados em NBS-LRR. 

 De forma semelhante, He et al., (2003) indentificaram e caracterizaram 61 RGAs em 

algodão (Gossypium hirsutum L.) por meio de PCR e primers degenerados. 

 

1.6.1 Utilização de RGAs 

 

1.6.1.1 Seleção e análise de clones BAC e mapeamento físico 

 

 Clones BAC (Bacterial Artificial Chromosome) são fatores F modificados que podem 

clonar grandes fragmentos de DNA - insertos de até 500 kb de comprimento – e, 

consequentemente, permitem a exploração de genomas baseada em bibliotecas de grandes 

genomas (Shizuya et al., 1992; Zhang et al., 1996; Tomkins et al., 1999). A utilização de 

clones BAC em substituição aos clones YAC (Yeast Artificial Chromossome) se deu pela 

eficácia de transformação, por não apresentarem quimerismos e nem rearranjos dos insertos 

(Marra et al., 1997; Yüksel e Paterson, 2005).  

 A técnica apresenta várias finalidades e aplicações, entre elas o isolamento de genes de 

interesse, o mapeamento físico, a ligação entre mapas genéticos e físicos, a identificação de 

regiões cromossomais de interesse e o seqüenciamento e compração de genomas. No caso da 
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utilização para o mapeamento físico, são gerados mapas genéticos que estão distribuídos pelo 

genoma. Estes mapas fornecem maneiras para clonagem posicional, já que na essência são 

como andar sobre os cromossomos. O mapeamento físico possibilita a localização 

cromossômica de genes de interesse, o que auxilia no processo de melhoramento assistido 

(Proite, 2009). 

 Nas bibliotecas BAC, cada clone é armazenado individualmente e ordenadamente. Já 

existem bibliotecas BAC para diversas espécies vegetais de importância econômica, como 

amendoim (Yüksel e Paterson, 2005); milho (Messing et al., 2004); soja (Danesh et al., 1998; 

Tomkins et al., 1999); arroz (Ammiraju et al., 2006); trigo (Akhunov et al., 2005; Devos et 

al., 2005); café (Noir et al., 2004), entre vários outros. 

 Em arroz, vários RGAs foram identificados em bibliotecas BAC e tiveram o 

mapeamento feito. Um exemplo é o gene RPR1. Identificado primeiramente por meio de 

primers degenerados, este gene codifica uma proteína NBS-LRR e o seu mapeamento revela 

sua localização no cromossomo 11 (Song et al, 1997). 

 

1.6.1.2 Análise de expressão gênica 

  

 A análise da expressão gênica diferencial é uma importante ferramenta molecular e 

pode contribuir para a caracterização de resistências, pois possibilita a identificação de genes–

chave de redes pela comparação da expressão gênica durante o desenvolvimento de uma 

estrutura sob condições normais e em organismos carregando uma mutação ou submetidos a 

algum tipo de estresse (Guimarães et al., 2005). 

 Para o entendimento da função de um gene, é fundamental o estudo de onde e quando 

ele é expresso. Recentemente, várias estratégias foram desenvolvidas para permitir o estudo 

da função de vários genes simultaneamente, entre elas: a genética reversa (geração de 

mutações específicas em genes de interesse), screens mutagênicos (geração de mutações 

randômicas e screening de um pool de mutantes para se identificar fenótipos de interesse) e 

bioinformática (a análise dos dados gerados por todas as estratégias acima mencionadas). As 

estratégias acima, associadas a projetos genoma, que têm como objetivo o seqüenciamento 

completo do genoma de vários organismos, têm possibilitado o estudo sistemático da 

expressão diferencial de genes. A análise da expressão diferencial de genes em resposta ao 

ataque de um patógeno constitui, portanto, ferramenta importante no isolamento de genes de 

resistência ou de fatores envolvidos com a interação patógeno-hospedeiro (Guimarães et al., 

2005). 
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 Vários trabalhos tem buscado avaliar ESTs relacionadas a infecções por importantes 

patógenos. Ameline-Torregrosa et al. (2008), trabalhando com a leguminosa Medicago 

truncatula e os patógenos Colletotrichum trifolii e Erysiphe pisi, realizou uma análise BLAST 

de 25 seqüências de RGAs no banco de dados de ESTs de M. truncatula. Como resultado, 

foram encontradas ESTs para os RGAs identificados, com excessão de um.  

 

1.6.1.3 Marcadores moleculares e seleção assistida por marcadores 

 

 Segundo Milach (1998), marcadores moleculares são características de DNA que 

diferenciam dois ou mais individuos e são herdados geneticamente. Os marcadores 

moleculares são, geralmente, herdados de forma codominante, não costumam exibir 

interações epistáticas ou pleiotrópicas, são detectados em tecidos jovens ou adultos e em 

qualquer fase do desenvolvimento da planta. A utilização de marcadores moleculares permite 

que a seleção e novos cruzamentos sejam realizados em uma mesma geração, o que aumenta 

consideravelmente a eficiência de um programa de melhoramento. 

 A seleção assistida por marcadores consiste na identificação precoce de plantas que 

apresentam fenótipo desejável pela análise molecular de seu genótipo. Três condições são 

necessárias para a utilização da seleção assistida por marcadores moleculares em programas 

de melhoramento. A primeira é que o marcador deve estar associado ao gene de interesse. A 

segunda é que a técnica deve ser baseada em PCR e ser eficiente o suficiente para fazer a 

avaliação de grandes populações. Por ultimo, a técnica deve ser reproduzível, econômica e de 

fácil condução (Mohan et al., 1997)  

 Neste contexto, em várias plantas, fragmentos de RGAs foram utilizados como 

marcadores moleculares para marcar loci de resistência a doenças. Alguns exemplos são 

Arabidopsis thaliana (Aarts et al., 1998), melão (Mas et al., 2001), caupi (Gowda et al., 

2002), Lycopersicon (Zhang et al., 2002), feijão (Lopez et al., 2003), cacau (Lanaud et al., 

2004) e algodão (Hinchliffe et al., 2005). 

 Em arroz, mais de 15 genes e dezenas de loci de características quantitativas (QTL) 

associados à resistência foram identificados e localizados através do uso de marcadores 

moleculares como RFLP e AFLP (Song et al., 2001). Alguns RGAs também foram clonados 

por PCR usando primers degenerados que foram projetados com base nas regiões conservadas 

dos genes de resistência e os resultados de estudos posteriores mostraram que alguns destes 

RGAs estão ligados firmemente a marcadores RFLP ou RAPD (Song et al., 2001). 

Ramalingam et al. (2003) buscaram RGAs que pudessem ser utilizados como marcadores 
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moleculares para testar a associação de resistência em arroz para diversas doenças. Os 118 

loci marcadores obtidos por PCR e RFLP. Agrupamentos de RGAs foram observados, 

principalmente no cromossomo 11, onde houve o reconhecimento de genes de resistência ao 

crestamento bacteriano e QTLs para queima das bainhas.  

 Em cana de açúcar (Saccharum officinarum), num trabalho feito por Rossi et al., 

(2003), 88 RGAs expressos foram agrupados em clusters. Cinqüenta RGAs, quando 

utilizados como marcadores RFLP, mostraram um total de 148 loci polimórficos single-dose. 

Um cluster de dois loci contendo RGAs NBS-LRR foi identificado como pertencente ao 

único gene de resistência conhecido nesta cultura e que confere resistência à ferrugem da 

cana.  

 Em milho, Zea mays, Collins et al. (1998) identificaram 11 NBS-LRR RGAs e a partir 

deles e de outro RGA obtido de trigo mapearam 20 loci por RFLP. A utilização destes RGAs 

como sondas possibilitou a identificação de regiões genômicas que possuem genes de 

resistência a virus e fungos. Liu et al. (2011) desenvolveram conjuntos de marcadores 

moleculares que usam o polimorfismo de comprimento de íntrons em RGAs em milho. Foram 

selecionados 632 RGAs que possuíam ao menos um íntron que pudesse servir como marcador 

putativo para o polimorfismo do comprimento do íntron. Por meio de e-PCR foram 

desenvolvidos 1972 marcadores candidatos com pares de primers desenhados para regiões 

exônicas que ladeiam o íntron. Como resultado, 46,4% dos candidatos a marcadores possuíam 

a capacidade de discriminar polimorfismo. 

 

1.7 Melhoramento e recursos genômicos em Elaeis 

 

 O interesse em germoplasma de E. oleifera é devido a algumas características como 

crescimento lento, qualidade do óleo e resistência a doenças, incluindo amarelecimento fatal, 

o principal problema de cultivo na América (Bergamin Filho et al., 1997), bem como a 

murcha de Fusarium, a principal doença da cultura na África (Renard et al., 1980;. Hardon et 

al., 1985). 

 Devido a sua menor produtividade, o cultivo de caiaué ainda não é economicamente 

viável. No entanto, híbridos interespecíficos das duas espécies do gênero podem ser obtidos 

com rendimentos em torno de 90% da produção comercial da cultivar comercial, mas 

geralmente mostrando esterilidade parcial (Amblard et al., 1995).  

 Os híbridos interespecíficos geralmente apresentam características intermediárias aos 

dois genitores (Tabela 2), revelando assim a ação predominantemente aditiva dos genes. 
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Dentre essas características, enfatiza-se a menor taxa de crescimento de tronco, o que 

aumentaria o período de exploração econômica dos plantios, produção de óleo com teor de 

ácidos graxos insaturados superiores ao do dendezeiro, sendo, portanto, mais líquido nas 

condições ambientais e apresentando-se mais apropriado ao consumo alimentar. Além de 

aspectos relacionados à resistência a doenças e pragas, às quais o dendezeiro é suscetível 

(Barcelos, 1986). 

 

Tabela 2: Valores de caracteres agronômicos de E. guineensis, E. oleifera e híbrido 

interespecífico. 

 

Característica Unidade E. guineensis E. oleifera Híbrido F1 
Crescimento do estipe cm/ano 30 - 75 5 15 - 25 
Amarelecimento fatal Mortalidade (%) 75 0 ! 1 
Fusariose Índice de incidência 58 - 141 0 - 400 0 - 150 
Grau de insaturação do óleo % 40 - 60 60 - 83 62 - 69 
Teor de óleo na polpa seca % 67 - 76 35 - 49 59 - 68 
Teor de óleo no cacho % 18,3 - 25,5 1,7 - 4,4 3,8 - 17,0 
Taxa de extração de óleo % 20 - 24 ! 9 8,9 - 18,8 

Fonte: Chia, 2008 

 

 Apesar das características de grande interesse agronômico dos híbridos, estes 

apresentam um aspecto limitante para sua exploração em plantações comerciais; a baixa 

produtividade em óleo, conseqüência de uma baixa relação óleo/mesocarpo e frutos 

normais/cacho. Ensaios conduzidos no Benim, Costa do Marfim e Indonésia demonstraram 

que as melhores progênies híbridas eram inferiores de 10 a 15% em relação aos materiais 

comercias de dendezeiro. Além da baixa produção em óleo, existem problemas de fertilidade 

polínica que levam à necessidade da realização de polinizações assistidas para boa 

frutificação, sobretudo em áreas em que não existam dendezais nas proximidades (Barcelos e 

Amblard, 1992; Amblard et al., 1995). 

 A busca de RGAs em Elaeis conta, até o momento, com apenas 4 seqüências 

depositadas no Genbank. Há, portanto, grande necessidade em aumentar o numero de 

pesquisas que visem achar estes genes análogos de resistência. 

 Ho et al. (2007)  construíram seis bibliotecas de cDNA a partir de embriões zigóticos 

de dendê, células em suspensão, meristemas apicais, flores e raízes. Foram gerados um total 

de 14.537 (ESTs). Várias outras iniciativas buscando a montagem de bibliotecas de cDNA e 

ESTs tem sido relatadas e estão em andamento. 
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A primeira biblioteca BAC de dendê foi construída usando a enzima Hind III em E. 

guineensis. Tentativas preliminares também têm sido reportadas para construção de uma 

biblioteca BAC na Malásia, com estimativa de cobertura de aproximadamente 2 vezes o 

tamanho do genoma de E. guineensis. Entretanto, nenhuma iniciativa, até o momento, foi feita 

para o desenvolvimento de uma biblioteca BAC para E. oleifera. Para dendê, 8.000 clones 

BAC, de 120 kb cada, equivalem a um genoma haplóide. O desenvolvimento de mapas físicos 

para plantas de interesse comercial, que na sua maioria apresentam grandes genomas, tem 

uma importância fundamental, pois facilitam novas formas de pesquisa na sua genética e 

melhoramento. Uma vez gerado, os mapas físicos poderão prover virtualmente um número 

ilimitado de marcadores de DNA para realização de gene tagging, manipulação de genes e 

outros estudos genéticos. 

 Estudos sobre marcadores moleculares em Elaeis têm focado principalmente 

cultivares comerciais de E. guineensis, apesar de haver algumas pesquisas já relatadas em E. 

oleifera (Moretzsohn et al., 2002; Singh et al., 2008). Marcadores microssatélites de E. 

oleifera tem sido desenvolvidos com o objetivo de caracterizar coleções de germoplasma 

provenientes da Colômbia, Costa Rica, Panamá e Honduras. No total, dez marcadores 

microssatélites, a maioria deles apresentando transferibilidade para E. guineensis, foram 

desenvolvidos e caracterizados a partir de 1500 seqüências da biblioteca genômica E. oleifera.  

 Os sistemas de transformação genética utilizados mais rotineiramente (transformação 

mediada por Agrobacterium e o sistema de biobalística) têm sido empregados com sucesso na 

transformação de espécies monocotiledôneas. Para E. guineensis, o processo biobalístico já 

foi utilizado para a produção de plantas transgênicas onde foram testados os genes GSU de 

resistência a antibióticos e o o gene GFP que codifica uma proteína fluorescente (Parveez et 

al., 2000).  
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

 Caracterizar análogos a genes de resistência (RGAs) em diferentes materiais de E. 

guineensis e E. oleifera contrastantes em resistência à Fusarium oxysporum f.sp. elaeidis, 

buscando, de forma preventiva, fontes de resistência no gênero. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 Amplificar de forma específica por PCR, RGAs em materiais de E. guineensis e E. 

oleifera contrastantes para resistência a Fusarium oxysporum f.sp. elaeidis utilizando primers 

degenerados desenhados a partir da família NBS-LRR de genes de resistência; 

 Analisar seqüências de DNA por meio de técnicas de bioinformática e identificar 

seqüências com similaridade a genes de resistência em bancos de dados de nucleotídeos e 

proteínas; 

 Determinar a diversidade de RGAs em E. guineensis e E. oleifera por meio da análise 

filogenética das seqüências obtidas. 
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  3. MATERIAL E MÉTODOS 
  

3.1 Seleção de material de Elaeis 
  

 Foram selecionadas acessos de E. guineensis e E. oleifera contrastantes em resistência 

a F. oxysporum f.sp. elaeidis. No total, oito plantas, sendo duas cultivares de E. oleifera e seis 

de E. guineensis foram utilizadas. A Tabela 3 mostra as espécies utilizadas, acessos e 

informações sobre a resistência da planta a F. oxysporum f.sp. elaeidis e sua origem. Todos os 

acessos utilizados fazem parte do programa de melhoramento de Elaeis sp. da Embrapa 

Amazônia Ocidental e provém de diferentes regiões do continente africano, centro de origem 

de E. guineensis, e amazônicas, centro de origem de E. oleifera.  
 

Tabela 3: Espécie, acesso e resistência do material vegetal utilizado 
 

Espécie Acesso Resistência a F. oxysporum f.sp. elaeidis 
E. oleifera Manicoré Resistente (Centro de origem) 
E. oleifera Tefé Resistente (Centro de orgiem) 
E. guineensis Nigéria Resistente (Centro de origem) 
E. guineensis LM2T Resistente (Centro de origem) 
E. guineensis Bahia 1 Não informado 
E. guineensis C 10 Resistente 
E. guineensis C 23 Moderadamente resistente 
E. guineensis C 25 Suscetível 

 

 Os acessos Manicoré e Tefé, de E. oleifera, são provenientes da região amazônica, de 

municípios com o mesmo nome, provável centro de origem da espécie. O acesso Nigéria 

provém do provável centro de origem de E. guineensis. Estes acessos, por terem co-evoluído 

com o patógeno, são resistentes. LM2T é proveniente de La Mé, Costa do Marfim, e 

apresenta resistência a Fusarium. Bahia 1 não possui informações quanto a resistência ao 

patógeno e é proveniente do estado da Bahia. Os acessos C10, resultante do cruzamento 

DA115D (Deli) x LM2T (La Mé), C23, resultante do cruzamento [LM269D (La Mé) x 

DA115D (Deli)] x LM2T, e C25, resultante do cruzamento [DA3D (Deli) x D5D (Deli)] x 

LM2T, são, respectivamente, resistentes, moderadamente resistentes e suscetíveis.  

 Todas as análises laboratoriais foram feitas nas dependências na Universidade 

Católica de Brasília, Campus II. 
 

3.2 Extração do DNA genômico de Elaeis 
 

 O DNA genômico foi extraído de folhas congeladas, armazenadas em freezer a -80ºC, 

segundo o protocolo modificado de CTAB (Grattapaglia e Sederoff, 1994). Tiras de folhas de 
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150 mg foram maceradas em tubos de microcentrífuga de 1,5 mL com o auxílio de nitrogênio 

líquido. Foi adicionado ao tecido recém macerado 1 mL de tampão de extração CTAB 

(brometo de cetil trimetil amônio – CTAB 5%; NaCl 5M; Tris-HCl 1M pH 8,0; Água 

destilada; 2-mercaptoetanol; Polivilpirrolidona), solução na qual foi ressuspendido. Os tubos 

foram incubados em banho-maria a uma temperatura de 65˚C por 30 minutos. Foi feita a 

primeira extração com solvente orgânico adicionando 600 !l de uma solução de clorofórmio e 

álcool isoamílico na proporção de 24:1. Os tubos foram agitados em vórtex, homogeneizados 

e centrifugados em microcentrífuga a velocidade de 12000 rpm durante 5 minutos. A fase 

superior, aquosa, foi transferida para um novo microtubo de 1,5 mL e à ela foi adicionado 

1/10 de seu volume de uma solução 10% CTAB, 1,4 M NaCl. Foi feita uma nova extração 

com o mesmo solvente orgânico e nova centrifugação a velocidade de 12000 rpm durante 5 

minutos. Novamente retirou-se a fase aquosa superior, a qual foi transferida para um novo 

microtubo de 1,5 mL. Foi adicionada à amostra uma solução de isopropanol a -20˚C em um 

volume de 2/3 do total do extrato. Deixou-se precipitar o DNA overnight a 4°C. Os tubos 

foram centrifugados a 7500 rpm durante 5 minutos para a formação de um pellet. Foi 

descartado o sobrenadante e o pellet foi lavado duas vezes em 1 mL de etanol 70%. Após 

centrifugação a 7500 rpm durante 3 minutos, o pellet foi lavado uma vez em 1 mL de etanol 

95%. Retirou-se o etanol e o pellet foi ressuspendido em 50 mL de tampão TE (Tris-HCl 10 

mM pH 8,0; EDTA 1 mM) com RNAse (10 !g/mL). O DNA genômico total foi quantificado 

utilizando o espectrofotômetro Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific) e também em gel de 

agarose 1,5%, corado com 5 µg/mL de brometo de etídeo a 0,15 µg/mL, utilizando como 

marcador 4 µL de Low DNA Mass Ladder (Invitrogen, EUA). Devido a grande quantidade de 

RNA visualizado no gel de agarose, todos os DNAs foram tratados com 2 !L de TE + RNAse 

(10 !g/mL) e novamente quantificados. Todas as amostras de DNA foram ajustadas para uma 

concentração final de 20 ng/!L.  
 

3.3 Amplificação de RGAs por PCR 
 

 Foram testadas quatro combinações de primers degenerados com o objetivo de obter 

produtos pertencentes à família NBS-LRR de genes de resistência. A primeira combinação, 

denominada combinação A, foi formada pelos primers P1A e P3A. A combinação B foi 

formado pelos primers P1B e RNBS-D, a combinação C, pelos primers 1F e P3B e 

combinação D, pelos primers 3F2 e 13R1. A Tabela 4 mostra a sequência, o motivo no qual 

há anelamento e o autor do primer. A Figura 7 mostra um esquema dos motivos conservados 
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e a região de anelamento dos primers. 
 

Tabela 4: Seqüências dos primers degenerados usados na amplificação de RGAs em Elaeis e 

seus motivos alvo 
 

 

*Código degenerado de bases: I = inosine; R = A/G; Y = C/T; M = A/C; K = G/T; W = A/T; S = C/G; B = 
C/G/T; D = A/G/T; H = A/C/T; V = A/C/G; N = A/C/ G/T 
 

 
Fonte: Emediato, 2009 

Figura 7: Motivos conservados em dominios NBS e LRR alvos de primers degenerados. As 

setas mostram as posiçoes aproximadas de anelamento dos primers.  
 

 As condições de PCR foram otimizadas em termos de temperatura de anelamento de 

primer e concentração de reagentes. As reações foram realizadas conforme a Tabela 5. As 

reações foram realizadas com volume final de 50 µL para a combinação B, a fim de conseguir 

maior concentração de DNA, e 25 µL para as combinações A, C e D, contendo, para cada 

combinação, 20 ng/µL de DNA, 2,6 mM de MgCl2, 0,2 mM de dNTPs, 1 µM do primer a ser 

utilizado, 5 U/µL de DNA polimerase Taq Platinum (Phoneutria, Belo Horizonte, MG), e 10X 

de tampão da Taq Platinum (Phoneutria, Belo Horizonte, MG). As temperaturas dos ciclos de 

PCR foram de acordo com o seguinte programa: 94°C por 3 minutos; 35 ciclos de 94°C por 1 

minuto, 48°C por 30 segundos – para a combinação B – e 50˚C por 30 segundos – para a 

combinação D –, 72°C por 1 minuto; e 10 minutos para extensão final a 72°C.  

 

 
Comb. 

Primer 
degenerado Seqüência do primer  (5’a 3’)* Motivo protéico 

alvo Grupo de origem Autor 

P1A (foward) GGIATGCCIGGIIIIGGIAARACIAC P-loop Dicotiledônea Bertioli et al., 2003 
A 

P3A (reverse) AIITYIRIIRYIAGIGGYAAICC GLPL Dicotiledônea Bertioli et al., 2003 

P1B (foward) GGIATGGGIGGIIIIGGIAARACIAC P-loop Dicotiledônea Bertioli et al., 2003 
B 

RNBS-D (reverse) GGRAAIARISHRCARTAIVIRAARC RNBS-D não-TIR Mono  e Dicotiledônea Penuela et al., 2002 

1F (foward) GGCGGGGTGGGCaaracnacnht P-loop Dicotiledônea Miller et al., 2008 
C 

P3B (reverse) AIITYIRIIRYIAGIGGIAGICC GLPL Dicotiledônea Miller et al., 2008 

3F2 (foward) GAGGTACTTCCTGGTGCTGgaygayrtbtgg Quinase 2 Monocotiledônea Miller et al., 2008 
D 

13R1 (reverse) CGGCCAAGTCGTGCAyvakrtcrtgca LRR Monocotiledônea Miller et al., 2008 
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Tabela 5: Reagentes e concentrações utilizados para a amplificação de RGAs NBS-LRR por 

PCR 
 

Reagente Comb. B (µL) Comb. D (µL) 
Tampão 10x  5,0 2,5 
MgCl2 (2,6 mM) 1,0 0,75 
DNTPs (0,2mM) 4,0 2,0 
Primer forward (1!M) 4,0 2,5 
Primer reverse (1!M) 4,0 2,5 
Taq polimerase (5U/!L) 0,5 0,4 
DNA (20ng/!L) 5,0 2,0 
Água (Milli-Q) 26,5 12,35 
Volume Total 50,0 25,0 

 

 As combinações A e C, tratamentos 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29 e 

31, foram descartadas, pois se mostraram inespecíficas. A Tabela 6 mostra a combinação de 

primers utilizada por espécie e cultivar, conferindo siglas para cada um dos tratamentos. 
 

Tabela 6: Nomes dos tratamentos baseados em espécie, acesso e combinação de primers 

degenerados 
 

Tratamento Espécie Acesso Combinação de primers Sigla 
1 E. oleifera Manicoré P1A / P3A EO_MAN_P1A/P3A_CO 
2 E. oleifera Manicoré P1B / RNBS-D EO_MAN_3F2/13R1_CO 
3 E. oleifera Manicoré 1F / P3B EO_MAN_1F/P3B_CO 
4 E. oleifera Manicoré 3F2 / 13R1 EO_MAN_3F2/13R1_CO 
5 E. oleifera Tefé P1A/P3A EO_TEF_P1A/P3A_CO 
6 E. oleifera Tefé P1B / RNBS-D EO_TEF_P1B/RNBSD_CO 
7 E. oleifera Tefé 1F / P3B EO_TEF_1F/P3B_CO 
8 E. oleifera Tefé 3F2 / 13R1 EO_TEF_3F2/13R1_CO 
9 E. guineensis Nigéria P1A / P3A EG_NIG_P1A/P3A_CO 

10 E. guineensis Nigéria P1B / RNBS-D EG_NIG_P1B/RNBSD_CO 
11 E. guineensis Nigéria 1F / P3B EG_NIG_1F/P3B_CO 
12 E. guineensis Nigéria 3F2 / 13R1 EG_NIG_3F2/13R1_CO 
13 E. guineensis LM2T P1A / P3A EG_LM2T_P1A/P3A_R 
14 E. guineensis LM2T P1B / RNBS-D EG_LM2T_P1B/RNBSD_R 
15 E. guineensis LM2T 1F / P3B EG_LM2T_1F/P3B_R 
16 E. guineensis LM2T 3F2 / 13R1 EG_LM2T_3F2/13R1_R 
17 E. guineensis Bahia 1 P1A/P3A EG_BA1_P1A/P3A_NI 
18 E. guineensis Bahia 1 P1B / RNBS-D EG_BA1_P1B/RNBSD_NI 
19 E. guineensis Bahia 1 1F / P3B EG_BA1_1F/P3B_NI 
20 E. guineensis Bahia 1 3F2 / 13R1 EG_BA1_3F2/13R1_NI 
21 E. guineensis C 10 P1A / P3A EG_C10_P1A/P3A_R 
22 E. guineensis C 10 P1B / RNBS-D EG_C10_P1B/RNBSD_R 
23 E. guineensis C 10 1F / P3B EG_C10_1F/P3B_R 
24 E. guineensis C 10 3F2 / 13R1 EG_C10_3F2/13R1_R 
25 E. guineensis C 23 P1A/P3A EG_C23_P1A/P3A_MR 
26 E. guineensis C 23 P1B / RNBS-D EG_C23_P1B/RNBSD_MR 
27 E. guineensis C 23 1F / P3B EG_C23_1F/P3B_MR 
28 E. guineensis C 23 3F2 / 13R1 EG_C23_3F2/13R1_MR 
29 E. guineensis C 25 P1A / P3A EG_C25_P1A/P3A_S 
30 E. guineensis C 25 P1B / RNBS-D EG_C25_P1B/RNBSD_S 
31 E. guineensis C 25 1F / P3B EG_C25_1F/P3B_S 
32 E. guineensis C 25 3F2 / 13R1 EG_C25_3F2/13R1_S 
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 Seguido da amplificação, os produtos de PCR foram visualizados sob luz U.V. em géis 

de agarose 1.5% corados com 5 µL de brometo de etídio a 0,15 µg/mL. Os marcadores de 

peso molecular 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen, EUA) e Low DNA Mass Ladder 

(Invitrogen, EUA) foram incluídos em todos os géis (2 µL de cada). 

 

3.4 Purificação e clonagem de produtos de PCR 

  

 Os produtos de PCR que possuíam o tamanho esperado de pares de base, 

aproximadamente 650 pb para a combinação P1B/RNBS-D e 700 pb para a combinação 

3F2/13R1, foram purificados com o Qiagen QIAquick PCR purification kit (Qiagen, 

Valencia, Ca, E.U.A.). Posteriormente foram ligados em vetor pGEM-T Easy (Promega, 

Madison, WI, EUA), atendendo as condições descritas pelo kit.  

 A diálise foi feita para a retirada do excesso de sal. Foram alicotadas as amostras em 

membranas Millipore VSWP02500 (0,025 µm) sobre água Milli-Q autoclavada. Deixou-se a 

diálise ocorrer por 40 minutos. 

 Para a confecção de células competentes, uma colônia de Escherichia coli DH5# foi 

colocada em 5 mL de meio LB (Luria-Bertani Broth) líquido sem antibiótico em tubo falcon 

de 15 mL e deixada no shaker overnight a 37°C e 250 rpm. 1 mL deste pré-inóculo foi 

incubado em frasco Erlenmeyer contendo 199 mL de meio LB líquido durante, 

aproximadamente, 5 horas (colocado em shaker a 37°C e 250 rpm) para o crescimento da 

bactéria. Os 200 mL do inóculo foram distrubuídos em 4 tubos Falcon de 50 mL gelados (50 

mL em cada) e colocado por 30 minutos no gelo. Após este período, os tubos foram 

centrifugados a 3660 rpm a 12°C por 25 minutos. O sobrenadante foi retirado e 50 mL de 

água destilada autoclavada foram acrescentados aos tubos. As amostras forma centrifugadas a 

4226 rpm por 20 minutos a 12°C e, posteriormente, o sobrenadante foi descartado. O pellet 

foi ressuspendido em 25 mL de glicerol 10% gelado e o conteúdo dos quatro tubos foram 

juntados dois a dois. Foi feita uma nova centrifugação a 4226 rpm por 15 minutos a 12°C, 

com o posterior descarte do sobrenadante. Adicionou-se 15 mL de glicerol 10% gelado e o 

conteúdo dos dois tubos foram transferidos para um só. Este tubo foi centrifugado a 4226 rpm 

por 15 minutos a 12°C e o sobrenadante foi descartado. O pellet foi ressuspendido em solução 

GYT (10% de glicerol; 0,125% de extrato de levedura e 0,25% de triptona) e distruibuídos em 

tubos eppendorf (50 µL). 

 As células competentes de E. coli DH5# foram transformadas por eletroporação 

utilizando o GenePulser II (Bio-Rad, Hercules, CA, E.U.A.) fixado em 2,5 Kv e 200 W. Um 
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volume de 3 µL de ligação foram adicionados a um tubo eppendorf contendo 50 µL de célula 

competente. A suspensão foi transferida para uma cuveta e imediatamente levada ao 

eletroporador. Todo o procedimento foi feito com o material mantido no gelo. Após a 

eletroporação, foi acrescentado 1 mL de meio SOC (Super Optimal Broth) na suspensão, 

sendo imediatamente incubada por 1 hora a 37°C. Em seguida, 100 e 200 µL do transformado 

foram plaqueados em meio LB Agar contendo 40 µL do substrato de Xgal (20 mg/mL) (5-

bromo-4-cloro-indolil-galactopiranosida), 4 µL do indutor do gene Lac, IPTG (0,1M) 

(isopropil "-D-1-tiogalactopiranosida), e 500 µL de ampicilina (100 µg/mL). O material foi 

incubado a 37°C overnight. 

 

3.5 Extração de DNA plasmidial 

 

 Para a obtenção do pré-inóculo, colônias brancas de bactérias recombinantes foram 

selecionadas manualmente com até 96 clones preservados por combinação de primer e 

acesso. Os transformantes foram inoculados em placa ELISA (Corning-costar 3799) com 130 

µL de meio Circle Grow (CG) com ampicilina (100 µg/mL) e incubados a 37°C por 18 horas. 

Para a armazenagem das placas, 50 µL de glicerol 20% foram adicionados a cada pré-inóculo.  

 A produção do inóculo foi feita utilizando placas Deep Well (Sorenson 23130). 30 µL 

do pré-inóculo foram alicotados em 1 mL de meio CG com ampicilina (100 µg/mL). O 

inóculo foi incubado a 37°C, 275 rpm, por cerca de 18 horas. 

 Para a extração de DNA plasmidial foi utilizado o método adaptado de lise alcalina 

(Sambrook, et al., 2001). Verificada a uniformidade do crescimento do inóculo, as placas 

foram centifugadas a 2080 rcf por 6 minutos. O sobrenadante foi removido e 240 µL de 

solução GET (Glucose 50 mM, EDTA 10 mM, Tris-HCl 25 mM, pH 8), mantida a 4˚C, foi 

adicionada em cada poço. As células foram ressuspendidas e a placa foi novamente 

centrifugada a 2080 rcf por 6 minutos. O sobrenadante foi retirado e 80 µL de GET foram 

adicionados a cada poço. Após a ressuspensão das células, 60 µL da solução foram 

transferidos para uma placa de depolipropileno de fundo em U (Conrning-costar 3365) 

contendo 2 µL de RNAse (10 mg/mL). 60 µL de uma solução de lise contendo NaOH 0,2 M e 

SDS 1% foram adicionados em cada poço. A placa foi misturada por inversão por 20 vezes e 

incubada a temperatura ambiente por 7 minutos. 60 µL da solução neutralizadora de KOAc 

foram adicionados em cada poço. As placas foram incubadas por 7 minutos a temperatura 

ambiente e em seguida centrifugadas por 12 minutos a 2080 rcf. O sobrenadante foi filtrado 

em uma placa Millipore (MAGV N22) fixada a uma microplaca depolipropileno de fundo em 
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V (Corning-costar 3363). Esse conjunto foi centrifugado a 2080 rcf por 6 minutos. A placa 

Millipore foi removida e 90 µL de isopropanol 100% foram adicionados em cada poço com o 

filtrado para a precipitação do DNA. A placa foi, então, homogeneizada e centrifugada a 2080 

rcf para 45 minutos. Após este processo, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi 

lavado com 200 µL de etanol 70% a 4˚C. As placas foram centrifugadas por 5 minutos a 2080 

rcf. O sobrenadante foi, mais uma vez, descartado e o pellet foi deixado em secagem a 

temperatura ambiente por aproximadamente 2 horas e em seguida ressuspendido em 40 µL de 

água Milli-Q autoclavada. O DNA plasmidial foi visualizado sob luz U.V. em géis de agarose 

1,5% corados com brometo de etídio a 0,15 µg/mL. Foram incluídos em todos os géis 2 µL do 

marcador de peso molecular Low DNA Mass Ladder (Invitrogen, EUA). As placas foram 

armazenadas a -4˚C.  

 

3.6 Seqüenciamento de clones recombinantes 

 

 Os insertos de DNA plasmidial de 768 clones, dos 1536 obtidos no total, foram 

seqüenciados unidirecionalmente no seqüenciador ABI 3130xl Genetic Analyser (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA), sendo 48 clones por tratamento. 

 Para o seqüenciamento utilizou-se 4 µL de amostra, 1 µL de água Milli-Q, 2 µL do 

primer M13 reverse e 3 µL de BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA). 

 

3.7 Análise de bioinformática das seqüências 

 

 O processamento das seqüências de DNA foi realizado na plataforma SISGEN (Pappas 

et al., 2008), pelos programas Cross-Match (http://www.phrap.org/phredphrap/general.html), 

SeqClean (Chen et al., 2007), RepeatMasker (http://www.repeatmasker.org) e Lucy (Chou & 

Holmes, 2001). 

 Os dados gerados receberam tratamentos de mascaramento de vetor e regiões 

repetitivas, retirada de regiões de baixa complexidade, bem como o tratamento de qualidade 

com cortes de cauda PoliA/T. Os parâmetros utilizados para o controle de qualidade foram 

PHRED 15 e extensão mínima de 150 pb. 

 As seqüências pré-processadas foram montadas por tratamento, as redundâncias foram 

retiradas e foi desenvolvido um controle responsável pela diferenciação de polimorfismos e 

prováveis erros de seqüenciamento. Esse procedimento foi realizado com o auxílio dos 
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programas PHRAP v. 1.080812 e WCD (Hazelhurst et al., 2008). Posteriormente as 

seqüências foram submetidas ao programa AMOS (http://amos.sourceforge.net) onde 

sofreram marcações de regiões que possuíam mais de duas assinaturas de mis-assembly, isto 

é, regiões com baixa cobertura, alta cobertura ou alta incidência de polimorfismos. As 

seqüências marcadas foram excluídas. 

 Após todos os cuidados relacionados à qualidade das seqüências, foi realizado o 

clustering utilizando o montador genômico MIRA v. 3RC4 (Chevreux, 2004). 

 A geração de uma biblioteca com informações protéicas de viridiplantae (grupo 

monofilético que compreende algas verdes e plantas terrestres) foi desenvolvida por meio do 

HMMER (Oliver et al., 2008) utilizando dados de domínios protéicos originários do Pfam. As 

predições de genes, pseudogenes e domínios conservados foram feitos pelo programa 

Genewise (Birney et al., 2004) utilizando o data set disponibilizado pelo HMMER. A 

confirmação de predição gênica foi feita pelo fGENESH (Slovyev et al., 1994) e 

AUGUSTUS (Stanke et al., 2004). Foi feita, então, a tradução em sequencia protéica pelo 

transeq, tradutor pertencente ao pacote emboss (Rice et al., 2000). 

 As seqüências protéicas foram analisadas utilizando o programa Blastx (Altschul et 

al., 1997) contra o banco de dados proteínas NR do Genbank. Uma análise de similaridade 

entre sequências protéicas com NB-ARC R-genes e RGAs de Arabidopsis thaliana (L.) 

Heynh foi conduzido utilizando-se o programa BLASTx e o software BioLayout Express3D 

(http://www.biolayout.org/). Foram utilizadas, também, as quatro seqüências de referencia de 

NBS-LRR RGAs de E. guineensis disponíveis no GenBank (novembro de 2011). O 

BioLayout é um programa que utiliza um algoritmo para a visualização biológica e que pode 

gerar, com base na similaridade entre sequências proteicas, uma representação 2D ou 3D em 

forma de gráfico de rede (Enright e Ouzounis, 2001). Este tipo de apresentação de dados  

facilita a interpretação de características importantes dentro de grupos com alguma 

similaridade.  Resultados de dados Blastx são convertidos em uma pontuação ponderada na 

forma de um E-value de Blast. 

 Uma análise filogenética entre RGAs NBS-LRR de E. guineensis e E. oleifera foi 

feito pelo método Neighbor Joining. O alinhamento múltiplo das seqüências de DNA foi feito 

por meio do ClustalW (Thompson et al., 1997) e a edição das seqüências utilizadas no 

alinhamento foi feito utilizando o programa Jalview 2 (Waterhouse et al., 2009).  
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4. RESULTADOS 

 

4.1 Desenho experimental e coleta de material vegetal 

  

 O objetivo dos experimentos realizados e baseados em PCR, clonagem e 

seqüenciamento, foi o de maximizar a possibilidade de caracterização de diversos RGAs 

NBS-LRR no gênero Elaeis, por meio da avaliação das duas espécies cultivadas 

comercialmente, E. guineensis e E. oleifera, explorando a diversidade genética de material 

proveniente dos centros de origem de cada espécie, bem como observando molecularmente 

dados que permitam contrastar os diferentes acessos na característica resistência à murcha de 

Fusarium.  

 

4.2 Extração e quantificação do DNA genômico 

 

 O material foliar serviu como uma fonte conveniente de extração de DNA genômico 

de alta qualidade. O DNA genômico total foi quantificado em gel de agarose 1,5%, corado 

com o corante quantitativo brometo de etídeo (Figura 8) e também por meio de 

espectrofotometria (NanoDrop – ND-1000)  (Tabela 7).  

 O DNA genômico, assim como muitos contaminantes comuns encontrados em 

extratos de DNA, possuem absorbâncias entre 230nm e 320nm. O DNA de boa qualidade 

deve apresentar uma taxa de A260/A280 de 1,7 a 2,0 e uma taxa de A260/A230 maior que 

1,5. A desvantagem do método é que também são feitas medições espectrofotométricas de 

contaminantes como RNAs e proteínas co-precipitadas, que exibem absorbância a 260 nm. 

Isto pode contribuir para o aumento da leitura A260 e uma superestimação da concentração de 

DNA.  

 Na eletroforese em gel de agarose e coloração com brometo de etídio, pelo contrário, 

só as medidas de concentração de DNA são determinadas, já que este método não é afetado 

por esses contaminantes. A concentração é calculada por comparação da intensidade da banda 

da amostra com a de uma banda de um marcador de peso molecular cujo conteúdo de DNA é 

conhecido.  

 Como esperado, uma diferença entre as duas quantificações foi observada, sendo que 

as medidas feitas pelo Nanodrop apresentaram uma quantidade muito maior em relação a 

quantificação feita em gel de agarose. 
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Figura 8: Visualização em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etídeo de 2 !l dos 
DNAs genômicos totais de E. oleifera e E. guineensis. Usou-se como marcador para 
quantificação 4 !l de Low DNA Mass Ladder. Amostras no gel: (M) Marcador de peso 
molecular (Low DNA Mass Ladder); (1) E. oleifera, acesso Manicoré; (2) E. oleifera, acesso 
Tefé; (3) E. guineensis, acesso Nigéria; (4) E. guineensis, acesso LM2T; (5) E. guineensis, 
acesso Bahia 1; (6) E. guineensis, acesso C10; (7) E. guineensis, acesso C23; (8) E. 
guineensis, acesso C25). 
 

Tabela 7: Quantificação em ng/!l de DNA total dos acessos de E. oleifera e E. guineensis 

com os respectivos valores de absorbância e razões medidos pelo Nanodrop ND-1000.  

 

Amostra Espécie Acesso 
Concentração 

gel (ng/!l) 
Concentração 

Nanodrop (ng/!l) A260 A280 260/280 260/230 

1 E. oleifera Manicoré 50 666,05 13,32 7,71 1,73 1,24 

2 E. oleifera Tefé 100 1111,83 22,23 13,63 1,63 1,15 

3 E. guineensis Nigéria 50 3285,36 65,70 48,77 1,35 1,03 

4 E. guineensis LM2T 30 1675,43 33,50 18,66 1,80 1,45 

5 E. guineensis Bahia 1 80 1151,06 23,02 12,55 1,83 1,60 

6 E. guineensis C 10 80 1229,80 24,59 13,57 1,81 1,31 

7 E. guineensis C 23 100 1435,47 28,70 16,00 1,79 1,41 

8 E. guineensis C 25 80 4434,53 88,69 47,83 1,85 1,80 
 

4.3 Amplificação de RGAs 
 

 A combinação A de primers abrange o domínio NBS, sendo o primer forward P1A 

capaz de se anelar ao motivo P-loop e o primer reverso P3A, ao motivo GLPL, gerando um 

produto de, aproximadamente, 550  pb. A especificidade dos primers desta combinação não 

foi satisfatória, apresentado co-amplificação de produtos de PCR de tamanho não esperado 

(Figura 9). Como conseqüência, esta combinação de primers não foi utilizada nos passos 

seguintes do processo de caracterização de RGAs.  
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Figura 9: Visualização em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etídeo de 2 !l dos 
produtos inespecíficos de PCR de E. oleifera e E. guineensis gerados pela combinação dos 
primers P1A e P3A. Usou-se como marcador para quantificação 4 !l de Low Mass Ladder. 
Amostras no gel: (M) Marcador de peso molecular (Low DNA Mass Ladder); (1) E. oleifera, 
acesso Manicoré; (2) E. oleifera, acesso Tefé; (3) E. guineensis, acesso Nigéria; (4) E. 
guineensis, acesso LM2T; (5) E. guineensis, acesso Bahia 1; (6) E. guineensis, acesso C10; 
(7) E. guineensis, acesso C23; (8) E. guineensis, acesso C25). 
 

 A combinação B, com os primers P1B e RNBS-D, se mostrou específica (Figura 10). 

P1B (foward) se liga ao motivo P-loop, enquanto RNBS-D (reverse) se liga a um motivo de 

mesmo nome. O produto de PCR gerado contém, aproximadamente, 650 pb. 
 

 

 
 

Figura 10: Visualização em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etídeo de 2 !l dos 
produtos de PCR de E. oleifera e E. guineensis gerados pela combinação dos primers P1B e 
RNBS-D. Usou-se como marcador para quantificação 4 !l de Low Mass Ladder. Amostras no 
gel: (M) Marcador de peso molecular (Low DNA Mass Ladder); (1) E. oleifera, acesso 
Manicoré; (2) E. oleifera, acesso Tefé; (3) E. guineensis, acesso Nigéria; (4) E. guineensis, 
acesso LM2T; (5) E. guineensis, acesso Bahia 1; (6) E. guineensis, acesso C10; (7) E. 
guineensis, acesso C23; (8) E. guineensis, acesso C25). 
 

 A combinação C é capaz de gerar um produto de, aproximadamente, 550 pb. 

Similarmente à combinação A, as regiões de anelamento são os motivos P-loop (primer 
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foward 1F) e GLPL (primer reverse P3B). Como houve inespecificidade de anelamento dos 

primers (Figura 11), o uso desta combinação foi descartado. 
 

 

 
 

Figura 11: Visualização em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etídeo de 2 !l dos 
produtos de PCR de E. oleifera e E. guineensis gerados pela combinação dos primers 1F e 
P3B. Usou-se como marcador para quantificação 4 !l de Low Mass Ladder. Amostras no gel: 
(M) Marcador de peso molecular (Low DNA Mass Ladder); (1) E. oleifera, acesso Manicoré; 
(2) E. oleifera, acesso Tefé; (3) E. guineensis, acesso Nigéria; (4) E. guineensis, acesso 
LM2T; (5) E. guineensis, acesso Bahia 1; (6) E. guineensis, acesso C10; (7) E. guineensis, 
acesso C23; (8) E. guineensis, acesso C25). 
 

 A combinação D abrange os domínios NBS e LRR. O primer 3F2, que se liga ao 

motivo kinase 2, e o primer 13R1, que se liga a uma região do domínio LRR, geraram um 

produto de, aproximadamente, 700 pb, como esperado (Figura 12). 

 

 

 
 

Figura 12: Visualização em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etídeo de 2 !l dos 
produtos inespecíficos de PCR de E. oleifera e E. guineensis gerados pela combinação dos 
primers 3F2 e 13R1. Usou-se como marcador para quantificação 4 !l de Low Mass Ladder. 
Amostras no gel: (M) Marcador de peso molecular (Low DNA Mass Ladder); (1) E. oleifera, 
acesso Manicoré; (2) E. oleifera, acesso Tefé; (3) E. guineensis, acesso Nigéria; (4) E. 
guineensis, acesso LM2T; (5) E. guineensis, acesso Bahia 1; (6) E. guineensis, acesso C10; 
(7) E. guineensis, acesso C23; (8) E. guineensis, acesso C25). 
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 A Tabela 8 resume os resultados da amplificação por PCR, mostrando as etapas 

atingidas para cada acesso e combinação de primer. 
 

Tabela 8: Lista de primers degenerados testados, etapa concluída para cada combinação e 

seus respectivos motivos de uso ou não uso. 
 

Combinação de primers Etapa concluída Motivo 
A (P1A / P3A) Amplificação por PCR Produtos inespecíficos 
B (P1B / RNBS-D) Amplificação por PCR, clonagem e seqüenciamento Produtos específicos 
C (1F / P3B) Amplificação por PCR Produtos inespecíficos 
D (3F2 / 13R1) Amplificação por PCR, clonagem e seqüenciamento Produtos específicos 
 

4.4 Análise de bioinformática das seqüências 
 

4.4.1 Processamento das seqüências e montagem de contigs 
  

 Um total de 768 seqüências foram geradas a partir de primers degenerados direcionados 

à família de R genes NBS-LRR. A submissão destas seqüências ao Sistema Genoma 

(SISGEN) (Pappas, 2008) gerou um total de 486 seqüências de alta qualidade, sendo 71 

seqüências do acesso Manicoré (E. oleifera), 32 seqüências originadas de Tefé (E. oleifera), 

66 de Nigéria (E. guineensis), 61 de LM2T (E. guineensis), 69 de Bahia 1 (E. guineensis), 81 

de C10 (E. guineensis), 44 de C23 (E. guineensis) e 62 de C25 (E. guineensis). No total, 365 

seqüências apresentaram homologia a R-genes ou RGAs. Os tratamentos 4, 12, 16, 18, 22 e 

24 apresentaram mais 70% de seqüências de alta qualidade e apenas as seqüências geradas 

relativas aos tratamentos 6, 26 e 30 não apresentaram homologia a genes de resistência ou 

RGAs (Tabela 9). 

 A partir das seqüências tratadas foram montados 44 contigs dos quais 38 apresentaram 

o domínio NB-ARC e 29 possuíam ORFs completas. Apenas sete contigs foram provenientes 

de um único acesso: os contigs 3, 40 e 44, provenientes de Bahia 1 (E. guineensis); o contig 

14, proveniente de LM2T (E. guineensis); o contig 16, proveniente de Manicoré (E. oleifera); 

e os contigs 26 e 39, provenientes de Nigéria (E. guineensis). 16 singletons apresentaram  

presença do domínio NB-ARC e motivos conservados, com 10 possuindo ORFs completas. 

Estes singletons variaram quanto ao acesso do qual provêm. O acesso C25 não apresentou 

singletons com domínio NB-ARC e apenas quatro de suas seqüências contribuíram para a 

formação de contigs.  

 As seqüências foram traduzidas a fim de buscar os motivos de aminoácidos que 

caracterizam a região NBS em plantas. O alinhamento múltiplo realizado pelo programa 
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MUSCLE utilizando seqüências protéicas dos 44 contigs e 16 singletons derivados de primers 

direcionados à família NBS-LRR de R-genes revelou que a maioria destas proteínas são 

altamente conservadas em E. guineensis e E. oleifera.  

 Os motivos conservados encontrados nos contigs e singletons foram P-loop, kinase-2, 

GLPL, RNBS-C e RNBS-D (Figura 13). Todos os RGAs clonados continham motivos 

consistentes com a subfamília não TIR. O resíduo final do motivo kinase-2 é útil para 

classificar as seqüências como TIR ou não TIR, com um triptofano (LLVLDDVW) presente 

apenas em seqüências não TIR (Meyers et al., 1999). Apenas quatro seqüências, contigs e 

singletons, apresentaram o motivo P-loop, caracterizado pela seqüência de aminoácidos 

GVGKTT (glicina-valina-lisina-treonina-treonina). Das 60 seqüências, 22 apresentaram o 

motivo kinase-2, caracterizado pela seqüência de aminoácidos LLVLDDV (leucina-leucina-

valina-leucina-aspartato-aspartato-valina) seguido por um triptofano (W), visto que as 

seqüências obtidas foram todas não TIR. O motivo GLPL, caracterizado pelos aminoácidos 

CGGLPLA (cisteína-glicina-glicina-leucina-prolina-leucina-alanina) estava presente em 50 

seqüências.  

 Variações em seqüências de aminoácidos para os quatro motivos conservados foram 

aceitas, pois houve considerável divergência entre as seqüências. Apenas o contig 8 

apresentou os quatro motivos em conjunto. Dos 60 contigs e singletons, 19 obtiveram códons 

de terminação precoce. A Tabela 10 resume os resultados obtidos. 
 

Tabela 9: Estatísticas dos amplicons obtidos para todos os tratamentos usando primers 

degenerados direcionados a NBS-LRR RGAs e genes de resistência.  

Trat. Combinação 
de primers Espécie Acesso Motivo alvo dos 

primers Domínio 
Sequências 

de alta 
qualidade 

Sequências com 
homologia a R-
genes ou RGAs 

2 P1B / RNBS-D E. oleifera Manicoré P-loop e RNBS-D NBS não-TIR 33 (68,7%) 30 (90,1%) 

4 3F2 / 13R1 E. oleifera Manicoré Kinase 2 e LRR NBS-LRR não-TIR 38 (79,2%) 34 (89,5%) 

6 P1B / RNBS-D E. oleifera Tefé P-loop e RNBS-D NBS não-TIR 24 (50%) 0 

8 3F2 / 13R1 E. oleifera Tefé Kinase 2 e LRR NBS-LRR não-TIR 8 (16,7%) 8 (100%) 

10 P1B / RNBS-D E. guineensis Nigéria P-loop e RNBS-D NBS não-TIR 31 (64,6%) 30 (96,8%) 

12 3F2 / 13R1 E. guineensis Nigéria Kinase 2 e LRR NBS-LRR não-TIR 35 (72,9%) 32 (91,4%) 

14 P1B / RNBS-D E. guineensis LM2T P-loop e RNBS-D NBS não-TIR 21 (43,7%) 18 (85,7%) 

16 3F2 / 13R1 E. guineensis LM2T Kinase 2 e LRR NBS-LRR não-TIR 40 (83,3%) 37 (92,5%) 

18 P1B / RNBS-D E. guineensis Bahia1 P-loop e RNBS-D NBS não-TIR 37 (77,1%) 31 (83,8%) 

20 3F2 / 13R1 E. guineensis Bahia1 Kinase 2 e LRR NBS-LRR não-TIR 32 (66,7%) 27 (84,4%) 

22 P1B / RNBS-D E. guineensis C10 P-loop e RNBS-D NBS não-TIR 41 (85,4%) 41 (100%) 

24 3F2 / 13R1 E. guineensis C10 Kinase 2 e LRR NBS-LRR não-TIR 40 (83,3%) 37 (92,5%) 

26 P1B / RNBS-D E. guineensis C23 P-loop e RNBS-D NBS não-TIR 28 (58,3%) 0 

28 3F2 / 13R1 E. guineensis C23 Kinase 2 e LRR NBS-LRR não-TIR 16 (33,3%) 13 (81,3%) 

30 P1B / RNBS-D E. guineensis C25 P-loop e RNBS-D NBS não-TIR 30 (62,5%) 0 

32 3F2 / 13R1 E. guineensis C25 Kinase 2 e LRR NBS-LRR não-TIR 32 (66,7%) 27 (84,4%) 
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Figura 13: Motivos conservados e seqüência consenso de RGAs NBS-LRR de E. guineensis e E. oleifera. Em verde está o motivo kinase-2. Em 

azul, o motivo GLPL. Em vermelho, o motivo RNBS-D. 
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Tabela 10: Motivos conservados encontrados nos diferentes acessos de Elaeis com  duas combinações de primers 
 

 



! "&!

 



! ""!

 A combinação de primers P1B/RNBS-D gerou 245 seqüências de alta qualidade, 

dentre as quais 150 apresentaram homologia com R genes ou RGAs. A combinação 3F2/13R1 

gerou 241 seqüências de alta qualidade e 215 com homologia a R genes ou RGAs. A 

combinação de primers 3F2/13R1 foi mais eficiente na amplificação de RGAs NBS-LRR e as 

seqüências geradas a partir desta combinação tiveram maior participação na montagem dos 

contigs (Figura 14). 
 

Figura 14: Eficiência das combinações de primers P1B/RNBS-D e 3F2/13R1 na 

amplificação de RGAs.  
 

 
   

 Os contigs e singletons foram submetidos à análises por Blastx para identificação de 

domínios de interesse (NBS-LRR) e similaridades entre os RGAs caracterizados neste 

trabalho e sequências de nucleotídeos não redundantes (nr) do Genbank. A Tabela 11 mostra 

os resultados obtidos pelo Blastx identificando hits com outras espécies, como por exemplo, 

arroz, banana, mamona, aveia, cevada, entre outros. O amplo espectro de diferentes 

seqüências com hits apresentando alta similaridade pelo Blastx (28 seqüências protéicas de 

genes de resistência ou RGAs de plantas monocotiledôneas e 25 de plantas dicotiledôneas) 

confirma a conservação esperada dos domínios protéicos relacionados à resistência. 

 O resultado da análise de similaridade entre as seqüências protéicas de RGAs da 

família NBS-LRR de E. guineensis e E. oleifera com NB-ARC R-genes e RGAs de A. 

thaliana utilizando BLASTx e BioLayout Express3D foi uma imagem 2D, onde as seqüências 

foram agrupadas em 8 clusters. No centro de cada um destes clusters há uma seqüência de A. 

thaliana (Figura 15). 

 O cluster 1 foi formado por 41 seqüências diversas, não sendo possível a observação 

de uma tendência no agrupamento, visto que os contigs e singletons usados para a montagem 

do grupo possuíam seqüências de ambas espécies, todos os acessos e combinações de 

primers, e também divergiam quanto a resistência ao patógeno. Apesar da variabilidade, as 

seqüências deste cluster apresentaram similaridade a uma seqüência de NBS-LRR RGA de E. 

guineensis depositada no Genbank (AF197922.1).  

3F2/13R1 

P1B/RNBS-D 



! "#!

Tabela 11: Resultado das análises por Blastx para identificação de domínios de interesse (NBS-LRR) e similaridades entre os RGAs e 

sequências de nucleotídeos não redundantes (nr) do Genbank. 
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Figura 15: Imagem de BioLayout 2D mostrando as relações de similaridade derivadas de Blastx (E-value 1E-05) entre RGAs da família NBS-

LRR de E. guineensis e E. oleifera e R-genes ou RGAs de A. thaliana. Foram formados dois clusters principais, outros dois grupos menores e 

quatro proteínas outliers. 

Cluster 1 

Cluster 2 

Cluster 3 

Cluster 5 

Cluster 4 
Cluster 7 

Cluster 6 

Cluster 8 
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 O cluster 2, formado por seis contigs, possui seqüências provenientes de E. oleifera e 

E. guineensis de diferentes acessos e que foram amplificadas por ambas combinações de 

primers. Uma característica comum entre todos os acessos que forneceram as seqüências que 

montaram estes contigs e este cluster é a resistência a Fusarium oxysporum f.sp. elaeidis. Os 

contigs deste cluster não apresentaram similaridade a nenhuma seqüência de RGA de E. 

guineensis depositada no Genbank.  

 Os clusters 3 e 4, formados por um contig cada, possuem seqüências que apresentaram 

similaridade a RGAs de E. guineensis depositados no Genbank. O contig 7, formador do 

cluster 3, possui todas as suas seqüências amplificadas pela combinação de primers P1B e 

RNBS-D e são provenientes de acessos de E. guineensis que apresentam resistência a 

Fusarium. Houve, neste cluster, similaridade a uma seqüência de RGA de E. guineensis 

depositada no GeneBank. O cluster 4 é composto por uma seqüência de RGA de E. 

guineensis depositada no GeneBank, uma seqüência de A. thaliana e pelo contig 39. Este 

contig foi formado a partir de tres seqüências provenientes do mesmo tratamento (E. 

guineensis, acesso Nigéria, combinação de primers 3F2 e 13R1, resistente). 

 O cluster 5 foi formado apenas por seqüências do GeneBankde A. thaliana e E. 

guineensis. Os clusters 6, 7 e 8 foram constituídos por proteínas outliers, ou seja, não 

formaram grupos robustos. 

 

4.4.2 Análise filogenética 

 

 A análise filogenética feita pelo método Neighbor Joining das seqüências de 

aminoácidos entre os motivos kinase-2 e RNBS-D dos 60 RGAs NBS-LRR amplificados, 

incluindo aqueles com códon de terminação precoce está demonstrada na Figura 16. Embora 

somente as regiões contendo os motivos conservados tenham sido alinhadas e comparadas, 

um divergência significativa foi observada na árvore, com um total de 5 clusters e numerosos 

subclados. Este resultado indica a presença de uma família diversa de genes que codificam 

proteínas com domínio NBS-LRR no gênero Elaeis. 

 Não foi possível verificar evidência na formação dos diferentes clusters. Os 

componentes de cada cluster divergiam grandemente em relação à espécie, acesso e 

combinação de primers que originaram as seqüências. Além disso, divergiam também quanto 

à característica resistência a Fusarium. 
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Figura 16: Dendrograma gerado por Neighborn joining a partir das seqüências de aminoácidos entre os motivos kinase-2 e RNBS-D dos RGAs 
NBS-LRR.

Cluster 1 

Cluster 2 

Cluster 3 

Cluster 4 

Cluster 5 



! "#!

5. DISCUSSÃO 

 

5.1 Importância de Elaeis 

 

O dendezeiro é considerado entre as oleaginosas a de maior produtividade no mundo, 

podendo atingir de 8 a 10 t de óleo/ha/ano em condições ideais. O óleo é de amplo uso na 

indústria de alimentos, farmacêutica e química, e hoje e considerado um dos melhores óleos 

para produção de biodiesel. A produção brasileira, que representa em torno de 0,4% da 

produção mundial (Oil World, 2005), tem evoluido lentamente nas últimas décadas, e não 

atende a demanda nacional. No ano de 2008, o Brasil importou 262,2 toneladas de óleo de 

palma, o que representa mais da metade do consumo interno, significando um dispêndio de 

US$297,4 milhões (SRI/MAPA e SECEX/MDIC).  

A cultura é indicada como uma das principais alternativas para agricultura sustentável 

e recuperação de áreas degradadas na Amazônia. Contudo, a expansão segura, competitiva e 

sustentável depende da solução de problemas limitantes à cultura no Brasil e no continente 

americano, como pragas e doenças, uso inadequado de fertilizantes, restrita base genética das 

cultivares e necessidade do desenvolvimento e avaliação de cultivares com adaptabilidade aos 

ecossistemas de expansão da cultura no país. 

 

5.2 Necessidade de melhoramento de Elaeis 

 

Os programas de melhoramento genético do dendezeiro tem apresentado excelentes 

resultados em termos de ganho anual. O programa de melhoramento do Cirad, por exemplo, 

do qual são oriundas as cultivares produzidas pela Embrapa, tem apresentado um ganho anual 

de 1,2% até o terceiro ciclo de seleção. Contudo, os ciclos de melhoramento são longos, o que 

aumenta o prazo necessário para lançamentos de novas linhagens (tipicamente entre 7 a 10 

anos). Adicionalmente, os materiais atualmente cultivados em várias partes do mundo têm 

base genética estreita, o que restringe a introdução de novas características (Parveez et al., 

2000). 

Hoje, um caminho reconhecido para contornar as principais ameaças como o 

amarelecimento fatal e murcha vascular é o de explorar a resistência demonstrada pela espécie 

americana, E. oleifera, conhecida no Brasil como Caiaué (Hardon & Tan, 1969; Hardon, 

1969; Meunier & Hardon, 1976; Meunier, 1976; Hartley, 1988) que é transmitida para os 

híbridos interespecíficos obtidos do cruzamento com o dendê. O caiaué também apresenta 
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resistência a outras pragas e doenças e características de interesse para o melhoramento do 

dendezeiro, como reduzida taxa de crescimento do tronco e alta taxa de ácidos graxos 

insaturados (Meunier, 1975; Barcelos et al., 2001). Por isso, o melhoramento interespecífico 

entre o caiaué e o dendezeiro é uma prioridade em diversos programas de melhoramento do 

dendezeiro. Nos últimos cinco anos, vários experimentos foram instalados na Embrapa para 

avaliação de híbridos interespecíficos utilizando linhagens elite de dendezeiro e plantas de 

caiaué de diferentes origens da Amazônia brasileira. Para a diversificação da base genética 

das variedades comerciais de dendê, acessos de diferentes regiões da África, centro de origem 

de E. guineensis, estão em avaliação. 

Tipicamente, os experimentos de melhoramento genético do dendezeiro tem elevado 

custo, ocupando grandes áreas devido a baixa densidade de plantio, com as plantas passando 

por uma fase de formação de três anos, que é improdutiva, um período longo de avaliação, do 

quarto ao décimo ano após o plantio, e uma produção contínua ao longo do ano (sem safra ou 

período definido de colheita). Para redução dos custos e aumento na eficiência da avaliação e 

seleção dos cruzamentos ou plantas superiores, estratégias novas de seleção assistida são 

necessárias, e poderão ser desenvolvidas a partir de informações geradas por estudos não 

convencionais de melhoramento, como a análise de dados genômicos e de mapeamento de 

genes utilizando marcadores moleculares. 

 

5.3 Objetivos do isolamento de RGAs 

  

 Embora o dendê seja, atualmente, a oleaginosa de maior rendimento em escala 

mundial, o progresso no melhoramento genético nesta cultura perene tem sido relativamente 

lento em comparação com outras culturas oleaginosas anuais, como soja e colza. O 

melhoramento genético visando resistência a doenças ainda está em fase de amadurecimento, 

focando, principalmente, a identificação de novas fontes de resistência às doenças de 

importância para a cultura como a podridão causada por Ganoderma (Gasselin et al., 2005) e 

a murcha de Fusarium (Sekou et al., 2010), e o teste de métodos para a transferência efetiva 

de resistência em variedades comerciais.   

 Neste sentido, a caracterização de RGAs é um importante e eficiente caminho para a 

identificação de loci putaticos de resistência em espécie de genomas ainda não seqüenciados. 

Porém, a caracterização RGAs em Elaeis é, até o momento, limitada, com apenas quatro 

seqüências de possíveis proteínas de resistência a doenças da classe NBS-LRR depositados no 

Genbank (acessado em dezembro de 2011). Neste contexto, os objetivos deste estudo foram 
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isolar NBS-LRR RGAs e explorar a sua diversidade em acessos de E. guineensis e E. oleifera 

atualmente utilizados em programas de melhoramento locais, avaliando materiais que 

representam o centro de origem de cada espécie e que contrastam em resistência à murcha de 

Fusarium. Utilizando primers degenerados previamente desenhados para amplificar NBS-

LRR RGAs em genomas de monocotiledôneas (Miller et al., 2008) e primers degenerados 

desenhados para amplificar NBS-LRR RGAs em genomas de dicotiledôneas, mas efetivos na 

amplificação em ambas classes de plantas (Peñuela, 2008; Miller et al., 2008), relatamos a 

primeira análise em grande escala de NBS-LRR RGAs no gênero Elaeis. Similaridades entre 

as seqüências foram determinadas e considerável polimorfismo foi observado. Trata-se de um 

importante estudo e grande potencial pode ser explorado, visto que os RGAs aqui descritos 

perfazem, provavelmente, parte do potencial destes análogos no genoma de Elaies. 

 

5.4 Caracterização de RGAs!
  

 A metodologia baseada em PCR para a descoberta de RGAs no gênero foi eficaz, 

aproveitando a relativa conservação do domínio NBS em Elaeis. Um total de 54 NBS-LRR 

RGAs foram isoladas, com divergência considerável observada ao nível de DNA e proteínas. 

 Embora 19 sequências contivessem códons de parada precoces, sendo, provavelmente, 

pseudogenes, que co-amplificaram como resultado da degeneração dos primers, 39 

seqüências não redundantes continham ORFs contíguas. Todas estas sequências tiveram 

resultado positivo para o domínio NB-ARC, utilizando o Genewise, e codificavam proteínas 

com os motivos esperados. A presença de ORFs ininterruptas em diversos contigs de RGAs é 

relevante, pois, provavelmente, pelo menos alguns destes RGAs derivam de genes funcionais. 

Este trabalho é uma contribuição considerável para o gênero, embora o número de seqüências 

NBS-LRR caracterizadas provavelmente sejam ainda em número muito menor do que há na 

realidade, uma vez que genes NBS-LRR compõem uma parte significativa de genomas de 

plantas. No genoma de A. thaliana, por exemplo, com 172Mb (Bennett e Leitch, 2005) 149 

genes NBS-LRR foram descritos, o que representa aproximadamente 1% do genoma (Meyers 

et al., 2005). Da mesma forma, O. sativa (402 Mb) (International Rice Genome Sequencing 

Project, 2005) contém cerca de 600 sequências NBS-LRR, que por sua vez representa cerca 

de 1% do genoma (Goff et al., 2002; Meyers et al., 2003; Monosi et al., 2004). Dado que o 

genoma haplóide de E. guineensis é de aproximadamente 1,8 bilhões de pares de base, quatro 

vezes maior do que o de arroz, e a probabilidade de E. oleifera ter um tamanho similar de 

genoma, dado que ambos, E. guineensis e E. oleifera, têm o mesmo número de cromossomos 
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(2n = 2x = 32), a proporção de NBS-LRR RGAs no gênero Elaeis, fazendo um paralelo com 

o que se observa em arroz e outras monoctiledôneas, provavelmente representa apenas uma 

pequena parte do seu potencial. O baixo nível de redundância encontrado nos NBS-LRR 

RGAs também é um indicativo de que estas sequências representam um pequeno subconjunto 

de RGAs nos dois genomas. 

 

5.5 Pseudogenes 

 

 Genes de resistência em plantas costumam ocorrer em clusters de genes funcionais, 

pseudogenes, fragmentos de genes e elementos transponíveis (Lescot et al., 2004; Wei et al., 

2002). A presença de pseudogenes provavelmente resulta da recombinação inter-alélica e  da 

conversão gênica, que mudam as combinações e orientações das seqüências, especialmente no 

domínio LRR. Mutações pontuais, inserções e deleções também podem ter um papel 

importante na recombinação alélica de genes de resistência e pseudogenes, de modo que todos 

estes mecanismos, provavelmente, estão relacionados com a evolução divergente dos genes e 

com a co-evolução existente entre genes de resistência das plantas e os fatores Avr dos 

patógenos (Michelmore & Meyers, 1998). A co-amplificação de pseudogenes parece ser 

comum quando se usa primers degenerados na busca por RGAs. Martinez Zamora et al. 

(2004), por exemplo, identificaram  51 RGAs em morango, dos quais 23 possuiam códons de 

terminação precoces ou frameshifts. De forma similar, Liu e Ekramoddoullah (2003) 

encontraram 18 pseudogenes em um total de 46 RGAs em Pinus. 

!
5.6 Conjuntos de primers e a eficiência apresentada!
  

 No geral, foi observada uma diversidade considerável entre os NBS-LRR RGAs 

isolados em ambas espécies. Esta diversidade provavelmente contribui para o fitness no 

gênero Elaeis, dada a constante pressão evolutiva sobre genes de resistência e os 

correspondentes genes de avirulência do patógeno. Duas combinações foram testadas: a 

combinação dos primers P1B-foward (Bertioli et al., 2003), que foi originalmente desenhado 

para o motivo P-loop em sequências de dicotiledôneas, e RNBSD-reverse (Peñuela et al., 

2003), que anela no motivo RNBS-D não-TIR, e a combinação dos primers 3F2-forward e 

13R1-reverse, que foram previamente desenhados por Miller et al. (2008), levando em 

consideração o número de degenerações, o tamanho do primer, a composição dos 

nucleotídeos, a posição da degeneração dentro de cada primer e a prevalência de alvos 
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putativos em seqüências NB-ARC em monocotiledôneas. Em estudos feitos com Musa 

acuminata estas combinações foram efetivas na amplificação de RGAs NBS-LRR não-TIR. 

As combinações P1A/P3A (Bertioli et al., 2003) e 1F/P3B (Miller et al., 2008), compostas 

por primers desenhados para outras dicotiledôneas, não foram capazes de amplificar produtos 

específicos ou RGAs, o que sugere que os motivos aos quais se dirigiam estão ausentes ou 

não conservados em nosso material de Elaeis. 

 A combinação P1B/RNBS-D foi menos eficiente, com 41% das seqüências 

apresentando homologia a RGAs NBS-LRR. Isto pode ter ocorrido devido a inespecificidade 

do primer P1B, desenhado para o motivo P-loop de dicotiledôneas. Em contrapartida, 59% 

das seqüencias amplificadas pela combinação 3F2/13R1 mostrou homologia a RGAs NBS-

LRR. Como esta combinação de primers gera amplicons que se estendem do motivo kinase-2 

do domínio NBS até motivos conservados dentro do domínio LRR, a eficiência na 

amplificação de seqüências de genes relacionados à resistência a doenças é potencialmente 

maior, pois, como a literatura relativa ao assunto mostra, o domínio NBS está presente em 

genes de resistência em plantas e também em genes que quinases ou enzimas ATP/GTP 

dependentes, mas proteínas contendo ambos domínios, NBS e LRR, apenas estão descritas 

como genes de resistência a doenças e análogos destes genes.!
 

5.7 Origem das seqüências de RGAs NBS-LRR!
!
 Embora um número considerável de RGAs NBS-LRR não-TIR tenha sido 

caracterizado neste estudo, uma análise mais profunda do gênero requer o uso de 

combinações adicionais de primers, a caracterização de germoplasma e seqüenciamento de 

mais amplicons.!
 Em muitos casos, seqüências indênticas dos membros dos contigs de RGAs foram 

amplificadas a partir de diferentes acessos e mesmo das duas diferentes espécies. A 

amplificação de RGAs idênticos a partir de diferentes materiais sugere que as seqüências são 

originárias de regiões ortólogas. Da mesma forma, a redundância na amostragem do mesmo 

locus dentro de um único acesso também foi comum, com numerosas seqüências provenientes 

de clones múltiplos do mesmo acesso, amplificados com o mesmo par de primers. Por fim, 

também foi observado o isolamento de RGAs distintos provindos de um único acesso e da 

amplificação de uma única combinação de primers, o que provavelmente surgiu a partir de 

amostragem de diferentes loci de RGAs ou diferentes alelos do mesmo locus de RGA. 
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 Poucas seqüências de RGAs NBS-LRR foram isoladas do acesso C25 de E. 

guineensis, material caracterizado como suscetível, o que pode indicar diferenças na 

abundância e/ou conservação dos motivos conservados de NBS-LRR nestas plantas.!
!
5.8 Motivos conservados!
  

 Todas as seqüências que foram traduzidas visando a busca de motivos funcionais de 

aminoácidos característicos das regiões NBS (Figura 13) pertenciam a subfamília não-TIR. 

Este resultado está de acordo com estudos anteriores que relataram a ausência ou a raridade 

desta subfamília em monocotiledôneas (Miller et al., 2008; Tarr e Alexander, 2009). O 

resíduo final do motivo kinase-2 é especialmente útil para a classificação de uma seqüência 

como TIR ou não-TIR, com o motivo consensu LLVLDDVW esperado em seqüências não-

TIR (Meyers et al., 1999). Apenas duas seqüências mostraram um resíduo diferente nesta 

região, embora este fato não possa classificá-las como pertencentes à subclasse TIR, pois não 

contém os aminoácidos típicos para esta subclasse.  As seqüências de aminoácidos também 

mostraram outros motivos característicos de regiões NBS, ou seja, P-loop, kinase-2, RNBS-C, 

GLPL, RNBS-D, com divergência considerável sendo observada. Estas variações indicam a 

grande variabilidade no gênero, pois mesmo dentro dos motivos conservados houve tal 

variação. 

 Apesar de apenas seqüências de RGAs NBS-LRR não-TIR terem sido isoladas neste 

estudo, de acordo com a hipótese de que a subfamília TIR seja restrita a dicotiledôneas (Pan 

et al., 2000), a existência do motivo TIR já foi relatado no genoma de arroz, embora em 

número reduzido (Bai et al., 2002; Meyers et al., 2002). A ausência, até o momento, da 

subfamília TIR em E. guineensis e E. oleifera pode refletir as limitações na amplificação via 

PCR ou mesmo a sua inexistência. Porém, análises mais extensas devem ser feitas para tal 

confirmação. 

!
5.9 Análise de similaridade!
!
5.9.1 Biolayout!
!
 Relações de similaridade (E-value 1E-05) entre as seqüências protéicas preditas para 

RGAs NBS-LRR isolados de E. guineensis e E. oleifera e genes de resistência ou RGAs de A. 

thaliana foram determinadas com base em conjuntos de dados de Blastx que foram 
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transformados em escores ponderados de semelhança na forma de E-values de BLAST. Com 

a utilização do programa BioLayout Express3D, dois clusters principais foram formados, bem 

como um clusters menores e proteínas outliers. 

 No cluster 1, que abrigou 41 seqüências, não foi possível verificar em seus membros a 

influência de características como resistência a Fusarium, primers utilizados e proveniência 

dos acessos, embora as seqüências apresentassem similaridade a uma seqüência de NBS-LRR 

RGA de E. guineensis depositada no Genbank (AF197922.1). O cluster 2 somente foi 

formado por acessos resistentes e possuíam em comum o motivo GLPL. O agrupamento deste 

cluster, que evidencia a característica resistência a Fusarium, sugere maiores estudos e 

caracterizações destas seqüências e acessos utilizados, visando a busca, por exemplo, de 

marcadores moleculares baseados nestes RGAs, o que seria de grande utilidade no 

melhoramento genético do gênero. !
!
5.9.2 Neighbor joining!
!
! O agrupamento baseado em Neighbor joining das seqüências protéicas de RGAs NBS-

LRR de E. guineensis e E. oleifera revelou 5 clusters principais. Embora esta análise tenha 

revelado grande diversidade, não mostrou sentido óbvio em relação ao estresse biótico, visto 

que os agrupamentos não seguiram um padrão visível de conservação de motivos, primers ou 

resistência a Fusarium. Os limites estabelecidos para a análise podem ter influenciado este 

não agrupamento, o que diverge com o que foi observado na análise feita por Biolayout. Para 

a confirmação da grande diversidade existente nas seqüências, nova análise foi feita levando 

em consideração, desta vez, as regiões entre os motivos conservados. O resultado foi ainda 

maior divergência entre as seqüências e a diminuição do numero de clados. Um próximo 

passo poderia ser uma análise filogenética com bootstrapping, o que aumentaria a 

confiabilidade da análise.!
!
!
!
!
!
!
!
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6. CONCLUSÃO!
  

 No contexto da limitada diversidade genética existente em cultivares comerciais de E. 

guineensis, a ameaça contínua de patógenos em evolução, juntamente com o lento progresso 

na descoberta de genes e confirmação de suas funções em Elaeis, a abordagem baseada em 

PCR e utilizada neste estudo para a descoberta de RGAs NBS-LRR pode contribuir 

potencialmente para o melhoramento genético através de seleção assistida por marcadores e 

engenharia genética. Este estudo representa o primeiro grande isolamento e caracterização de 

RGAs NBS-LRR no gênero Elaeis, com amostragem de ambos E. guineensis e E. oleifera, a 

partir de materiais comerciais e de germoplasma do centro de origem de cada espécie, as 

fontes que provavelmente oferecem resistência a diversos estresses bióticos. 

 Um total de 365 seqüências apresentaram similaridade significativa para genes de 

resistência NBS-LRR e seqüências de RGAs conhecidos. A montagem de grupos de 

seqüências de alta qualidade gerou um total de 60 seqüências contíguas não redundantes, 

entre clusters e singletons, das quais 54 foram identificadas como RGAs NBS-LRR, 

apresentando o domínio NB-ARC e codificando proteínas com o os motivos de aminoácidos 

esperados para o domínio NBS. Este resultado, apesar de animador, não cobre a grande 

possibilidade de caracterização de RGAs no gênero Elaeis, visto que perfazem uma parte do 

provável total de RGAs em dendê.  

 A maioria dos genes de resistência já identificados codificam proteínas pertencentes à 

família NBS-LRR, que possui motivos conservados ao longo de sua seqüência. O 

alinhamento das sequências geradas, com base nestes motivos, confirmou a conservação dos 

motivos de NBS. Apesar da grande conservação do domínio NBS, o alinhamento múltiplo 

mostrou grande diversidade de sequências. Tal fato pode ser explicado com base nas regiões 

das sequências que estão situadas entre os motivos que não considerados críticos para funções 

bioquímicas, sendo com isso, alvo de grandes mutações. A abordagem, porém, foi eficiente. 

 Um total de 39 sequências continham ORFs contíguas. Estas seqüências podem ser 

consideradas candidatos a genes de resistência funcionais, conferindo resistência a diversos 

patógenos. Além disso, o ensaio de Biolayout mostrou a formação de um cluster com 

potenciais seqüências candidatas a genes de resistência, pois eram provenientes de acessos 

resistentes a Fusarium oxysporum f.sp. elaeidis. Estas seqüências poderão, potencialmente, 

ser utilizadas em programas de seleção assistida por marcadores moleculares. 

 São necessários mais ensaios em busca de RGAs no gênero Elaeis. A potencial 

aplicação de dados como os obtidos neste estudo na identificação de marcadores moleculares, 
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mapeamento físico e construção de bibliotecas BAC, análise de expressão, transformação de 

plantas e, por fim, no melhoramento genético de Elaeis, exige o esgotamento exaustivo da 

caracterização de RGAs. !
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!

!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
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7. PERSPECTIVAS!
!
7.1 Construção de bibliotecas BACs!
 

 Clusters de genes de resistência e RGAs NBS-LRR como resultado de duplicações em 

tandem de seqüências parálogas parecem ser comuns em genomas de plantas (Ramalingam et 

al., 2003; Hulbert et al., 2001; Meyers et al., 2003). Dentro destes clusters de RGAs, 

numerosos genes de resistência podem estar presentes e conferindo resistência a diferentes 

cepas de um patógeno ou a diversos patógenos (van der Vossen et al., 2000). A formação de 

clusters de genes de resistência e de RGAs também pode facilitar a variação genética para a 

evolução de novos genes de resistência com nova especificidade. Dado que 54 RGAs NBS-

LRR foram identificados neste estudo, a identificação de clones BAC que possuam 

seqüências NBS-LRR proporcionaria uma rota para a identificação e caracterização de loci 

putativos de resistência no genoma de Elaeis. Este estudo não fornece uma informação clara 

de quantos loci não redundantes foram amostrados entre os acessos. Pesquisas que promovam 

o mapeamento físico e a caracterização de seqüências poderiam, sem dúvida, aumentar nossa 

compreensão sobre a organização e a evolução de genes de resistência NBS-LRR nas duas 

espécies. Dado os inúmeros projetos de seqüenciamento em Elaeis, seja do genoma completo,  

seja de genes de interesse, após a liberação dos dados para o domínio público, o mapeamento 

físico dos RGAs caracterizados no presente estudo e a identificação de seqüências NBS-LRR 

ortólogas serão, então, possíveis. 

 Em relação à clonagem de genes de resistência, embora o isolamento de clones BAC 

seja facilitado pela presença de múltiplas RGAs em um locus de gene de resistência, é 

complexo fazer distinção entre um candidato a gene de resistência e seqüências não 

funcionais, com implicações no desenvolvimento de marcadores genéticos específicos e 

mapeamento de genes de resistência (Xiao et al., 2007).!
 

7.2 Análise de expressão gênica  

  

 Proteínas NBS-LRR proteínas atuam, hipoteticamente, como receptores pré-formados 

de proteínas em plantas resistentes e reconhecem efetores específicos do patógeno em uma 

correlação gene-a-gene (Van Der Biezen e Jones, 1998). Uma série de pesquisas confirmaram 

que genes de resistência NBS-LRR são expressos constitutivamente. Esta hipótese pode ser 

confirmada por técnicas como Northern blot e RT-PCR, e várias pesquisas mostram os baixos 
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e constantes níveis de transcrição, em plantas não infectadas, de genes de resistência como 

RPM1 (Grant et al., 1995), PRF (Salmeron et al., 1996), RPP5 (Parker et al., 1997), Mi 

(Milligan et al., 1998), I2 (Mes et al., 2000) e transcritos de RGAs NBS-LRR em Musa 

acuminata (Peraza-Echeverria et al., 2008). Este último trabalho tem também relatou a 

ausência de expressão gênica em acessos suscetíveis à raça 4 de Fusarium oxysporum f. sp. 

cubense, o que sugere, possivelmente, o papel de RGAs na resistência de plantas à doenças. 

Observações semelhantes também foram descritas para a resistência a Fusarium em tomate 

(Mes et al., 2000). A expressão diferencial de genes em relação à presença do patógeno 

também tem sido observada (Radwan et al., 2004; Gao et al., 2010), bem como a indução de 

resistência por meio da produção de ácido salicílico e flagelina (Tan et al., 2007).  

  Diante desta grande diversidade de RGAs NBS-LRR caracterizados no presente 

estudo, mais pesquisas com ênfase na expressão de genes de resistência durante a interação 

com patógenos devem ser realizadas. Dado que foram formados clusters de RGAs exclusivos 

de acessos de Elaeis resistentes a F. oxysporum f.sp. elaeidis, estudos posteriores podem 

investigar se estas numerosas seqüências candidatas estão envolvidas na resposta de 

resistência. 

 

7.3 Marcadores genéticos e co-segregação com QTLs 

 

 A primeira aplicação de marcadores moleculares e mapeamento genético no 

melhoramento de dendê foi descrita por Mayes et al. (1997) utilizando marcadores RFLP. 

Mapas subseqüentes foram gerados usando marcadores AFLP (Moretzsohn et al., 2000), 

SSRs (Billotte et al., 2005), e marcadores RFLP baseados em cDNA (Singh et al., 2008). 

Poucas análises de QTLs foram realizadas até o momento. Rance et al. (2001), por exemplo, 

indentificou QTLs para a produção de frutos e crescimento vegetativo e publicaram o 

primeiro mapa genético na espécie. Singh et al. (2009) relatou QTLs para a qualidade de óleo 

em um novo mapa genético de referência. 

 Sabendo que genes que conferem resistência quantitativa podem apresentar homologia 

a genes de resistência (Lefebvre e Chevre, 1995), uma série de RGAs têm sido mapeados com 

êxito gerando QTLs associados com resistência a doenças (Kanazin et al., 1996; Ramalingam 

et al., 2003). A análise de marcadores RGAs NBS-LRR (incluindo os de RGAs expressos) em 

mapas genéticos derivados de populações de Elaeis segregantes para resistência a estresses 

bióticos possibilitaria estabelecer uma ligação entre RGAs e loci de genes de resistência. 
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Marcadores co-segregantes poderiam ser instrumentos valiosos em programas de seleção 

assistida por marcadores na busca por resistência a doenças. 

 

7.4 Confirmação de funçao in planta 

  

 A transformação genética de plantas é um componente importante na descoberta e 

caracterização funcional de genes. A escala de dados genômicos que agora está se tornando 

disponível no gênero Elaeis, tais como seqüências genômicas, conjuntos de dados EST e 

famílias de genes específicos, como os RGAs apresentados neste estudo, fazem com que 

aplicação de sistemas de transformação eficientes para o gênero sejam uma prioridade para a 

determinação da função de alguns genes. Os métodos de transformação por biobalística e 

Agrobacterium foram testados nos últimos anos, buscando o desenvolvimento de resistência à 

doenças, como a podridão causada por Ganoderma, e pragas, como Metisa plana (Ismail et 

al., 2010). 

 

7.5 Avanços recentes no conhecimento da imunidade em plantas 

 

 O desenvolvimento de novas técnicas de proteção de culturas exige avanços contínuos 

na compreensão de como os mecanismos moleculares controlam a imunidade da planta. 

Ferramentas moleculares e genômicas possibilitaram avanços neste campo e duas linhas de 

ação fundamentais na imunidade de plantas a patógenos são conhecidas atualmente. Em um 

deles, de defesa inata da planta (PAMP-triggered immunity ou PTI), há o reconhecimento de 

padrões moleculares conservados associados a patógenos (PAMPs). No entanto, patógenos 

bem sucedidos podem suprimir a sinalização PTI por meio de determinadas proteínas 

efetoras. As plantas, em resposta, por meio da co-evolução, desenvolveram receptores de 

proteínas citoplasmaticos que reconhecem efetores do patógeno por meio de um mecanismo 

conhecido como effector-triggered immunity (ETI), a segunda linha de ação do sistema imune 

das plantas. No entanto, o desenvolvimento de resistência específica e durável depende de 

uma compreensão mais completa da imunidade das planta. A relação entre PTI e ETI, por 

exemplo, continua obscura e o papel dos componentes de defesa das planta carece de maior 

elucidação. Além da necessidade de uma caracterização mais completa de genes de resistência 

em plantas, para o qual este estudo faz uma contribuição específica na forma de 

caracterização de RGAs no gênero Elaeis no contexto de resistência à murcha de Fusarium, 

se requer também uma compreensão mais detalhada das especificidades dos motivos de genes 
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de resistência e sua interação com os domínios das proteínas efetoras do patógeno. Isto, 

provavelmente, possibilitaria avanços na engenharia do reconhecimento de patógenos, 

elucidando, por exemplo, por meio de reorganização de motivos LRR (Lucas, 2011). 
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9. APÊNDICES 

 

9.1 Apêndice A: Lista de sequências de nucleotídios de contigs e singletons 
 

>Contig1 (n=659) 

CGGCCAAGTCGTGCATAATGTCATGCACCCGGAAATTTGCCTGCAGAAGATTTCGCATAGTCAACTCTCTGTAGTACTCTTTT

GCTGTCTCTTCCATTGTCGAACTCCCCTCAGCTTTCACAAATCCCTCAGCAATCCAAAGTTTAGTAATATAATCCATTTCAATT

TGATGGTCTTCGGGAAATAATGAGCAGTATACAAAACATTGTTTCAAATAGCTTGGTAGGTCTTCGTAACTCAAATACAATGC

TCCCATAACCTCCTCAGGAAGCCCAGATGTGGACCATGCGGTGCTTTCAAGAACTCTATTCCAAGCTCGCCTGGTCTTCTCCTT

GGCGCATAGCACCCCTGCAACCACTTTAATGGCTAGAGGAAGGCCATCACATTTCTTAACAATCTCCATCCCTATGTCTTTTA

GATGCTGGATCTCTCCCTCCTCACCTGTCAAGACCACCTTCTTGCAAAGCAATGACCAACCATCTCCTAAAGATAGCTTGTCC

ACGTGATGGGTGTTCACTGCCATCATCTGCATCGCGATCTGTTCATTTCTTGTAGTGACAAGGACCCTACTGCCAGCAGCACA

ACCATATAATGTGTTACGTAACAAGTCGCACCAAACGTTTGCCGTCCAAACATCGTCCAGCACCAGGAAGTACCTC 

 

>Contig2 (n=716) 

TTCACTAGTGATTCGGCCAAGTCGTGCATCAGGTCGTGCATGTAGTATAATTCATCATTAGAGTGTTCACCTCGTATAAAGAA

AGACCTCTGCAGCAAATCATTGAAGTAGCTTTCCCCTATATCCTCCAATTTCGGGTGTTCATCCCAGGTTTGAATGAACCCATG

TGCCATCCACATATGGACCAACCTTTCTTTGATGAACTTGTAACCTTTGGGAAATATACTACAGTAAGCAAAGCAGCGCTGCA

GATGTGCTGGTAGCCGCCGATAGCTCAATCTCAAAGCTGGCATGATGTCATTAGGCCCCTGTTCTAGTTTCCATAAATCACTC

GTCAAAATGCTTGTCCAATAACTGTGATCAATGTTAGCACTTAGCAGTTTACCCACGGTCTTTGCTGCAAGAGGGTTGCCTTTC

AGCTTCTTAGCAATCTCCATGCCAACAAGTTTTAATTCCGGCCAACGAAATAAAGAAACCCTCTCGTTACCGAATGCACATGC

TTCGAAAAATAACCAAAAATCCCTGTATGCTAAACCCTCCAAGAAGATTTTTCTCACGGTTCGACCCATCACATCTACACTCT

TTTCCTCTCTAGCCGTGATCAATATCTTGCTACCCTTTTCAGCATATGTTAGATAATCGCATAGTGCCTCCCATTTGGTATCCCA

CACATCATCCAGCACCAGGAAGTACCTCNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 

 

>Contig3 (n=411) 

GAGGTACTTCCTGGTGCTGGACGACGTTTGGTGGCTCTCTGATCAAAAGGCTGCAGGGATTTATCGAGAAGCTGCTGCTTCAG

CTTCAGAAGATCTTACAGATCAGATCTAGATCTGAATTTTGGGAGCAATATTCATGAGGAGAAGACGATTCAGATCCTGCTTG

AGTGGATACCGATAGAGACTAGGCAATTGTGTGGCTATTTTAGAACCTCGGATGTTGCTGCGATCATCTACAGGGTAATCTAG

TTACTCTAGAGGTATTTCTCTAATCTTTAAGTTTTAAATTTAATTTTAGATTAAATATTAGATAATAAGAATCAGATTTAATAG

ACCTTAGATCAAAATAAAGTAGGATAATTTTTTTTTAAATATTTCACCCCAGATCTTATTAGATCTGGAAGATCCTAC 

 

>Contig4 (n=698) 

GAGGTACTTCCTGGTGCTGGATGATGTGTGGAATGAGGAGGAAGCTGAATGGGAAAGACTAAAACCTTTGCTGAGGGGTGGC

AAGAAGGGAAGTAAGATCATAGTGACGACCCGCAGTGAAAGAGTTGCTAGCATAATGGGTAGCTCTGCACTACTCAGATTGC

CAGTGTTACCGACTGATGACTGCTGGACTTTGTTCAGGCAGAGGGCGTTCGGGTTGGGAAGAGCTGAAGAGACGCCAAGCTT

GGTAAAAATAGGGAAGAAGATTGTCCAGAAGTGTGGGGGTCTGCCGTTAGCCGCAAAGGCTCTTGGAAGCCTAATGAGCTCC

AAGAGGGGGGAGGTGGAGTGGTTAGCTGTCAAAAATAGCGAAATCTGGAAACTACCTGCGAAGGAGACTGGAATATTACCT

GCCTTAAGATTGAGTTATGATCATTTGCCATCTCATCTGAAGCAGTGTTTTGCCTACTGTTCATTGTTCCCAAAAGATTATTCA

ATTGAAAGAGAAAGATTGATTCAGTTGTGGATTGCTGAAGGGTTCATTAATCATCCATCAGATAATAATATGGATTTAGAGAA

TATCGGCAATCAGTTTTTTAATAATTTGCTATGGAGGTCCTTTTTTCAGGACGCAGAAAAGGATTCTGATGGTAACGTGACGG

TGTGCAAGATGCACGACCTGATGCACGACTTGGCCG 

 

>Contig5 (n=426) 

TCATAACTCAAAAATAAAGCTCCTGGGAGCTCTTTGTCAAGTTGGTTCATAGACCATGCATCACCTTTGAGAACCTTGCTCCA

CTCCATGTTGGTTTTCTCCTTCGAACTCAAAACCCCTGCGATAGTCTTGATCGCAAGAGGAAGACCGTCACATTTTTCAATAAT

TTTAACTCCAACTTCTTTTAAATCAGAGATCACCTCCTCAACAACATCATCTCCAAAAATTCTTTTACGTAGCATTTCCCAGCC

ACTCTCATTATCCATTTTTTTAACATGATGGATATCTGCTTCCGTATTTCCATCTCCTCTCATACTTCCAACCACATTCGTATGA
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CGAGTGGTAACCACAATCCTGCCACTAGCAGTTGCACGTTCAAAAGAATTTCTAAGCAAATCCTCCCATAAATCTGCGTTTCA

TACATCA 

 

>Contig6 (n=630) 

CGGCCAAGTCGTGACAAGGTCGTGCATCTTGCAAGTTGTTATGTAATAAACTTTACTGCTGCGTACAAAAAATCCGTCGAACC

CGGCATGTCCCTCAACTTCCTTGATGTCCTGAAAGAAAGATCTCGACGCCAACTCATTAAAAATCTCATGCCCCTTGTCCTCCA

ACTCCTTTCTTCCACCAGATGGAATGAATCCATTGGCCATCCATAGTTGAATCAACAAATCCTTTTCCATCTCATAATCCTTTG

GAAATATGGCACAAAAAGCAAAGCATTGTTTTAAATGGGAAGGCAAATGACTGTAGCTCAATCGTAGCGCTGGTAAAATCGC

GTCTTCACCAACCTGCATATCCCAAATCTCACTATCCCTCACGAACAACCATTCCCTTTCCTGGCTCTTGGAATACAATAAGCC

CCCCATTGTCTTCACTGCTAAAGGCAGTCCACGACATTTCTTGACAATCTCCTTGCCAATATTTACGAGATTCTGAGGCTCTTC

TCCTCCCTCTTCAAATGCTCTCTGCCTAAACAATGTCCAGGAATCATCTTCAGTCAAATATGGTAGCTGATAGGTGGCGAGTG

TACCCATCATCGACGATACCCGCTCACTTCTTGTTGTCACAATGAT 

 

>Contig7 (n=639) 

GGAAGAGGCAACAATAGGGAAAACAACACTTTCATCTCGTCCGTTTTCAACTGTTTGTAGCTCAGTTCTAGCGACTTGTACAA

CTGTTCCTCCACACCTTCTAGGTTTGCAGGAGTGGATTGTTGGAGCTGGAGCAGTGCATCATCCCAGACACTTCTTTCCTTAAA

TCCTCGCAATGCCCTTCCGACTACAACAATTGCCAGCGGCAAACCACCACACTCCTTTGCAACTTTTTTTGCGACCGGTTCTAC

ATCAGAGGTTTCAACAACCTTTCCAGCCTTACTTTTGAAAAGGTCCCACGAATCTTCTTCTGACAACACATCTACTAGGACCG

AAACATCAGTTTCCATCAAATCACATACTTCAGATTTCCGAGAAGTTAGTAAAATTTTGCAACCCTTGTGATCATCTCTGAAA

GGAATGCCAATGTCTTTTAACTCTAACCTAGCCCATATGTCATCCAGCATTATCGCAATTTTCTTCTCCTTACCCAACCTAGCA

GCCAGTGCCCTAGCTGCAGATTCACCACTCCCCCAGAGTGTCATACCCAACTCCTCAGCAATGTCACGTCTTATCTGCTCTATG

TTTGGATTCTGTGATACGACCACTTTGACAACACCACCAAACTTCTTATC 

 

>Contig8 (n=740) 

GGAAAGAGGCAACAGTAGAGAAAGCAGTTCCGTAAATGATACGATAGATCTCCAAAACTGAGCTTCAATATATTTCTTACCC

TTTCGGACATTGGCATATTAGTCTCTTCCCAATCGAGACCCTCACAGAATTTCCTCCATTCCAACTCTTCCCTCTCTCGGTATG

ACAGCGAGCTTCCTGCGGCCACAATAGCTAGAGGCAAGCCGTGGCACCTCTGCAAGATTTTTCTAGCCCAGTACTCTAGATCT

GAAGGACAACTTCTGTCCTTATATTTCCAGAATGCTTTATTACGGAAGAGAATCCATGCGTCACCCTCTTGCAGAGGCTGCAG

CTCCAGAACACGGCTTTCAACCGCTAGGTAAGCTACATCATGATTCCGAGTTGTTATAACAATTCTACTTCTACATTTACTATC

TACCAGCACTGGACTTAATTCATCAAACCAACCATTTATATGCCACATATCATCTAGGACGATCAGATACCTCTTTTGCTGCA

AATAAGCATGAAGTACCTCCGCCAAAGTGTCGCAAGGCATTGTGTCAATGTTGTCTGGAAGAATATCACGATTTTCATTGTAG

AGGTCTTCGATGAGTCTTCTCATTAGATCTTCGGTTGTATATTTCTGGGAAACGCGCACCCATGCTCTGCGATCAAAATACCGC

TTGACTTCTTGGCTTCTGTAGATATCATTGACGAGAGTCGTCTTCCCCCCCCCCCCCATCCC 

 

>Contig9 (n=684) 

CGGCCAAGTCGTGCATCATGTCGTGCATCACGTACTTGTTGTTCAGAGTTGGTAGAAAGAAGTACCTGCTGGCTAATTCATCA

AATATCTGACCCCCGATGTCCTCCATTCTCATTCTTACTCGATTCTTGTTCTGGATAAAACCTTGAGCCATCCACATCTGGACC

AACCGATCTTTTTCGAAAAAATAGCTCCTGGGAAATATGGAACAATAAGCGAAGCATTGCTTGAGATTTGCGTTCAAGTGTTC

GTAACTTAAAGCAAGAGATGGAAGGATGTTATCTAAAACATATTCATGTTCCCACCACTCACTTTCTAGGATCATCTTCCAGT

AATCCTCATCTAGTTTGGACTTCAATAAACTTCCCAGTACCTTTCCAGCCAGGGGTAAACCATGTAGTTTTTCAGATATTTTCC

TTCCTATTGTTTGCAATTTTTTCCTTCGCTCTTCCTCGAGAGTGGCTTCACCAAATGCACAATGTTCGAAAAGTCTCCAGTGGT

CATCTTCCTCTAGGCTTTTCAATTCTATCGGTTCCATCGTGCCCATGACTTCTGCTACTACTGGACTTTGAGTTGTCACCAAAAC

CATGCTTCCTTTCGCTCCGGATGTTAAGACACCACGGAGTTCTTTCCACTTGCTTCCTGTCTCATCCCACACATCATCCAGCAC

CAGGAAGTACCTC 

 

>Contig10 (n=688) 

NNNNNNNNNNNNNNNNNNCGGCCAAGTCGTGCATCATGTCGTGCATCATGTAATATGTATGACCATCTTGCTCGAGTGTTTG

AAAGAAAGACCTTGACAATAAGTCATTGAAGTAGACTCTTCCTATATCCTCTATCCTCACACTGTTCCAGCTTTGGGCCTGAA

TGAAACCCTGTGCCATCCACATGTAGACCAACCTATCTGGTTCAAATTTCCAGTCCTTGGGAAATATACTGCAATATGCAAAG

CAGCGCTGCAAATGTGCCGGAAGGTTTTGATAACTCAATCTCAAAACAGGCATAATGCCATCCCATATGTCACTTTTCAAAAC

ATTCTTCCATTTTCCAACATCCAATTCAGCATTCAGCATTCCTCCCACCACCTTTGCAGCCAAAGGTGAGCCATTTAGCCTCTC
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TGCTATTTGCGTACCAATTCGTAATAACTCTAGATGATTATCAGGGTTCTCACAACCAAAGGCATGCTTTTGGAAAAGCAGCC

AATAATCATCACCTCGCAACCCCTTCAAATAGATCGAATTCACAGCACCCAACATCGTCACCACCATTTCCCTTCTAGTTGTA

GCCAAGATCTTGCTTCCCCTTGCCCCAGATCTCAAAGGGGCGAGGAGCTTCCTCCATCTATCCCTGTTCTCCCAGTCCTCCACG

TTCTCAGCATTCCACACATCATC 

 

>Contig11 (n=643) 

CGGCCAAGTCGTGCACCAGGTCGTGCATCCGGAAATATCGCTGCAGAAGATTTCGCATAATCAACTCTCTGTAGTACTCTTCA

GCTGTCTCTTCCATCGTCAAACTCCCCTGATCAGCTTTCACAAATCCCTCAGCAATCCAAAGTTCAGTAATTTCATGCATGCTG

AATGTATAGTCTTCAGGAAATAATGAGCAATATAAAAAGCATTGCTTCAGATAGCCTGGTAGGTCTTCATAACTCAAATACAG

TGCTCCCTGAACATCCTCGGGAAGCCCAGATGTGGACCATGCGGTGCTTCCAAGAACTCGATTCCAAGCACTCCTGGTCATCT

CCTTCGTGCATAGCACCCCTGCAATCGCTTTAATGGCTAGAGGAAGGCCATCACACTTCTTAACAATCTCCATCCCTATGTCCT

CCAGATGCTGGATCTCTTCCTCCTCCCCTGTCAAGACCACCTTCTTGCAAAGCAATAACCAGCTATCTTTTGAAGACAGTTTGT

TGATGTGATGGGTGTTCACTGCCCTCATCTGCATCGCGATCTGTTCGTTTCTTGTAGTGACAAGGATCCTACTGCCAACAGCAC

AACTTTTTAACGTATTGCATAACAAGTCACACCAGACCTTTGCCGTCCACACATCA 

 

>Contig12 (n=721) 

GAGGTACTTCCTGGTGCTGGATGATGTGTGGGATACCAAATGGGAGGCACTATGCGATTATCTAACATATGCTGAAAAGGGT

AGCAAGATATTGATCACGGCTAGAGAGGAAAAGAGTGTAGATGTGATGGGTCGAACCGTGAGAAAAATCTTCTTGGAGGGTT

TAGCATACAGGGATTTTTGGTTATTTTTCGAAGCATGTGATGATGTGTGGGATCCAGAAGCTTTTAATGATATTCGACAAGCC

TTTGTTAACAATAAAGGAAGCAGAATAATCATTACAACTCGGAGTACTGAGGTAGCTTCACTAGCACATGATAGTCGGAAGC

TTGAGCTGAAGGGGTTGCAAAGCACTCAGGCATGGGATCTATTCTGTAAGAGGGCATTCTGGAAAGAGAAAGTGAGAGAATG

TCCTAAAGAGCTGGAGGAGTTGGGGGAGAAAATTGTATCAAAATGTCAAGGGTTGCCACTAGCTATCGTCTCTTTAGGCAGC

CTGCTGTCCCTGAGAGAGAAAACCAAGTCAGAATGGGGGAAAGTTTATGATCGGCTGAGCTGGGAGTTGAATCACAACCCAA

ATTTGGACAATGTGAAGCATGTTTTGAATCTCAGCTACAACTATCTACCGAGATATCTTAAGAACTGCTTCTTGCATTGCAGC

ATGTTCCCGGAGGATCATTTGCTTCAGAGAAAGAGGCTTATGAGACTGTGGGTCGCAGAAGGA 

 

>Contig13 (n=633) 

NNNNNNNNNNNNNNNNCGGCCAAGTCGTGCATAAGGTCGTGCATCAGCTTTAGCTTCTCAGAGAACCAATTTTGAGTTTTGT

GCTTACTACATGCCAATCAAGAGAATGTTATATGATGGGCTTGGACAGTCATATAACCTACAGGCAAATTCTTGAAAAATGA

AAATTATAATTGAAGAAAAAATTTCAGTTCCATGCCCTATAGGATTTGTTTGTCTTATAGCCCATCCAAAACAGTAGTTTATA

ACCAACCAATCTAATATTCCACGTGATGATGAAATATTAGTCGACCATAAGACCTGAAACCTCCATAAAGCATGCAAGAGCA

AGTCAATCCAAACATGCAATTGAGTAAAACATGTATGAGCTTGCTTGTCTTCTGGTTCCAAACGCCCGTAAATGACTTAGCCA

CAAAGCCTGTCATAGAAAATAAGGTACAAGAGAACAGAGGCAAGAAAATGAAGAAGGTGCATGGGACTTATTAAATCACAT

ACAATAACAAGTTACTTTAATTGTGAAGAAAATTAATGTCACCCATCAGACTTTCAAGCTGTTTGATGCTCGACATATGAAGT

AGCCTGTCCTAAAATAATCGCATTTCCACACATCATCCAGCACCAGGAAGTACCTC 

 

>Contig14 (n=476) 

TCATTCCTTCTTACAACTTGAAGCATGCATCGATGGATGAGCTCCTTGAGATAGTCCTCTGCCACTTCTTCCATTGTGCTCGAT

CCCCTTTCCTCCATAATTCCCTCTGCGACCCACAGCCTCATAAGCCTCTTTCTCTGAAGCACATGATCCTCCGGGAACATGCTG

CAATGCAAGAAGCAGTTCTTAAGATATCTCGGTAGATAGTTGTAGCTGAGATTCAAAACATGCTTCACATTGTCCAAATTTGG

GTTGTTATTCAACTCCCAGCTCAGCCGATCATAAACTTTCTGCCATTCTGACTTGGTTCTCTCTCTCAGGGACAGAAGGCTGCC

TAAAGAGACGATAGCTAGTGGCAACCCTTGACATTTTGAAACAATATCCTGCCCCAGCTTCTTCAGCTCTTCAGGACATTTTCT

ATCTTCTTCTTTCCGGAATGCCTTCTTACAGAATAGATTCCATGCCTCTGTGCTTTC 

 

>Contig15 (n=703) 

NNNNNNNNNNNNNNNNNCGGCCAAGTCGTGCACCATGTCGTGCATCACGTACCTGTTATTCAGAGTTGGTAGAAAGAAGTAC

CTGCTAGTTAATTCGTCAAATATCTGACTTCCAATGTCCTCCATTCTCATTCTTATCCGATTCTTGTTCTGGATAAAACCTTGAG

CCATCCACATCTGGACTAACTGATCTTGCTCGAAAACATAGCTCTTGGGAAATATGGAGCAGTAAGCGAAGCATTGCTTTAGA

TTTGCGTTCAAGTGTTCGTAACTTAAAGCCAGAGATGGAAGGATATTATCTAAAACATATTCATGTTCCCACCACTCACTTTCT

AAGATCATGTTCCAGGACTTCTCGTTTAGTTGGGACTTCAATAAACTTCCCACTACCTTTCCAGCTAGAGGTAATCCATGCAGT

TTTTCAGATATTTTCCTTCCTATTGTTTGCAATTTTTCTCTTCGCTCTTCCTTAAGATTGTTTTCACCAAATACACAATGTTCGAA
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AAGTCTCCAGAAGTCATCTTCCTGCAGACTCTTCAATTCTACCGGGTCCATCGTGCCCATGACTTCTGCCACTATTGGACTTTG

AGTTGTCACCAGAACCATGCTTCCTTTTGCTCCAGATGTCAAGACACCACGGAGTTCTTTCCACTTGCTACCAGTCTCATCCCA

AACATCGTCCAGCACCAGGAAGTACCTC 

 

>Contig16 (n=658) 

GTCGTGCATCAGGTCGTGCATTTTCACCACATCGTCTTCGTTCAACCCAGGCTCTAGCAAACAAGCGGATTTTAGTTTTCCTAT

GATAACATGCCCACTGTCATAGGCCTCGTTGATGTCCTTGAAGCCTCCGACATCTATCAGCCCATGGCCCATCCAGCACTCGA

TGAGATCAATTTTCTTTATAGAAAAATCTTCCGGCCACAATGCGCACAGCAAGAAACACTTTCTTACAGCATCATCTGGCAAA

GAATCATAGCTAAGCTTCAGTCTGGGAAGCATGTCCTCGTCCTCGTCCTTGTCTGGGATCTCAGGAATCTTTGAGCTCTGCAGT

AGTGTGATGGCATTTTGCCACTCTTGGCGAGTCTTCCTCGTTGACATGGCCTTCCCGATGATTGTGAGAGCCAAGGGCAATCC

GCGGCACTCCTCGACCACTTGCCTTGCGAGCGACGTCGGTATTCTTGTGAGTGTGTCTTGGCCGACCATATCCTGGAACAACT

TCCAGGAGTCCTCTGGCTCCAAGCAGTTTATCTTGATCTTCTCGTGGGCTCCCATGGAGCCACACACCTGCTCCGTCCGTGTGG

TAAACACCACCTTATGCTTGTGCTGGCCGGTCGGTCTTCTGGATGGAATGGGAACCCCAACGGCCCTCCAAATC 

 

>Contig17 (n=436) 

TCGTGGCGAATCTGTGAATTATCAAGTCTTGGAAGAAGGACCTTGACAATAGCTCTTGGAAAATCTCATGGCCTTTTCAATTC

CATGTCCTGCTCCGGATCAGATGGAATGAATCCATTAGCCATCCACAACTGGATCAGCATCTCCTTGTCTATTTCATAATCCTT

CGGAAATATGGCGCAATAAGCAAAGCATTGCTTCACATGACAAGGCAGGTGATTATAGCTCAACCTCAATGAAGAGAGGATC

TTATCATCATTTAGTTTCCAAATTTCACTTTCCATCACTGATCTCCATTCCCTCACCTCCATCTTCGTGCGCATTAATCTCCCCA

GCATCTTCGCCGCCAGGGGCAGGCCTCCGCACTTATCCGCAATGGCTTTTCCAATGTGTACCAGATTTGCGGACTTCTCCGCA

CCACCCTCAGAAAATGCGT 

 

>Contig18 (n=152) 

GGAAAGAGGCAGCAGTAGGGGAAACAGCGCTGCAAGTGCACTGGTAGGTGTTGATAACTAAATATCAAAACTGGCATAATG

TCATCCCATACTTCTCTCTCCTAAATAGTCTTCAATTCTTTTATGTCCTACTTATGATTCAATCTCCCTCC 

 

>Contig19 (n=612) 

GGAAAGAGGCAACAGTAGAGGAAGCACCGCTGCAAGTGAGCAGGTAGGTGTTGATAACTGAAGTCCAGAACTGGCATGATA

TCATTCCATATGTCATTGGCTTTCCAACACTTTGATCCATTTCATCAGCATCCAGCTTATTTCTTTAACAGCCCTGCAACTGCCT

TTGCTGCTACAGGTAAGCCTTTCAGCTTGTTAGCTATTTTTCTTCCGATATTCTGCAATTTTGGGTGCTTGTCAGGATGCACACC

ATCAAATGTGCATTCCTTGATCAAGGACCAGCAATCATGATCTCTCAAACCAGCCAAATTTATCGAGTCCATTGTACCCACCA

TCTCTGCCACTGTTGCCAACCTTGTTGTCATCAAGATCTTGCTACCCTTCTTCCCAGCCTTCAAAGGAGACAAAAATCTCTCCC

ACCTCTCCTCCTCCACCAACCTACTGCTCCTCTCATCTTTCCACACATCATCTAAAACGAGTAGGAACCTCTTCAACATTAGCT

TCTCCATGACTGTCACTTGAAGACTGTTGAAATTTGTAATACCCTTGTATTCACGCTTGTCACCAGAAACATATTCTAACATCT

CTCTTGTAAGCTTAGTCTCATC 

 

>Contig20 (n=675) 

AGTCGTGCATAAGGTCATGCATCTTGCATGTTGTTATGCAATAAAGTTCATGCCTATCTGTGCTATCATCGTCCTCCTCAACTT

CCTTGATATCCTGAAAGAAAGATCTCGAAGCCAACTCATTAAAAATCTCGTTCCCTTTGTCCTCCAGCTCCTTTCTTCCATCAG

ATGGAATGAACCCATTAGCCATCCATAGTTGAATCAACAGATCCTTTTCCATCTCATAATCCTTTGGAAATATGGCACAAAAA

GCAAAGCATTGTTTTAAATGGGAAGGCAAATGACTGTAGCTCAATCTTAGCGCTGGTAAAATCGCGTCTTCACCAACCTGCAT

ATCCCAAATCTCACTATCCCTCACGAACAACCATTCCCTTTCCTGGCTCTTGGAATACAATAAGCCCCCCATTGTCTTCACTGC

TAAAGGCAGTCCACCACATTTCTTGACAATCTCCTTGCCAATATTTACGAGATTCTGAGGCTCTTCTCCTCCCTCTTCAAATGC

TCTCTTCCTAAACAATGTCCAGGAATCATCTTCAGTCAAATATGGTAGCTGATAGGTGGCGAGTGTACCCATCATCGACGATA

CCCGCTCACTTCTTGTTGTCACAATGATCCTACTCCCTACTCCACCAGTTCTTAGTAAAGTTTTTAACTCATCCCACTTT 

 

>Contig21 (n=624) 

GCCAAGTCGTGCATCATGTCGTGCATTCGACAGTGTTTTATTCTACCAAATTCATTCCTCCTTACAACTTGAAGCATGCATCGA

TGGATGAGCTCCTTGAGATAGTCCTCTGCCACTTCTTCCATTGTGCTCGATCCCCTTTCCTCCACAAATCCCTCTGCGACCCAC

AGCCTCATAAGCCTCTTTCTCTGAAGCACATGATCCTCCGGGAACATGCTGCAATGCAAGAAGCAGTTCTTAAGATATCTCGG

TAGATAGTTGTAGCTGAGATTCAAAACACGCTTCACATTCTCCAGATTGGGGTTCTTATCCAACTGCCAGCTCAGCTGATCAT
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AAACTTTCTGCCATTCTGACTTGGTTTTCTCTCTCAGGGACAGAAGGCTGCCTATAGAGACAATAGCTAGTGGCAATCCTTGA

CATTTTAATACAATTTCCTTCCCCAACTCCTCCAGTTCTTCAGGACATTTTCTCACTTTTTCTTTCCGGAATGCCCTCCTACAGA

ATAGATCCCATGCCTCAGTGCTTTCCAAAACCTGGAGCTCAAGCTTCCGACTATCATGTGCTAGTGAAGCTACATCAGCACTC

CGAGTTGTAAAAATTATTCTGCTTCCTTTGTTGTCATCA 

 

>Contig22 (n=426) 

CGAAGACGAACACTTCTTCATAGTTGACCGCTTGAAGTCTTTAATTAAATACAAAGGATATCAGGTGGCCCCCGCTGAATTGG

AATCGATATTGTTACAACACCCCAACATCTAATTAGCGGAGTGGCAGGTCTTCCCGACGATGACGCCGGTGAACTTCCCGCCG

CCGTTGTTGTTTTGGAGCACGGAAAGACGATGACGGAAAAAGAGATCGTGGATTACGTCGCCAGTCAAGTAACAACCGCGAA

AAAGTTGCGCGGAGGAGTTGTGTTTGTGGACGAAGTACCGAAAGGTCTTACCGGAAAACTCGACGCAAGAAAAATCAGAGA

GATCCTCATAAAGGCCAAGAAGGGCGGAAAGTCCAAATTGTAAAATGTAACTGTATTCAGCGATGACGAAATTCTTAGCTAT

TGTAATCCTCCGAGG 

 

>Contig23 (n=663) 

CGGCCAAGTCGTGCATCAGGTCGTGCATCACGTACTTATTATTCAGAGTTGGTAGAAAGAAGTACCTGCTGGTTAATTCCTCA

AATATCTGACTTCCGATGTCCTCCATTCTCATTCTTACCCCATTCTTGTTCTGAATAAAACCTTGAGCCATCCACATCTGGACT

AACCGATCTTTTTCAAAAACATAGCTCTTGGGAAACATGGAGCAGTATGCGAAGCATTGCTTTAGATTTGCATTCAAGTGTTC

ATAACTTAAAGCCAGAGATGGAAGGATATTATCTAAAACATCACTATTTTGCCACCACTCACTTTCTAAGATCATGTTCCAGG

AATTCTCATTTAGTTTGGACTTCAATAAACTTCCCACTACCTTTCCAGCTAGAGGTAATCCATGCAGTTTTTCAGATATTTTCCT

TCCTATTGTTTGCAATTTTTCTCTTCGCTCTTCCTTAAGATTGTTTTCACCAAATGCACAATGTTCGAAAAGTCTCCAGAAGTCA

TCTTCCTGCAGACTCTTCAATTCTACCGGGTCCATCGTGCCCATGACTTCTGCCACTATTGGACTTTGAGTTGTCACCAGAACC

ATGCTTCCTTTTGCTCCAGATGTCAAGACACCACGGAGTTCTTTCCACTTGCTGCCAGTCTCATCCCACACATCAT 

 

>Contig24 (n=619) 

GCATGAGGTCGTGCATCTTGCATGTTGTTATGCAGTAACCTTCAAACCTGCCCTTGGAACCATCGCCCCCCGTTGCTTCCTTGA

TATCCTGAAAGAAGGACCTGCAAGCCAACTCCTTAAAAATCTCATGCCCTTTGTCGTCCAACCGATCCTTTCTTCCATCAGAA

GGAATGAATCCATTGGCCATCCATAGTTGAATCAGCAGATCCTTTTCCATCTCATCATCCTTCGGAAATATGGCACAAAAAGC

AAAGCATTGTTTTAAATGGGAAGGCAAATGACTGTAGCTCAGCCTTAGTGCTGGCAAGATCCCATCTTCACCAACCTGCATCT

CCCAAATCTCGCTATTCCTCACCAACAACCATTCCTTTTCCTCGCTCTTGGAATGCATTAAGCTCCCCAGAGCCTTCACTGCTA

GAGGCAGCCCACCACATTTCTTGACAATCTGCTTGCCGATTTTTTCCAGAGTTGGAGGCACTTCTGCTCCCTCTTCAAATGCCC

TCTTCCTAAACAATGTCCAAGAATCATCCTCGGTCAAACCTTTTAAAAGATACGCATCGAGTGTGCCCATTATCGATGATACC

TGCTCATTTCGTGCGGTCACAATGATCCTGCTCCC 

 

>Contig25 (n=632) 

CGGCCAAGTCGTGCACCAGGTCGTGCATCTTAACCTGCATTACCACGCCGTCTGCATCTTCCTGACCACTCTGGAATAGCGAT

CTCGATAACAACTCATCAACATACAGCAATCCCACATCTTCCAAGTATGTACCTCCATTAGATGATTGCACAAAGCCTTCTGC

AATCCATAGCTGGACCAATTGCTTGCTTCTTATTTCTGCACCTTTAGGAAATATGGAACAATATGCAAAGCATTGTTTCTGATG

AGATGGCAGATGATTATAGCTCAGCATCAAAGTGGGTAAGATTTCATTCTCATCATCCGGCAAGTTCCAAATTTCATTCTCCTT

GATGGCCAACCACTGACTCTCTCCTCTCCCGAAACGCATCAAACTTCCTAAAGCCTTTGCTGCTAATGGAACACGTCCACATT

TTTTTACCATCTCCTTCCCAATGGCTGCCAAGTTTGGGGTCTTCTCGCAACTCCACAATCCAAATGCCCTCTTTTCAAATAATA

GCCAGCAATCGTAATCTGATAGACCCGATAAAAGGTGTGGTGCGACTGTTCCCATGATTGAAGCAACTCGTTCGCTACGCGTA

GTCACTATGACTTTACTTCTCCTGGCAATACCAATCAACACAGTTTTC 

 

>Contig26 (n=532) 

NNNNNNNNNNNNNNGTTCATGCCTATCTGTGCTATCATCGTCCTCCTCAACTTCCTTGATATCCTGAAAGAAGGATCTCGAGG

CCAACTCATTAAAAATCTCGTTCCCTTTGTCCTCCAGCTCCTTTCTTCCATCAGATGGAATGAACCCATTAGCCATCCATAGTT

GAATCAGCAGATCCTTTTCCATCTCATAATTCTTCGAAAATATGGCACAAAAAGCAAAGCATTGTTTTAAATGGGAAGGCAAA

TGACTGTAGCTCAGCCTTAGTGCCGGCAAGATCCCATCTTCACCAACCTGCATCTCCCAAATCTCGCTATTCCTCACCAACAAC

CATTCCTTTTCCTCGCTCTTGGAATGCATTAAGCTCCCCAGTGTCTTCACCGCTAGAGGCAACCCACCACATTTCTTGACAATC

TCCCTGCCAATGCTTTCCAGATGTTGTGGCGGTTTTGCTCTCTTCTTANACAATTCCCAAGAATCATGGTCATTCAAACGGTCC

AAACGATAAGCATCGAGTGGACCCATTATC 
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>Contig27 (n=632) 

GAGGTACTTCCTGGTGCTGGATGACGTTTGGGATGAGACTGGTAGCGCATGGGAAAAACTCCGTAGTGCCTTAACATCTGGA

GCAAAAGGAAGCATGGTTCTGGTGACAACTCAAAGTCTAAGAGTGGCAGAAGTCATGGGCACGATGGACCCGATAGAATTG

AAAAAAGCCTAAAGGAAGATGACCACTGGAGACTTTTCGAACATTGTGCATTTGGTGAAGCCACTCTCGAGGAAGGGCAAAG

GAAAAAATTGCAAACAATAGGAAGGAAAATATCTGAAAAACTACATGGTTTACCCCTAGCTGGAAAGGTACTGGGAAGTTTA

TTGAAGTCCAAACTAGATGAGGATTACTGGAAGGTGATCCTAGAAAGTGAGTGGTGGGAACATGAATATGTTTTAGATAACA

TCCTTCCATCTCTTGCTTTAAGTTACGAACACTTGAACGCAAATCTAAAGCAATGCTTCGCTTACTGCTCCATATTTCCCAAGA

GCTATGTTTTCGAAAAAGATCGATTAGTCCAGATGTGGATGGCTCAAGGTTTTATCCAGAACAAGAATGGGTTAAGAATGAG

AATGGAGGACATCGGAAGTCAGATATTTGACGAATTAAGCAGCAGGTACTTCTTTCT 

 

>Contig28 (n=662) 

CTTTACTGCTGCGTACAAAAAATCCGTAGAACCCCGCATCTCCCTCAACTTCCTTGATATCCTGAAAGAAAGATCTCGAAGCC

AACTCATTAAAAATCTCATGCCCCTTGTCCTCCAACTCCTTTCTTCCACCAGATGGAATGAATCCATTGGCCATCCATAGTTGA

ATCAACAAATCCTTTTCCATTTCATAATCCTTCGGAAATATGGCACAAAAAGCAAAGCATTGTTTTAAATGGGAAGGCAAATG

ACTGTAGCTCAGCCTTAGTGCTGGCAAGATCTCATCTTCCCCAACCTGCATCTCCCAAATCTCGCTGTCCCTCACAAACAACCA

TTCCTTTTCCTCGCTCTTGGAATGCATTAAGCTCCCCAGTGTCTTCACCGCTAGAGGCAACCCACCACATTTCTTGACAATCTC

CCTGCCAATGCTTTCCAGATGTTGTGGCGGTTTTGCTCTCTTCTTAAACAATTCCCAAGAATCATGGTCATTCAAACAGTCCAA

ACGATAAGCATCGAGTGGACCCATTATCCGGGATACCCCCTCACTTCGTGCAGTCACAATGATCCTACTCCCTTCTCCACCAG

TTCCAAGTAAAGCTTTCAACTCATCCCACTTTACCTGATCCTCGTTCCAAACATCATCCAGCACCAGGAAGTACCTC 

 

>Contig29 (n=607) 

GAGTGCGGGAACTTCGAAATTCCTTGAACTCTTGGAAGAAGGATCTTGACAAAAGCTCGTTGAAAATCTCCTGGCCTTTCAAT

TCCATGTCCTCCTCCCGATCGGATGGAACAAATCCATTAGCCATCCACAACTGGATCAGCATCTCCTTGTCTATTTCATAATCC

TTGGGGAATATGGCACAATAAGCAAAGCATTGTTTCACATGACAAGGCAGGTGATTATAGCTCAACCTCAATGAAGGGAGGA

TCTCATCATCACGTAGTTTCCAAATTTCACTTTCCATCACGAACCTCCATTCCCTCTCCTCCCTCTTCGTGCGCAATAATCTCCC

GAGCATCTTCGCCGCCAGGGGCAGGCCTCCGCACTTGTCCACAATTGCTTTTCCAATTCGTACCAGTTTTGCAGACTTCTCCGC

ACCACCCTCAGAAAATGCGTTTCTTTCAAACAAGCTCCAGCATTCATCATCGGACAGAGGTTTCAGTTCATAAGCATCGAGCG

TGCCGATAATAGATGAAACAACAGTTGTACTGCGGGTTGTCGCAATAACGCAACTTCCATCAGCTCCAGTTGTTAACAATTCT

TTTTAATTCTTCCCATGGA 

 

>Contig30 (n=121) 

GGAAAGAGGCAACAGTAGGGGAAACTTTCGAGCTTCTATTAGATTGCTGAGACAGAGAGCTATTTCGCTCCACCAGACGTCC

CAACCGAGATTCAGTCGTCTTCCCCCCCCCCCCCATCCC 

 

>Contig31 (n=654) 

GAGTGCGGGAACTTCGAAATTCCTTCATGTCTTGGAAGAAGGATCTTGACAACAGCTCGTAGAAAATCTCCTGGCCTTTCAAT

TCCATGTCCTCCTCTAGATCAGATGGAATAAATCCATTAGCCTTCCACAACTGGATCAGCATCTCCTTGTCTATTTCATAATCC

TTTGGGAATATGGCGCAATAAGCAAAGCATTGTTTCACATGACAAGGCAGGTGATTATAGCTCAACCTCAACGAAGGGAGGA

TCTTATCATCATTTAGCTTCCAAATTTTACTTTCCATCACTGACCTCCATTCCCTCACCTCCCTCTTCGTGCGCATTAATCTCCC

CAGCATCTTCGCCGCCAGGGGCAGGCCTCCGCACTTCTCCACAATGGCTTTTCCAATATGTATCAGATCTGCGGACTTCTCCGC

ATCACCCTTAGAAAATGCGTTTCTTTCAAACAAGCTCCAGCATTCATCATCGGACAGTGGTTTCAGTTCATAGGCATCGAGCG

TGCCGATGATAGATGAAACAACGGTTGTACTGCGGGTTGTCACAATAACGCAACTTCCTTCAGCCCCAGCTGTTAACAATTCT

TTTAATTCTTCCCATGGATTCCAAACATCATCCAGCACCAGGAAGTACCCTCCATCCATTAGGAATTC 

 

>Contig32 (n=874) 

CGGCCAAGTCGTGCACCAGGTCATGCATCAAATCATGTATCACATAATATGTGCGGTAGCCCTGCTTCAGTGTTTGAAAGAAT

GACCTCGACAATAAATCATCGAAGTAGTCTCTCCCTACATCTTCCATTCTGCGCTCCATCGTATCGCTGGGCCGAATGAAATCT

TGTGCAATCCACAAATTGACCAACTTCTTAGGCTCAAACTTCCAATGCTCGGGAAAGAAGCTACAATAGCGGAAGCAGCGCT

GCAAGTGCACTGGTAGGTTTTGATAACTAGATATCAAAACTGGCATAATGTCATCCCATACTTCTCTCTCCAAAATAGTCTTCC

ATTCTTTTATGTCCAAGTTATGTTTCAATCTCCCTCCCACAGCCTTGGCAGCTAAAGGAGAACCATTCAACATCGCAGCTATTT
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CTCTGCCAATCACCTGTAATTCTGGATATCTACTGAATTCTTCGCTACCAAATGCACATTTCTTGAACAGCAACCAGTACTCAT

CTCTTGCTAATCCCTTTAGGAAGACAGGGCTCATCGAGTCCAACATTTCTGCCACCATTTCCATCCGGGTGGTCACTAGAATTC

GGCTTCCACTCTCCCCAAATTGTAGAGGTGCAAGCAACTTTCTCCATCTTTCTTTGTTCTCCCATTTCCTCTTTTCCTCATCATT

CCTCACATCATCCAACACAAGAAGAAACCTTTTGGAGAGCAGCATGCTTTTAAGGATCCTCTGAAGCTTATCAAAATTCACAA

CTTCATCATGTTTCTCATCAGTTGCAGATTGCAAGATCTCTCTTGTAATCGAAATCTCATCGAACCTATCGGAGACACAAACCC

ACATCCTCACCTCAAAATATTCTTCAACTCTTCTG 

 

>Contig33 (n=710) 

CGGCCAAGTCGTGCACAAGGTCGTGCATCTTGCAAGCTGTGCGATAAAGTTCACCCGTGGATCCATAAAATCCGTAGTACCCC

GCATTTCCCGCAACTTCCTTGATATCCTGAAAGAAAGATCTCGAAGCCAACTCATTAAAAATCTCATGCCCCTTGTCCTCCAA

CTCCTTTCTTCCACCAGATGGAATGAATCCATTGGCCATCCATAGTTGAATCAACAGATCCTTTTCCATTTCATAATCCTTCGG

AAATATGGCACAAAAAGCAAAGCATTGTTTTAAATGGGAAGGCAAATGACTGTAGCTCAACCTTAGTGCTGGTAAGATCCCA

TCTTCACCAACCTGCATATCCCAAATCTCGCTGTCCCTCACAGACAACCATTCCTTTTCCTGACTCTTGGAATGCATTAAGCTC

CCCAATGTCTTCACTGCTAGAGGCAACCCACCACATTTCTTGACAATCTCCTTGCCAATTTTTGCCAGAGTTGGAGGCACTTCT

GCTCCCTTTTCAAATGCTCTCTTCCTAAACAATGTCCAAGAATCATCCTCAGTCAAACCTTTTAAAAGATACGCATCGAGTGTG

CCCATTATCGATGATACCTGCTCATTTCGTGCGGTCACAATGATCCTGCTCCCTTCTCCACCGGTTCCTAGTAAAGTTTTTAAC

TCATCCCACTTTGCCTGATCCTCGTTCCAAACATCATCCAG 

 

>Contig34 (n=121) 

GGAAAGAGGCTACAATAGCGGAAGCTTTCGAGCTTCTATTAGATTGCTGAGACAGAGAGCTATTTCGCTCCACCAGACGTCC

CAACCGAGATTCAGTCGTCTTCCCCCCCCCCCCCATCCC 

 

>Contig35 (n=798) 

GGCCAAGTCGTGCATCATGTCGTGCATCATGAAACCACCTCTCTGTGAACTTTGAAAAAATGATCTGCTCAGCAAAGCCTCGA

AGTAATCACTCCCAATATCCTCCATTCTTTCTGTTCCTTGGACTTTGATAAAACCAAGAGCCATCCAGATTTTAATCAGCCTAG

TTTTATCGAAGACATAGCCTTTGGGAAAGACAGCACAGTAGGGAAAGCACTGCTTAAGGGGAGCATCCAGTTGCTCATAGCT

CAGTCTTAAAACAGAAATAACGTTTACTCCATTCTCTTCCCGCAGTTGTGATATTTCAGTCTCCGACAAATTGCTCCAGCGGCG

TCGGTTTGATAATCCAAAAGACCTTGCAGTGTCTCCCAGAGCCTTTGCTGCCAGTGGCATGCCCTGAGCCTTATTGGCTATCTC

CTTGCCGATCTTCTCCAGGGGATTGCAATCGCTGGGCGAGGCCCCAGCAAAAGCAATCTTTCGGAAGATAGACCAGCACTCCT

TGTCAGACATGGGTTCCAATATGATCTGGGTAGTGGGGACATTCTCCGATAAAGCACTCCGGTTTCTTGTGGTCATGATAACT

TTGCTTCCTCGCAGTCCACAATTCAGTGGCTGGAAGAGGACTTGCCACAGGCGCTGCTGCTCATCCCATACATCATCCAACAC

GATCAAGGATCTCTTGTTGTTGAGCTCCTGTGCAAGTCTGCTCTGCAGTGAATCCAAGGTTTTCAGGTATGGTCTAAAGCCAG

CCACGGACTCTATCATGTCTCCAAGAAGCCTGATCTCATCCAATCTATG 

 

>Contig36 (n=676) 

CGGCCAAGTCGTGCATGAGGTCGTGCATCTTGCATGTCACTCTGCTTTGATTTCCATGTTCGAAGTAATTAGCACGTTGCCGAA

GGTCCTGAAAGAAGGATCTCCAAACCAGTTCATCAAAGATCTCTTCACCCAAAACTTCCAACTCCTTTCTTCCTCCAGATGGA

ATGAATCCATTAGCGATCCACAGTTGGATCAGCATATCTTTTTCCATCTCATAATCTTTGGGGAATATGGAGCAGAAGGCAAA

ACATTGTTTCAAATGTGGAGGCAAGTGATTGTAGCTCAACCTTAAAATAGCTAAGATTCTTGGTTCACCAAACTGGATATCCC

AAATCTCATTTTCTGATACAGCCAACCACTCCTTCACTTCTTTTTTGGTGCCCATCACGGTCCCTAGGGTCTTTATTGCTAACGG

TAGTCCCCCACACTTTTTCACAATTGCCTTGCCAATTTTAATCAGCTCTGAACGTTCTTCAGCTCCTGCTGCGAATGCCCTTTTG

CTAAACAAAGTCCAGGAATCATCCTCAGATAACAGTGGTAAATCATAAGAGGTTGATGCGCCCATGATCCGCGAGACCCGGC

CACTGCGGGTGGTTACAAGAATTGCACTACCTTTCTCCTCCAGTGTCTAATAAAGTTTTTAATGCATCCCACCTCTCTGGATC 

 

>Contig37 (n=599) 

TCGATGCTGCGGTTTAAGTTTGTAGAGATCTTGAGGAGATCCAGGTTCGCTCTCTTCCCCCATGCTGGACCATCAAGAATGCT

CTTCCATGCCATCTTTGTCTCTTCGGTCCGTAAGATGTGCCTTCCTATAGACACTAAAGCCAATGGCAAGCCATCACACTTCTC

CACTATTCTTCTAGCCAAACCCTCCAGTTCTGGAGGACAGCTTCCATCGTTATCTCTCCCAAATGCTTCCTTGCGGAACAGTGT

CCATGCATCGTATTCTTGCAATGGCTCAAGTTTCATAACCCGGATATCAACCGCCGCTGAAGCAGCTTCCTGGTTCCGTGTGGT

AATGACGACTCTGCTCCCACAACCATTATCGAACAACGCACTACCAACATCATCCCAAACTTCTTTATGCCACACGTCATCCA

AGACAATTAGGTACCTCCTAGGATGCACAAGTGACTTGAGTATCTCCACGAGTCCCCGGGAAGGAATAGAATCCAGCCTGTG
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CGGATGATTGGCCTGCCCTCTCTCCGGGTGCAGTGCCAATATGATTCTTTTGAGCAGGTCATGGGCGTCGTAACTTTGAGATA

CAGAAACCCATGCACG 

 

>Contig38 (n=695) 

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNGGAAAGAAGCTGCAATAGGGAAAGCAGATCCGTAGACGATAGGGGAGATCTCTGAAACTGA

GCTTCAATATATTTTTCACACTATCGGACATTGGCATACTAGTCTCTTCCCAATCGAGGCCCTCACAGAATTCCCTCCATTGCA

ATTCTTCCTTCTCCCGATATGACAGCGCGCTTCCTGCGGCCACAATAGCAAGAGGTAAGCCGTGGCACCTCTTCAAGATTTCT

GTAGCCCAGTGCTTTAGATCTGAAGGACAACTCCTGTCCTTATATTTCCAGAATGCTTTATTACAGAAGAGAATCCATGAGTC

ACTCTCTTGCAAAGGTTTCAGCTCCAGAACACGGCTTTCAGCTGCCAGGCAAGCTACATCATGAATCCAAGTTGTTATAACAA

TTCTACTTCTACATCTACTATCTACTAGCACTGAACTGAATTCATCAAAACAACGATTTATGCGCCACATATCATCTAGGACGA

TAAGATACCTCTTTTGTTGCAAATAGCTACGAAGTGTCTCCGCCAAAGTGTCTTGAGGCATTGTGTCAATGTTGCCTGGAAGA

ATATCACGATTTTCGTGGTAAAGGTCTTCCATGAGTCTTCTCATTAGATCTTCGGCTGCATATTTCTGGGAGACACGTACCCAT

GCTCTGCGATCGAAATGTCGCTTGA 

 

>Contig39 (n=621) 

CGGCCAAGTCGTGCATCAGGTCGTGCATCTTGCATGACCATCTATTATATGGCTGTAGAAGATTTCGCATAATCAACTCTCTGT

AATAATCTTCGGCTATCTCTTCCATCGTCAAACTCCCCTCAACTCTCACAAATCCCTCAGCAATCCAAAGTCGAGTAATATCAC

CCATCCAAATTTGATGGTCTTCAGGACATAATGAGCAGTACATAAAACATTGCTTCAGATAGCTTGGTAGGTCTTCGTAACTC

AGATATAATGCGCCCCTAACCTCCTCGGGAAGCCCAGATGTGGACCATGCGGTACTCCCAAGAACTCTATTCCAAGCACTCCG

GGTCACCTCCTTCGTGCATAGCAACCCTGCAATCGCTTTAATGGCTAGAGGAAGGCCATCACATTTCGTAACAATCTCCATCC

CTATGTCCTTGAGATGCTGGATCTCTCCCTCCTCTCCGGTCAGGACCACCTTCTTGCAAAGCAATAACCAACTATCCTCTAAAG

ACAGCTTGTTGACGTGATGGGTGTTCACTGCCCTCATCTGCTTCGCGATCTGTTCATTTCTTGTAGTGACAAGGATCCTACTGC

CAACAGCACAACTTTTTAACGTATTGCATAACAAG 

 

>Contig40 (n=419) 

TTTCTATAGTAAGTGCATACAAAAGTCGACAGCAAGGAGGTGATCGAATGAAGAACGACTGAGTATACATTGTCATGGCACA

GGCATTTGATTGAGTGGGTTGTTTTGGCGGATGCATAGCTCACGTTATACCCAAGTAATGTCATAGAATGAAAGGTTTATGAG

CAAATTGTGTGTCACACTGGCTTTCGTGATCCGTTCAGCTTCGTGATACACCTCTGGGAGTTGAGACTGGATAAATACACTGA

TCAGAGACGTGCTCAGTCTACCAACACCCCACTTTCTTTCGCCCGCGACTATTAAATCGTGCATTCTCCTCTCTCATCACCTCT

TTCCCATTTTTACTGCCTCAACCCCCTCAACTCACGCACTCTTCCCTGCCTTGCCTGTCGTCGTCTTCCCCCCCCCCCCATCCC 

 

>Contig41 (n=700) 

AGTCGTGCATCAGATCGTGCATCTTGCATGTTGCTCTGCTTTCATGATCGAATTTGTAGTTGTAAGCACGTTGCCGAAGGTCCT

GAAAGAAGGATCTCCAAACCAGTTCATCAAAGATCTCTTCACCCAAAACTTCCAACTCCTTTCTTCCTTCAGATGGAATGAAT

CCATTAGCGATCCACAGTTGGATCAGCATATCTTTTTCCATCTCATAATCTTTGGGGAATATGGAGCAGAAGGCAAAACATTG

TTTCAAATGTGGAGGCAAGTGATTGTAGCTCAACTTCAAAACAGCAAGGATTCTTTGTTCACCAAACTCGATATCCCAAATCT

CACTTTTCATTATATCCACCCAATCCTTTACTTCTTTTTTGGTGCGCATCAAACTCCCTAGAGCCTTTACTGCTAACGGTAGTCC

CCCACACTTTTTCACGATCCCCTCGCCAATTTCAATCAGCTCCGGACGTTCTCCAGCTCCTGGTGAAAATGCTCTTTGCCTAAA

CAAAGTCCAGGAATCATCATCAGATAAAAATGATAAACTATAAGGAGGAACTGTGCGCAAGATCCGTGAGACCTGCTCACTA

CGGGTAGTTACAAGGATTGTACTGCCTTCCCTGCTAGATCCTAACAGATCTTTGAATTCGTCCCACCTCACTGGATCTTCATTC

CACACATCATCCAGCACCAGGAAGTACCTC 

 

>Contig42 (n=671) 

CGTGCATCTTAACCTGCCTCACCACACCATCTAAATCTTCCTGACCTCTCTGGAATAGCGATCTTGATAACAACTCATCAACAT

ACAGCAAACCCACATCTTCCAAGTATGTTCCTCCATTAGATGATTGCACAAAGCCTTCTGCAATCCATAGCTGGACCAATTGT

TCGCTTCTTATTTCTTCACCTTGAGGAAATATGGAACAATATGCAAAGCATTGTTTCAGATGAGATGGCAGATGATTATAGCT

CAGCATCAAAGCGGGTAAGATTTCATTCTCATCATCCGGCAAGTTCCAAATTTCACTCTCCTTGATGGCCAACCACTGACTCTC

TCCTCTCCTGAAACGCATCAAACTTCCTAAAGCCTTTGCGGCTAATGGAACACCTCCACATTTTTTCACAATCTCCTTCCCAAT

AGCTACCAAATATGGGGTCTTCTCACAACCCCCCAATCCAAATGCCCTTTTTTCAAATAACAACCAGCAATCCTCCTCTGATA

GATCCGATAAAAAGTGTGGCGCGACTGTTCCCATGATAGAAGCCACTCGTGCACTACGTGTAGTCACTATGACTTTACTTCCC
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CTAGCACTACCAATCAACACAGTTCTCAGCCTATCCCATTTTTCATAATTCTCATTCCAAACGTCGTCCAGCACCAGGAAGTAC

CTC 

 

>Contig43 (n=685) 

CGGCCAAGTCGTGCATCATGTCGTGCATCACATATTTGTTATTCTGAGTCGGTAGAAAGAAGTACCTGCTGCTTAATTCGTCA

AATATCTGACTTCCGATGTCCTCCATTCTCATTCTTAACCCATTCTTGTTCTGGATAAAACCTTGAGCCATCCACATCTGGACT

AACCGATCTTTTTTCGAAAACATAGCTCTTGGGAAATATGGAGCAGTAAGCGAAGCATTGCTTTAGATTTGCATTCAAGTGTT

CATAACTTAAAGCCAGAGATGGAAGGATATTATCTAAAACATATTCATGTTCCCACCACTCACTTTCCAAGATCATGTTCCAG

GACTTCTCATTTAGTTTGGACTTCAATAAACTTCCCACTACCTTTCCAGCTAGAGGTAAACCATGCAGTTTTTCAGATATTTTC

CTTCCTATTGTTTGCAATTTTTCCCTTCGCTCTTCCTCAAGATTGTTTTCACCAAATGCACAATGTTCGAAAAGTCTCCAGAAGT

CATCTTCCTGCAGACTCTTCAATTCTATCGGGTCCATCGTGCCCATGACTTCTGCCACTCTTAGACTTTGAGTTGTCACCAGAA

CCATGCTTCCTTTTGCTCCAGATGTTAAGGCACTACGGAGTTTTTCCCATGCGCTGCCAGTCTCATCCCAAACATCATCCAGCA

CCAGGAAGTACCTC 

 

>Contig44 (n=634) 

CGGCCAAGTCGTGCACCAGGTCGTGCATGAGGTCGTGCATCTGGCATACATACTGATCATATGGCTGCAGAAGATTTCGCATA

ATCAACTCTCTGTAGTACTCATTTGCGGTCTCTTCCATGGTTGAACTCCCCTCAGCTTTCACGAATCCCTCAGCAATCCAAAGT

TCAGTAATAGTACCCATCAAAATTCGATGGTCTTCAGGAAATAATGAGCAATATATAAAACATTGCTTCAGATAGCTCGGTAG

ATCTTCATAACTCAGATATAATGCTCCCTTGACCTCCTCAGGAAGCCCAGATGTGGTCCATGCGGTGCTTTCAAGAACTCCATT

CCAAGCTCTCCCGGTCCTCTCTCCTTGGTGCATAGCACCCCTGCAACCGCTTTAATGGCTAGAGGAAGGCCATCACATTTCTTA

ACAATCTCCATCCCTATGTCCCTGAGATGCTGGATCTCTCCCTCCTCCCCTGTCAAGACCACCTTCTTGCAAAGCAATAACCAA

CTATCCTCTAAAGACAGTTTGTTGACGTGATGGGTGTTCACTGCCATCATCTGCATCGCGATCTGTTCATTTCTTGTAGTGACA

AGGATCCTACTGCCAACAGCACAACTTTTTAACGTATTGCATAACAAG 

 

>Singleton1: Trat10_EG_BA1_3F2/13R1_NI_5 (n=435) 

CGGCCAAGTCGTGCATAAGGTCGTGCATCTTAACCTGCCTCACCACACCATCTAAATCTTCCTGACCTCTCTGGAATAGAATA

ATTGATCATAAATAATCACTCATCTACATACACCAAACCCACATCTTCCAAGTATGTTCCTCCATTAGATGATTGCACAAAGC

CTTCTGCAATCCATAGCTGGACCAATTGTTCGCTTCTTATTTCTTCACCTTTAGGAAATATGGAACAATATGCAAAGCATTGTT

TCAGATGAGATGGCAGATGATTATAGCTCAGCATCAAAGCGGGTAAGATTTCATTCTCATCATCCGGCAAGTTCCAAATTTCA

CTCTCCTTGATGGCCAACCACTGACTCTCTCCTCTCCTGAAACGCATCAAACTTCCTAAAGCCTTTGCTGCTAATGGAACACCT

CCACATTTTTTCACAATC 

 

>Singleton2: Trat10_EG_BA1_3F2/13R1_NI_15 (n=666) 

CGGCCAAGTCGTGCATAATGTCATGCATCTTGCATGTTGTTATGCAGTAACGTTCAAACCTGCCCTTGGAGCCATCGTCCTCCG

TTGCTTCCTTGATATCCTGAAAGAAGGACCTGCAAGCCAACTCCTTAAAAATCTCATTCCCTTTGTCGTCCAACCGATCCTTTC

TTCCATCAGAAGGAATGAATCCATTGGCCATCCATAGTTGAATCAGCAGATCCTTTTCCATCTCATAATTCCTCGAAAATATG

GCACAAAAAGCAAAGCATTGTTTTAAATGGGAAGGCAAATGACTGTAGCTCAGCCTTAGTGCTGGCAAGATCCCATCTTCAC

CAACCTGCATCTCCCAAATCTCGCTATTCCTCACCAACAACCATTCCTTTTCCTCGCTCTTGGAATGCATTAAGCTCCCCAGTG

TCTTCACCGCTAGAGGCAACCCACCACATTTCTTGACAATCTCCCTGCCAATGCTTTCCAGATGTTGTGGCGGTTTTGCTCTCT

TCTTAAACAATTCCCAAGAATCATGGTCATTCAAACGGTCCAAACGATAAGCATCGAGTGGACCCATTATCCGGGATACCCCC

TCATTTCGTGCAGTCACAATGATCCTACTCCCTTCTCCACCATTTCCTAGTAAAGCTTTCAACTCATCCCACTTTGCCTGAT 

 

>Singleton3: Trat11_EG_C10_P1B/RNBSD_R_45 (n=493) 

AGAGGCTGCAATAGAGGAAGCAAGAGCAAAATAGAGAAAGCAAGGCTTCGGATGATGGGGTAAGTCATCATAGCTAAGAAG

TATTCTTTGTGTTTGGTCTTCCCATATGCCCCATTACGTTTCTTCGTAGACTTCCACCTAGAACAACGATTGCGAGAGGTAAAC

CACCACATTTTTCAACAATTTCTTAACGAAGAGACTCCAAATGGACCCGATATTTAGCTGACGTAAATGATTTCCTTCACAAC

AAATCCCAACTCTCCTCTGGACTATGAAGTATCAACTCACAGGGAGGGCTATCAGTATCCGGGTCTGCATCCATGGCAACGTT

CGCTTTAAGAGTAGCAAGCATCACCTCTACTTCCTGTAGATCCCTGCGGAAATGCTGCTTTATATCCATTCCAGGCTTCTATGT

CCCATATGTCATCATCTATCATCACCAAGTATCTCTTATTACTCAAATATCCATGAAAGTTATCCTTCATGTCTTCCA 

 

 



! +*"!

>Singleton4: Trat11_EG_C10_P1B/RNBSD_R_7 (n=564) 

TCATAACTCAACCGTAGTGCTGGTAATATACCATTGTCGTCGGCAGGCAATCTCCAGAGTTCGCTATCTCTGACATGTAACCA

CTCTGCCTCCCCTCTTCTAGAGCTCATCAGACTTCCCAGAGCCTTAGCAGCCAGGGGCAAGCCTCCACATTTTTCAACAATTTG

TTTCCCAATTTCAACCAACCTTGGAGTCTCTTCTTCTCTTCCTGGCCCAAATGCTCTCTGCTTGAACAGAGTCCAGCAGTCAGC

GGCTGTTAGGCCTTGCAATTTGTGCGGAGCCACCGTCCCCATGATCCTGGCAACTACATCGCTTCGTGTTGTAGTTACGATCTT

GCTTCCTTTCTTGCCACATCTCAGTAAAGTCTTCAATCTCTCCCACTTTGCTTCATCCTCGTTCCAGACATCGTCCAGAACAAGT 

AAGAAACTCCTCCCACTCAGTTTCGTCTGCAGCTGAAGCTGTGCAGCTTCCAAGTTTGGGACTTCACACTGAATAATCTTATTT

ATAATTTCTTTGATGCTAAAATCATCAGAAACACATACCCATGATTTAAGATCAAAGTGC 

 

>Singleton5: Trat12_EG_C10_3F2/13R1_R_18 (n=537) 

GGAACGATTTTCTTGTTAATATACAAGAACGTCTTTGAATTTTTTGACAAGAATTAAAGAACGATCTTCTTTGTAAGTCATTGA

AATATTCACTGCCAATCTCTTCCATTCTTCTTCTACCTCTAACTGCGATGTAGCCTTGTGCCATCCACAATCTGACTAGAACAG

CTTTGTCAAACTGATAACCCTTGGGAAACATGGAACAATAAACGAAACAAGGTTTTAGATGTGCTGGCATGCGAGTATAGCT

TAATCTGAGAGCTGCAAAAGTCTCATTATTCTTGTCTACTTCCCATAGATCACTTTGCAAGACATCCTTCCAACTATTTTCATC

TGTCATGTATCTTAGAAGGCTTCCTATTGTCTTCACAGCCAATGGTAAACCGGAACACTTCCTGACAATCTGCTTGCCAGCATC

TGTCAACTGTGATTGTTCTTCAGAGTCTCGACCATCAAATGCGTAGTGCTTGAACAATAACCAAGATTCGTCTTCAGATAAGT

AGCCAGGATGATAAGGATGCACCGTCTGCATGATCT 

 

>Singleton6: Trat14_EG_C23_3F2/13R1_MR_2 (n=614) 

CGGCCAAGTCGTGCACAAGGTCGTGCATCTGGCATACATAAGTTTCATATGGCTGCAGAAGATTTCGCATGATTAACTCTCTG

TAGTACTCTTTTGCTGTCTCTTCCATAGTCGAACTCCCCTCAGCTTTCACGAATCCCTCGGCAATCCAAAGTTGAGTAATATAA

TGCATATTAAGTGTATGGTCTTCAGGAAATAATGAGCAGTATATAAAACATTGCTTTAGATAGCTTGGTAGGTCTTCGTAGCT

CAAATATAATGCTCCCTTAACCTCCTCAGGAAGCCCAGACGTAGACCATGCAGTGCTTTCAAGAACTCTATTCCAAGCCCTCC

CGGTCCTCTCCTTCATGCATAGCACCCCTGCAACCGCTTTAATGGCTAGAGGAAGGCCATCACATTTCTTAACAATCTCCATCC

CTGTGTCCTTGAGATGCTGGATCTCTCCCTCCTCTCCTGTCAAGGCCACCTTCTTGCAAAGCAATATCCAACTATCCCCTAAAG

ATAGCTTGTTGACATGATGGATTTTCACTGCCGACATCTGCATCGCGATCTGTTCATTTCTTGTAGTAACAAGGACCCTACTGC

CAGCAGCACAACCATATAATGTGTTACGT 

 

>Singleton7: Trat14_EG_C23_3F2/13R1_MR_28 (n=620) 

CGGCCAAGTCGTGCATCAGGTCGTGCATCACGTACTTGTTATTCGGAGTTGGTAGAAAGAAGTGCCTGCTAGCTAATTCATCA

AATATCTGACCCCCGATGTCCTCCATTCTCATTCTTACTCGATTCTTGTTCTGGATAAAACCTTGAGCCATCCACGTCTGGACC

AACCGATCTTTTTCGAAAATATAGCTCCTGGGAAATATGGAACAATAAGCGAAGCATTGCTTGAGATTTGCGTTCAAGTGTTC

GTAACTTAAAGCAAGAGATGGAAGGATGTTATCTAAAACATATTCATGTTCCCACCACTCACTTTCTAGGGCCATTAAAGCGG

TTGCAGGGGTACTATGCATGAAGGAGAAGACCAGGCGAGCTTGGAATGGAGCTCTTGAAAGCACTTCATGGTCCACATCTGA

GCTTCCCGAGGAGGTTATGGGAACCTTATATTTGAGTTACAAAGACCTACCAAGCTATTTGAAGCAATGTTTTGTATACTGCT

CATTAGCTCCTGAGGACCATTTCATTGGCATGGATGAAAGTACTCGTCTTTGGATTGCTGAGGGATTTGTGAAAGCTGAAGGG

AGTTTGACGATGGAAGAGACAGCAAAAGAGTACTACAGA 

 

>Singleton8: Trat14_EG_C23_3F2/13R1_MR_48 (n=466) 

CGGCCAAGTCGTGATGATGTCGTGCATCACGTACCTGTTATTCAGAGTTGGTAGAAAGAAGTACCTGCTAGTTAATTCGTCAA

ATATCTGACTTCCAATGTCCTCCATTCTCATTCTTATCCGATTCTTGTTCTGGATAAAACCTTGAGCCATCCACATCTGGACTA

ACTGATCTTGCTCGAAAACATAGCTCTTGGGAAATATGGAGCAGTAAGCGAAGCATTGCTTTAGATTTGCGTTCAAGTGTTCG

TAACTTAAAGCCAGAGATGGAAGGATAATTTATCTAAAACATATTCATGTTCCCACCCACTCACTTTCTAAGATCATTGTTCC

AGGACTTCTCGTTTAGTTGGGACTTCAATAAAACTTCCCCACTACCCTTTCCCAGCTAAAGGTAATCCATGCAGTTTTTCAAAA

ATTTTCCCTTCCTATTGTTTGCAATTTTTCCCCTTCCCTCCTTCCCTTA 

 

>Singleton9: Trat1_EO_MAN_P1B/RNBSD_CO_7 (n=467) 

TTGGAATGGAGAACTCCAAAGCAATTGGCACACCCATGAGCCCATCATGTAAGCTTGACAAGGACGAAGAAGGTAAAAGTGT

AGACTTAAAATTTTATAGAGGCATGATTGGTTTTCTATTATATTTAACTGCTAGTAGACCTGATATTATGTTTAGTGTTTATCTT

TGTGCTTGCTTTCAATCAAATCCAAAAGAATCACACTGGAATGCAGTTAAAAGAATCCTTAGATATTTAAATGGTACACAAAC

TCTAGGATTATGGTATTCTAAAGACTCATTAATTGACTTAATAGGATATTCAGATGCTGATTTTGCTGGATATAGATTAGATAA
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AAAAAGTACTAGTGAAACTTATCAATTTCTTGGAGTTAACCTAATCTCTTGGTTTAGCAAGAAACAAAATTTGATAGCACTGT

CTACGGTCGAGGCCGAATACATTGCAGCCGAAAGTTGCTGTGCTCAAATC 

 

>Singleton10: Trat2_EO_MAN_3F2/13R1_CO_18 (n=672) 

CGGCCAAGTCGTGCATCAGGTCGTGCATCTTACATGCCCATATGTTGTTATACTTATCCTTTCTCGCATCCTGAAAAAAGGATC

TCCGCAACAAGCTATTGAAGTTTTGGTTGCCAACTTCCTCTTCATGCATATCACCGTCCGATGTTTGGATGAAACCTTCGGCAA

TCCACAGCTGAATCAGTTGCTTCCTTTCAATTTGATAATCTTTCGGAAATATCGAACAATAAGCAAAACACTGCTTTAAATCA

GAGGGCAAATGATCATAACTCAATTGTAGTTCCAGTAAGATACGATTCTCGTTTCTAGGCAATCTCCAAAGTTCGCTATCTCT

GACATGCACCCACTCCGCGTCCTCAGTTTTAAACCTCATCAGACTTCCGAGAACCTTTGCAGCCAAAGGCAAGCCCCTGCATT

TCTCAACGATCTCCTTTCCAATTTCGACCGACCTTGAAGTCTCTTCTTCTCTTCCTGGCCCAAACGCTCTCTGCTTGAACAAAGT

CCAGCAGTCATCGGATGTCAATCCTTGCAATTTGTGTGGTGTGACCGCTCCCATGATCCTGGCAACAACATCGCTTCGTGTTGT

AGTTACGATCTTGCTTCCTTGCTTGCCACCTCTCAATAAGGTCTTCAGTTTCTCCCACTCTGCTTCATCCTCATTCCACACATCA

T 

 

>Singleton11: Trat2_EO_MAN_3F2/13R1_CO_2 (n=438) 

TCGTGCATGAGGTCGTGCAAATTATCATAGCTGAGCTTTAATATGCGAAACATGTCTCTTTCTTCATCTCCCTCCGGTAGGATC

TCCATTTCCTGGATCTCAGCATGCTTGGAGTCCTTCAGCAACTTGATTACGTGCCTCCAGTGCTTGGGTTCCCTCCGGTTGCGC

ATGGCCCGTCCGATCGTCTTGAGAGCGAGCGGCAAGCCTCTGCACTCCTTCGCAACCTCTCCTGCAAGCTCCGGTATGTCAGG

GTGAGAGCTGAGAGTCTGCTTACCCACATAAAAGTTGAACAGATCCAGCGCCTCTCTCTGCCCCAAGCAGTTCATCTTTATCT

CGGCATCGGCGCTCATTTTGCCGCAAACGTCCTGCGATCGGGTGGTGAGTATAACTTTGCGCTTATGCTGATTCCCTCCGGTGC

AGGGACGTGGGATCCCCACA 

 

>Singleton12: Trat2_EO_MAN_3F2/13R1_CO_20 (n=604) 

CGTGCATCAGGTCGTGCATGCTGCATGTCTGTTTCGTGATCATCATGGGGTAACTTTGAGTGTTCTTGAAGTCTTGGAAGAAG

GATCTTGACAATAGCTCGTTGAAAATCTCATGGCCTTTCAATTCCATATCCTGCGGATCAGATGGGATAAATCCATTAGCCAT

CCACAACTGGATCAGCATCTCCTTGTCCATTATATAATCCTTGGGGAATGTGGCGCAATAAGCAAAGCATTGTTTCACATGAC

AAGGCAGATGATCATAGCTCAACTTCAATGAAGGGAGGATCTTATTATCATTTAGTTTCCAAATTTCACTTTCCATCACGAAC

CTCCATTCCCTCTCCTCCCTACTCTTCGTGCGCAATAATCTCCCTAGCATCTTCGCCGCCAGGGGCAGGCCTCCGCACTTGTCC

ACAATTGCTTTTCCAATATGTACCAGATTTGGGGACTTCTCCGCACCACCCTCAGAAAATGCGTTTCTTTCAAACAAGCTCCAG

CATTCATCATCGGACAGAGGTTTCAGTTCATAAGCATCGAGTGTGCCGATAATAGATGAAACAACAGTTGTACTGCGGGTTGT

CACAATAACGCAACTTCCATC 

 

>Singleton13: Trat4_EO_TEF_3F2/13R1_CO_21 (n=585) 

GAGGTACTTCCTGGTGCTGGACGATGTTTGGGATGAGACTGGTAGCAAGTGGGAAAAACTCCGTAGTGCCTTGACATCTGGA

GCAAAGGGAAGCATGGTTCTGGTGACAACTCAAAGTCCGGTTGTAGCAAAAGTAATGGGCACAATGGACCCGATAGAGTTGG

AGTGTCTACAGGAAGATGACTACTGGAGACTTTTTGAACATTGTGCATTTGGTGACCAAATTCTTGAGGAAGAGGGAAGGGA

AAAATTACAAGCAATAGGAAGGAAAATATCTGAAAAACTGCACGGTTTACCTCTAGCTGGAAGGGTACTGGGAAGTTTATTG

AAGACCAAATTAAATGAGGATCACTGGAAGATGATCTTAGAAAGTGAGTGGTGGGAACATGAATATGTTTTAGATAATATCC

TTCCACCTCTGGCTTTAAGTTAGGAACACTTGAATGCAAATCTAAAGCAATGCTTCGCTTACTGCTCCATATTTCCCAAGAGCT

ATGGTTTCGAAAAAGATCGGTTAGTCCAGATGTGGATGGCTCAAGGTTTTATCCAGAACAAGAATGGGTTAAGAATGAGAAT

GGAGGACAT 

 

>Singleton14: Trat5_EG_NIG_P1B/RNBSD_CO_6 (n=613) 

GGAAAGAGGCTACAATAGAGGAAGCACTGCTTCAGATGTCCAGGTAGTTGCTGATAGCTCAATCTTAGAGCTGACAGTATAT

TTTTCGCATTCTGCGGCAGTTCCCATATCTCGCTCTCCAAGATGATTCTCCAGCTGTCTTCATCTAATTTGGAATACAAGAGGC

CTCCCAGTATCTTTGCGGCTAGAGGTAAGCCTCTAATCTTGCTAACTATTTCCTTGCCAATTTCCTCTAATTTTGGATGCTCACT

GGAGTTCTTATTTGCGAATGCGATTCTTTTAAATATCAGCCAGCAATCTTGGTTTGATAAGCCCTCCAAACAATACGATGAAG

CCATGTCCATGATATTCGCCACATTTTTGTTTTGCGTTGTTATTAAGATCTTGCTGCCCCTTTCCCCATACATCAAGGGGAGGA

ATATTGGCTCCCATTGGTTGCGATCCTCATTCCAGACATCATCCAGTACCAGCAAATACCGATTTCCTGGTAGTTGTCCTTTGA

GATTGTCTTGAACCATATTCCAATTTACCAGTTCAGATTGCCTCCCCTTAGAAGCAGATTCCATGATCTCTCTAGTGATCCTTC

TAACACTAAAATCATCTGACACATGAA 
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>Singleton15: Trat8_EG_LM2T_3F2/13R1_R_20 (n=652) 

XXXXXXXXXXXXXXXXXXCGGCCAAGTCGTGACAAGGTCGTGCATCTTGCAAGTTGTTATGTAATAAACTTTACTGCTGCGT

ACAAAAAATCCGTCGAACCCGGCATGTCCCTCAACTTCCTTGATGTCCTGAAAGAAAGATCTCGACGCCAACTCATTAAAAAT

CTCATGCCCCTTGTCCTCCAACTCCTTTCTTCCACCAGATGGAATGAATCCATTGGCCATCCATAGTTGAATCAACAAATCCTT

TTCCATCTCATAATCCTTTGGAAATATGGCACAAAAAGCAAAGCATTGTTTTAAATGGGAAGGCAAATGACTGTAGCTCAATC

GTAGCGCTGGTAAAATCGCGTCTTCACCAACCTGCATATCCCAAATCTCACTATCCCTCACGAACAACCATTCCCTTTCCTGGC

TCTTGGAATACAATAAGCCCCCCATTGTCTTCACTGCTAAAGGCAGTCCACGACATTTCTTGACAATCTCCTTGCCAATATTTA

CGAGATTCTGAGGCTCTTCTCCTCCCTCTTNCAATGCTCTCTGCCTAAACAATGTCCAGGAATCATCTTCAGTCAAATATGGTA

GCTGATAGGTGGCGAGTGTACCCATCATCGACGATACCCGCTCACTTTCTGTTGTCACAATGATCCTA 

 

>Singleton16: Trat8_EG_LM2T_3F2/13R1_R_34 (n=653) 

TCGTGCATCATGTCGTGCATCTTGCATGTTGTTGTATAATAAAGTTCATGCCTGAATGTGCGATCACCAAGATAAAAATGTTG

CCCACGGTACGTCTCGGCTTCCTCAACTAACTTGATATCCTGAAAGAAAGATCTCGAAGCCAACTCATTAAAAATCTCATGCC

CTTTTTCCTCCAACTCCTTTCTTCCATCAGAAGGAATGAATCCATTGGCCATCCATAGTTGAATCAGCAGATCCTTTTCCATCT

CATCATCCTTCGGAAATATGGCACAAAAAGCAAAGCATTGTTTTAAATGGGAAGGCAAATGACTGTAGCTCAGCCTTAGTGC

TGGTAAGATCCCATCTTCACCAACCTGCATATCCCAAATCTCGCTGTCCCTCACAGACAACCATTCCTTTTCCTGACTCTTGGA

ATGCATTAAGCTCCCCAATGCCTTCACTGCTAGAGGCAACCCACCACATTTCTTGACAATCTCCTTGCCAATTTTTTCTAGATT

TGGAGGCACATCTGCTCCCTTTTCAAATGCTCTCTTCCTAAACAATGTCCAGGAATCATCCTCAGTCAAACATGATAGGCGAC

AAGTGGGAAGTGTACCCATTATCGACGATACTTTCTCACTTCGTGCGGTCACAATGATCCTGCTCCCTTC 
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9.2 Apêndice B: Lista de sequências protéicas de contigs e singletons 

 
>Contig 1 

RYFLVLDDVWTANVWCDLLRNTLYGCAAGSRVLVTTRNEQIAMQMMAVNTHHVDKLSLGDGWSLLCKKVVLTGEEGEIQHLK

DIGMEIVKKCDGLPLAIKVVAGVLCAKEKTRRAWNRVLESTAWSTSGLPEEVMGALYLSYEDLPSYLKQCFVYCSLFPEDHQIEM

DYITKLWIAEGFVKAEGSSTMEETAKEYYRELTMRNLLQANFRVHDIMHDLAX 

 

>Contig2 

XXXXXXRYFLVLDDVWDTKWEALCDYLTYAEKGSKILITAREEKSVDVMGRTVRKIFLEGLAYRDFWLFFEACAFGNERVSLFR

WPELKLVGMEIAKKLKGNPLAAKTVGKLLSANIDHSYWTSILTSDLWKLEQGPNDIMPALRLSYRRLPAHLQRCFAYCSIFPKGYK

FIKERLVHMWMAHGFIQTWDEHPKLEDIGESYFNDLLQRSFFIRGEHSNDELYYMHDLMHDLAESLVX 

 

>Contig3 

RYFLVLDDVWWLSDQKAAGIYREAAASASEDLTDQI*I*ILGAIFMRRRRFRSCLSGYR*RLGNCVAILEPRMLLRSSTG*SSYSRGIS

LIFKF*I*F*IKY*IIRIRFNRP*IKIK*DNFFLNISPQILLDLEDPT 

 

>Contig4 

RYFLVLDDVWNEEEAEWERLKPLLRGGKKGSKIIVTTRSERVASIMGSSALLRLPVLPTDDCWTLFRQRAFGLGRAEETPSLVKIGK

KIVQKCGGLPLAAKALGSLMSSKRGEVEWLAVKNSEIWKLPAKETGILPALRLSYDHLPSHLKQCFAYCSLFPKDYSIERERLIQLW

IAEGFINHPSDNNMDLENIGNQFFNNLLWRSFFQDAEKDSDGNVTVCKMHDLMHDLAX 

 

>Contig5 

DV*NADLWEDLLRNSFERATASGRIVVTTRHTNVVGSMRGDGNTEADIHHVKKMDNESGWEMLRKRIFGDDVVEEVISDLKEVG

VKIIEKCDGLPLAIKTIAGVLSSKEKTNMEWSKVLKGDAWSMNQLDKELPGALFLSYX 

 

>Contig6 

IIVTTRSERVSSMMGTLATYQLPYLTEDDSWTLFRQRAFEEGGEEPQNLVNIGKEIVKKCRGLPLAVKTMGGLLYSKSQEREWLFV

RDSEIWDMQVGEDAILPALRLSYSHLPSHLKQCFAFCAIFPKDYEMEKDLLIQLWMANGFIPSGGRKELEDKGHEIFNELASRSFFQ

DIKEVEGHAGFDGFFVRSSKVYYITTCKMHDLVTTWP 

 

>Contig7 

DKKFGGVVKVVVSQNPNIEQIRRDIAEELGMTLWGSGESAARALAARLGKEKKIAIMLDDIWARLELKDIGIPFRDDHKGCKILLTS

RKSEVCDLMETDVSVLVDVLSEEDSWDLFKSKAGKVVETSDVEPVAKKVAKECGGLPLAIVVVGRALRGFKERSVWDDALLQLQ

QSTPANLEGVEEQLYKSLELSYKQLKTDEMKVLFSLLLPLP 

 

>Contig8 

GMGGGGKTTLVNDIYRSQEVKRYFDRRAWVRVSQKYTTEDLMRRLIEDLYNENRDILPDNIDTMPCDTLAEVLHAYLQQKRYLIV

LDDMWHINGWFDELSPVLVDSKCRSRIVITTRNHDVAYLAVESRVLELQPLQEGDAWILFRNKAFWKYKDRSCPSDLEYWARKIL

QRCHGLPLAIVAAGSSLSYREREELEWRKFCEGLDWEETNMPMSERVRNILKLSFGDLSYHLRNCFLYCCLFP 

 

>Contig9 

RYFLVLDDVWDETGSKWKELRGVLTSGAKGSMVLVTTQSPVVAEVMGTMEPIELKSLEEDDHWRLFEHCAFGEATLEEERRKKL

QTIGRKISEKLHGLPLAGKVLGSLLKSKLDEDYWKMILESEWWEHEYVLDNILPSLALSYEHLNANLKQCFAYCSIFPRSYFFEKDR

LVQMWMAQGFIQNKNRVRMRMEDIGGQIFDELASRYFFLPTLNNKYVMHDMMHDLAX 

 

>Contig10 

DDVWNAENVEDWENRDRWRKLLAPLRSGARGSKILATTRREMVVTMLGAVNSIYLKGLRGDDYWLLFQKHAFGCENPDNHLEL

LRIGTQIAERLNGSPLAAKVVGGMLNAELDVGKWKNVLKSDIWDGIMPVLRLSYQNLPAHLQRCFAYCSIFPKDWKFEPDRLVYM

WMAQGFIQAQSWNSVRIEDIGRVYFNDLLSRSFFQTLEQDGHTYYMMHDMMHDLAXXXXXXX 
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>Contig11 

DVWTAKVWCDLLCNTLKSCAVGSRILVTTRNEQIAMQMRAVNTHHINKLSSKDSWLLLCKKVVLTGEEEEIQHLEDIGMEIVKKC

DGLPLAIKAIAGVLCTKEMTRSAWNRVLGSTAWSTSGLPEDVQGALYLSYEDLPGYLKQCFLYCSLFPEDYTFSMHEITELWIAEG

FVKADQGSLTMEETAEEYYRELIMRNLLQRYFRMHDLVHDLAX 

 

>Contig12 

RYFLVLDDVWDTKWEALCDYLTYAEKGSKILITAREEKSVDVMGRTVRKIFLEGLAYRDFWLFFEACDDVWDPEAFNDIRQAFVN

NKGSRIIITTRSTEVASLAHDSRKLELKGLQSTQAWDLFCKRAFWKEKVRECPKELEELGEKIVSKCQGLPLAIVSLGSLLSLREKTK

SEWGKVYDRLSWELNHNPNLDNVKHVLNLSYNYLPRYLKNCFLHCSMFPEDHLLQRKRLMRLWVAEG 

 

>Contig13 

RYFLVLDDVWKCDYFRTGYFICRASNSLKV*WVTLIFFTIKVTCYCM*FNKSHAPSSFSCLCSLVPYFL*QALWLSHLRAFGTRRQA

SSYMFYSIACLD*LALACFMEVSGLMVD*YFIITWNIRLVGYKLLFWMGYKTNKSYRAWN*NFFFNYNFHFSRICL*VI*LSKPII*HS

LDWHVVSTKLKIGSLRS*S*CTTLCTTWPXXXXXX 

 

>Contig14 

ESTEAWNLFCKKAFRKEEDRKCPEELKKLGQDIVSKCQGLPLAIVSLGSLLSLRERTKSEWQKVYDRLSWELNNNPNLDNVKHVL

NLSYNYLPRYLKNCFLHCSMFPEDHVLQRKRLMRLWVAEGIMEERGSSTMEEVAEDYLKELIHRCMLQVVRRNX 

 

>Contig15 

RYFLVLDDVWDETGSKWKELRGVLTSGAKGSMVLVTTQSPIVAEVMGTMDPVELKSLQEDDFWRLFEHCVFGENNLKEERREKL

QTIGRKISEKLHGLPLAGKVVGSLLKSQLNEKSWNMILESEWWEHEYVLDNILPSLALSYEHLNANLKQCFAYCSIFPKSYVFEQDQ

LVQMWMAQGFIQNKNRIRMRMEDIGSQIFDELTSRYFFLPTLNNRYVMHDMVHDLAXXXXXX 

 

>Contig16 

IWRAVGVPIPSRRPTGQHKHKVVFTTRTEQVCGSMGAHEKIKINCLEPEDSWKLFQDMVGQDTLTRIPTSLARQVVEECRGLPLAL

TIIGKAMSTRKTRQEWQNAITLLQSSKIPEIPDKDEDEDMLPRLKLSYDSLPDDAVRKCFLLCALWPEDFSIKKIDLIECWMGHGLID

VGGFKDINEAYDSGHVIIGKLKSACLLEPGLNEDDVVKMHDLMHD 

 

>Contig17 

AFSEGGAEKSANLVHIGKAIADKCGGLPLAAKMLGRLMRTKMEVREWRSVMESEIWKLNDDKILSSLRLSYNHLPCHVKQCFAY

CAIFPKDYEIDKEMLIQLWMANGFIPSDPEQDMELKRP*DFPRAIVKVLLPRLDNSQIRHX 

 

>Contig18 

REIES*VGHKRIEDYLGERSMG*HYASFDI*LSTPTSALAALFPLLLPLS 

 

>Contig19 

DETKLTREMLEYVSGDKREYKGITNFNSLQVTVMEKLMLKRFLLVLDDVWKDERSSRLVEEERWERFLSPLKAGKKGSKILMTTR

LATVAEMVGTMDSINLAGLRDHDCWSLIKECTFDGVHPDKHPKLQNIGRKIANKLKGLPVAAKAVAGLLKK*AGC**NGSKCWK

ANDIWNDIMPVLDFSYQHLPAHLQRCFLYCCLFP 

 

>Contig20 

KWDELKTLLRTGGVGSRIIVTTRSERVSSMMGTLATYQLPYLTEDDSWTLFRKRAFEEGGEEPQNLVNIGKEIVKKCGGLPLAVKT

MGGLLYSKSQEREWLFVRDSEIWDMQVGEDAILPALRLSYSHLPSHLKQCFAFCAIFPKDYEMEKDLLIQLWMANGFIPSDGRKEL

EDKGNEIFNELASRSFFQDIKEVEEDDDSTDRHELYCITTCKMHDLMHDX 

 

>Contig21 

DDNKGSRIIFTTRSADVASLAHDSRKLELQVLESTEAWDLFCRRAFRKEKVRKCPEELEELGKEIVLKCQGLPLAIVSIGSLLSLREK

TKSEWQKVYDQLSWQLDKNPNLENVKRVLNLSYNYLPRYLKNCFLHCSMFPEDHVLQRKRLMRLWVAEGFVEERGSSTMEEVA

EDYLKELIHRCMLQVVRRNEFGRIKHCRMHDMMHDLA 
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>Contig22 

SEDYNS*EFRHR*IQLHFTIWTFRPSWPL*GSL*FFLRRVFR*DLSVLRPQTQLLRATFSRLLLDWRRNPRSLFPSSSFRAPKQQRRREV

HRRHRREDLPLR*LDVGVL*QYRFQFSGGHLISFVFN*RLQAVNYEEVFVFX 

 

>Contig23 

DVWDETGSKWKELRGVLTSGAKGSMVLVTTQSPIVAEVMGTMDPVELKSLQEDDFWRLFEHCAFGENNLKEERREKLQTIGRKIS

EKLHGLPLAGKVVGSLLKSKLNENSWNMILESEWWQNSDVLDNILPSLALSYEHLNANLKQCFAYCSMFPKSYVFEKDRLVQMW

MAQGFIQNKNGVRMRMEDIGSQIFEELTSRYFFLPTLNNKYVMHDLMHDLAX 

 

>Contig24 

GSRIIVTARNEQVSSIMGTLDAYLLKGLTEDDSWTLFRKRAFEEGAEVPPTLEKIGKQIVKKCGGLPLAVKALGSLMHSKSEEKEWL

LVRNSEIWEMQVGEDGILPALRLSYSHLPSHLKQCFAFCAIFPKDDEMEKDLLIQLWMANGFIPSDGRKDRLDDKGHEIFKELACRS

FFQDIKEATGGDGSKGRFEGYCITTCKMHDLMX 

 

>Contig25 

KTVLIGIARRSKVIVTTRSERVASIMGTVAPHLLSGLSDYDCWLLFEKRAFGLWSCEKTPNLAAIGKEMVKKCGRVPLAAKALGSL

MRFGRGESQWLAIKENEIWNLPDDENEILPTLMLSYNHLPSHQKQCFAYCSIFPKGAEIRSKQLVQLWIAEGFVQSSNGGTYLEDVG

LLYVDELLSRSLFQSGQEDADGVVMQVKMHDLVHDLAX 

 

>Contig26 

IMGPLDAYRLDRLNDHDSWELXKKRAKPPQHLESIGREIVKKCGGLPLAVKTLGSLMHSKSEEKEWLLVRNSEIWEMQVGEDGIL

PALRLSYSHLPSHLKQCFAFCAIFSKNYEMEKDLLIQLWMANGFIPSDGRKELEDKGNEIFNELASRSFFQDIKEVEEDDDSTDRHEX

XXXX 

 

>Contig27 

EVLPGAG*RLG*DW*RMGKTP*CLNIWSKRKHGSGDNSKSKSGRSHGHDGPDRIEKSLKEDDHWRLFEHCAFGEATLEEGQRKKL

QTIGRKISEKLHGLPLAGKVLGSLLKSKLDEDYWKVILESEWWEHEYVLDNILPSLALSYEHLNANLKQCFAYCSIFPKSYVFEKDR

LVQMWMAQGFIQNKNGLRMRMEDIGSQIFDELSSRYFFL 

 

>Contig28 

RYFLVLDDVWNEDQVKWDELKALLGTGGEGSRIIVTARSEGVSRIMGPLDAYRLDCLNDHDSWELFKKRAKPPQHLESIGREIVK

KCGGLPLAVKTLGSLMHSKSEEKEWLFVRDSEIWEMQVGEDEILPALRLSYSHLPSHLKQCFAFCAIFPKDYEMEKDLLIQLWMAN

GFIPSGGRKELEDKGHEIFNELASRSFFQDIKEVEGDAGFYGFFVRSSKX 

 

>Contig29 

HGKN*KELLTTGADGSCVIATTRSTTVVSSIIGTLDAYELKPLSDDECWSLFERNAFSEGGAEKSAKLVRIGKAIVDKCGGLPLAAK

MLGRLLRTKREEREWRFVMESEIWKLRDDEILPSLRLSYNHLPCHVKQCFAYCAIFPKDYEIDKEMLIQLWMANGFVPSDREEDME

LKGQEIFNELLSRSFFQEFKEFRSSRTX 

 

>Contig30 

GMGGGGKTTESRLGRLVERNSSLSQQSNRSSKVSPTVASFX 

 

>Contig31 

EFLMDGGYFLVLDDVWNPWEELKELLTAGAEGSCVIVTTRSTTVVSSIIGTLDAYELKPLSDDECWSLFERNAFSKGDAEKSADLIH

IGKAIVEKCGGLPLAAKMLGRLMRTKREVREWRSVMESKIWKLNDDKILPSLRLSYNHLPCHVKQCFAYCAIFPKDYEIDKEMLIQ

LWKANGFIPSDLEEDMELKGQEIFYELLSRSFFQDMKEFRSSRTX 

 

>Contig32 

RRVEEYFEVRMWVCVSDRFDEISITREILQSATDEKHDEVVNFDKLQRILKSMLLSKRFLLVLDDVRNDEEKRKWENKERWRKLL

APLQFGESGSRILVTTRMEMVAEMLDSMSPVFLKGLARDEYWLLFKKCAFGSEEFSRYPELQVIGREIAAMLNGSPLAAKAVGGRL

KHNLDIKEWKTILEREVWDDIMPVLISSYQNLPVHLQRCFRYCSFFPEHWKFEPKKLVNLWIAQDFIRPSDTMERRMEDVGRDYFD



! ++$!

DLLSRSFFQTLKQGYRTYYVIHDLMHDLVHDLAX 

 

>Contig33 

LDDVWNEDQAKWDELKTLLGTGGEGSRIIVTARNEQVSSIMGTLDAYLLKGLTEDDSWTLFRKRAFEKGAEVPPTLAKIGKEIVKK

CGGLPLAVKTLGSLMHSKSQEKEWLSVRDSEIWDMQVGEDGILPALRLSYSHLPSHLKQCFAFCAIFPKDYEMEKDLLIQLWMAN

GFIPSGGRKELEDKGHEIFNELASRSFFQDIKEVAGNAGYYGFYGSTGELYRTACKMHDLVHDLAX 

 

>Contig34 

GMGGGGKTTESRLGRLVERNSSLSQQSNRSSKASAIVASFX 

 

>Contig35 

HRLDEIRLLGDMIESVAGFRPYLKTLDSLQSRLAQELNNKRSLIVLDDVWDEQQRLWQVLFQPLNCGLRGSKVIMTTRNRSALSEN

VPTTQIILEPMSDKECWSIFRKIAFAGASPSDCNPLEKIGKEIANKAQGMPLAAKALGDTARSFGLSNRRRWSNLSETEISQLREENG

VNVISVLRLSYEQLDAPLKQCFPYCAVFPKGYVFDKTRLIKIWMALGFIKVQGTERMEDIGSDYFEALLSRSFFQSSQRGGFMMHD

MMHDLA 

 

>Contig36 

IQRGGMH*KLY*TLEEKGSAILVTTRSGRVSRIMGASTSYDLPLLSEDDSWTLFSKRAFAAGAEERSELIKIGKAIVKKCGGLPLAIKT

LGTVMGTKKEVKEWLAVSENEIWDIQFGEPRILAILRLSYNHLPPHLKQCFAFCSIFPKDYEMEKDMLIQLWIANGFIPSGGRKELEV

LGEEIFDELVWRSFFQDLRQRANYFEHGNQSRVTCKMHDLMHDLAX 

 

>Contig37 

RAWVSVSQSYDAHDLLKRIILALHPERGQANHPHRLDSIPSRGLVEILKSLVHPRRYLIVLDDVWHKEVWDDVGSALFDNGCGSRV

VITTRNQEAASAAVDIRVMKLEPLQEYDAWTLFRKEAFGRDNDGSCPPELEGLARRIVEKCDGLPLALVSIGRHILRTEETKMAWK

SILDGPAWGKRANLDLLKISTNLNRSIX 

 

>Contig38 

KRHFDRRAWVRVSQKYAAEDLMRRLMEDLYHENRDILPGNIDTMPQDTLAETLRSYLQQKRYLIVLDDMWRINRCFDEFSSVLV

DSRCRSRIVITTWIHDVACLAAESRVLELKPLQESDSWILFCNKAFWKYKDRSCPSDLKHWATEILKRCHGLPLAIVAAGSALSYRE

KEELQWREFCEGLDWEETSMPMSDSVKNILKLSFRDLPYRLRICFPYCSFFPXXXXXX 

 

>Contig39 

LLCNTLKSCAVGSRILVTTRNEQIAKQMRAVNTHHVNKLSLEDSWLLLCKKVVLTGEEGEIQHLKDIGMEIVTKCDGLPLAIKAIAG

LLCTKEVTRSAWNRVLGSTAWSTSGLPEEVRGALYLSYEDLPSYLKQCFMYCSLCPEDHQIWMGDITRLWIAEGFVRVEGSLTME

EIAEDYYRELIMRNLLQPYNRWSCKMHDLMHDLAX 

 

>Contig40 

DGGGGKTTTGKAGKSA*VEGVEAVKMGKR**ERRMHDLIVAGERKWGVGRLSTSLISVFIQSQLPEVYHEAERITKASVTHNLLIN

LSFYDITWV*RELCIRQNNPLNQMPVP*QCILSRSSFDHLLAVDFCMHLL*K 

 

>Contig41 

RYFLVLDDVWNEDPVRWDEFKDLLGSSREGSTILVTTRSEQVSRILRTVPPYSLSFLSDDDSWTLFRQRAFSPGAGERPELIEIGEGIV

KKCGGLPLAVKALGSLMRTKKEVKDWVDIMKSEIWDIEFGEQRILAVLKLSYNHLPPHLKQCFAFCSIFPKDYEMEKDMLIQLWIA

NGFIPSEGRKELEVLGEEIFDELVWRSFFQDLRQRAYNYKFDHESRATCKMHDLMHDX 

 

>Contig42 

RYFLVLDDVWNENYEKWDRLRTVLIGSARGSKVIVTTRSARVASIMGTVAPHFLSDLSEEDCWLLFEKRAFGLGGCEKTPYLVAIG

KEIVKKCGGVPLAAKALGSLMRFRRGESQWLAIKESEIWNLPDDENEILPALMLSYNHLPSHLKQCFAYCSIFPQGEEIRSEQLVQL

WIAEGFVQSSNGGTYLEDVGLLYVDELLSRSLFQRGQEDLDGVVRQVKMHX 
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>Contig43 

RYFLVLDDVWDETGSAWEKLRSALTSGAKGSMVLVTTQSLRVAEVMGTMDPIELKSLQEDDFWRLFEHCAFGENNLEEERREKL

QTIGRKISEKLHGLPLAGKVVGSLLKSKLNEKSWNMILESEWWEHEYVLDNILPSLALSYEHLNANLKQCFAYCSIFPKSYVFEKRS

VSPDVDGSRFYPEQEWVKNENGGHRKSDI*RIKQQVLLSTDSE*QICDARHDARLGR 

 

>Contig44 

LLCNTLKSCAVGSRILVTTRNEQIAMQMMAVNTHHVNKLSLEDSWLLLCKKVVLTGEEGEIQHLRDIGMEIVKKCDGLPLAIKAV

AGVLCTKERGPGELGMEFLKAPHGPHLGFLRRSREHYI*VMKIYRAI*SNVLYIAHYFLKTIEF*WVLLLNFGLLRDS*KLRGVQPW

KRPQMSTTES*LCEIFCSHMISMYARCTTSCTTWCTTWP 

 

>Singleton1: Trat10_EG_BA1_3F2/13R1_NI_5 

IVKKCGGVPLAAKALGSLMRFRRGESQWLAIKESEIWNLPDDENEILPALMLSYNHLPSHLKQCFAYCSIFPKGEEIRSEQLVQLWI

AEGFVQSSNGGTYLEDVGLVYVDE*LFMINYSIPERSGRFRWCGEAG*DARPYARLGR 

 

>Singleton2: Trat10_EG_BA1_3F2/13R1_NI_15 

QAKWDELKALLGNGGEGSRIIVTARNEGVSRIMGPLDAYRLDRLNDHDSWELFKKRAKPPQHLESIGREIVKKCGGLPLAVKTLGS

LMHSKSEEKEWLLVRNSEIWEMQVGEDGILPALRLSYSHLPSHLKQCFAFCAIFSRNYEMEKDLLIQLWMANGFIPSDGRKDRLDD

KGNEIFKELACRSFFQDIKEATEDDGSKGRFERYCITTCKMHDIMHDLAX 

 

>Singleton3: Trat11_EG_C10_P1B/RNBSD_R_45 

WKT*RITFMDI*VIRDTW***MMTYGT*KPGMDIKQHFRRDLQEVEVMLATLKANVAMDADPDTDSPPCELILHSPEESWDLL*RK

SFTSAKYRVHLESLR*EIVEKCGGLPLAIVVLGGSLRRNVMGHMGRPNTKNTS*L**LTPSSEALLSLFCSCFLYCSLX 

 

>Singleton4: Trat11_EG_C10_P1B/RNBSD_R_7 

HFDLKSWVCVSDDFSIKEIINKIIQCEVPNLEAAQLQLQTKLSGRSFLLVLDDVWNEDEAKWERLKTLLRCGKKGSKIVTTTRSDVV

ARIMGTVAPHKLQGLTAADCWTLFKQRAFGPGREEETPRLVEIGKQIVEKCGGLPLAAKALGSLMSSRRGEAEWLHVRDSELWRL

PADDNGILPALRLSYX 

 

>Singleton5: Trat12_EG_C10_3F2/13R1_R_18 

IMQTVHPYHPGYLSEDESWLLFKHYAFDGRDSEEQSQLTDAGKQIVRKCSGLPLAVKTIGSLLRYMTDENSWKDVLQSDLWEVDK

NNETFAALRLSYTRMPAHLKPCFVYCSMFPKGYQFDKAVLVRLWMAQGYIAVRGRRRMEEIGSEYFNDLQRRSFFNSCQKIQRRS

CILTRKSFX 

 

>Singleton6: Trat14_EG_C23_3F2/13R1_MR_2 

RNTLYGCAAGSRVLVTTRNEQIAMQMSAVKIHHVNKLSLGDSWILLCKKVALTGEEGEIQHLKDTGMEIVKKCDGLPLAIKAVAG

VLCMKERTGRAWNRVLESTAWSTSGLPEEVKGALYLSYEDLPSYLKQCFIYCSLFPEDHTLNMHYITQLWIAEGFVKAEGSSTMEE

TAKEYYRELIMRNLLQPYETYVCQMHDLVHDLAX 

 

>Singleton7: Trat14_EG_C23_3F2/13R1_MR_28 

SVVLFCCLFHRQTPFSFHKSLSNPKTSTFIHANEMVLRS**AVYKTLLQIAW*VFVTQI*GSHNLLGKLRCGP*SAFKSSIPSSPGLLLH

A*YPCNRFNGPRK*VVGT*ICFR*HPSISCFKLRTLERKSQAMLRLLFHISQELYFRKRSVGPDVDGSRFYPEQESSKNENGGHRGSDI

**IS*QALLSTNSE*QVRDARPDARLGR 

 

>Singleton8: Trat14_EG_C23_3F2/13R1_MR_48 

REGGKGKNCKQ*EGKIFEKLHGLPLAGKG*WGSFIEVPTKREVLEQ*S*KVSGWEHEYVLDKLSFHLWL*VTNT*TQI*SNASLTAP

YFPRAMFSSKIS*SRCGWLKVLSRTRIG*E*EWRTLEVRYLTN*LAGTSFYQL*ITGT*CTTSSRLGR 

 

>Singleton9: Trat1_EO_MAN_P1B/RNBSD_CO_7 

GMENSKAIGTPMSPSCKLDKDEEGKSVDLKFYRGMIGFLLYLTASRPDIMFSVYLCACFQSNPKESHWNAVKRILRYLNGTQTLGL

WYSKDSLIDLIGYSDADFAGYRLDKKSTSETYQFLGVNLISWFSKKQNLIALSTVEAEYIAAESCCAQI 
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>Singleton10: Trat2_EO_MAN_3F2/13R1_CO_18 

DVWNEDEAEWEKLKTLLRGGKQGSKIVTTTRSDVVARIMGAVTPHKLQGLTSDDCWTLFKQRAFGPGREEETSRSVEIGKEIVEK

CRGLPLAAKVLGSLMRFKTEDAEWVHVRDSELWRLPRNENRILLELQLSYDHLPSDLKQCFAYCSIFPKDYQIERKQLIQLWIAEGF

IQTSDGDMHEEEVGNQNFNSLLRRSFFQDARKDKYNNIWACKMHDLMHDLAX 

 

>Singleton11: Trat2_EO_MAN_3F2/13R1_CO_2 

VGIPRPCTGGNQHKRKVILTTRSQDVCGKMSADAEIKMNCLGQREALDLFNFYVGKQTLSSHPDIPELAGEVAKECRGLPLALKTI

GRAMRNRREPKHWRHVIKLLKDSKHAEIQEMEILPEGDEERDMFRILKLSYDNLHDLMHX 

 

>Singleton12: Trat2_EO_MAN_3F2/13R1_CO_20 

DGSCVIVTTRSTTVVSSIIGTLDAYELKPLSDDECWSLFERNAFSEGGAEKSPNLVHIGKAIVDKCGGLPLAAKMLGRLLRTKSREER

EWRFVMESEIWKLNDNKILPSLKLSYDHLPCHVKQCFAYCATFPKDYIMDKEMLIQLWMANGFIPSDPQDMELKGHEIFNELLSRS

FFQDFKNTQSYPMMITKQTCSMHDLMHX 

 

>Singleton13: Trat4_EO_TEF_3F2/13R1_CO_21 

RYFLVLDDVWDETGSKWEKLRSALTSGAKGSMVLVTTQSPVVAKVMGTMDPIELECLQEDDYWRLFEHCAFGDQILEEEGREKL

QAIGRKISEKLHGLPLAGRVLGSLLKTKLNEDHWKMILESEWWEHEYVLDNILPPLALS*EHLNANLKQCFAYCSIFPKSYGFEKDR

LVQMWMAQGFIQNKNGLRMRMEDX 

 

>Singleton14: Trat5_EG_NIG_P1B/RNBSD_CO_6 

HVSDDFSVRRITREIMESASKGRQSELVNWNMVQDNLKGQLPGNRYLLVLDDVWNEDRNQWEPIFLPLMYGERGSKILITTQNKN

VANIMDMASSYCLEGLSNQDCWLIFKRIAFANKNSSEHPKLEEIGKEIVSKIRGLPLAAKILGGLLYSKLDEDSWRIILESEIWELPQN

AKNILSALRLSYQQLPGHLKQCFLYCSLFP 

 

>Singleton15: Trat8_EG_LM2T_3F2/13R1_R_20 

RIIVTTESERVSSMMGTLATYQLPYLTEDDSWTLFRQRALXEGGEEPQNLVNIGKEIVKKCRGLPLAVKTMGGLLYSKSQEREWLF

VRDSEIWDMQVGEDAILPALRLSYSHLPSHLKQCFAFCAIFPKDYEMEKDLLIQLWMANGFIPSGGRKELEDKGHEIFNELASRSFF

QDIKEVEGHAGFDGFFVRSSKVYYITTCKMHDLVTTWPXXXXXX 

 

>Singlleton16: Trat8_EG_LM2T_3F2/13R1_R_34 

EGSRIIVTARSEKVSSIMGTLPTCRLSCLTEDDSWTLFRKRAFEKGADVPPNLEKIGKEIVKKCGGLPLAVKALGSLMHSKSQEKEW

LSVRDSEIWDMQVGEDGILPALRLSYSHLPSHLKQCFAFCAIFPKDDEMEKDLLIQLWMANGFIPSDGRKELEEKGHEIFNELASRSF

FQDIKLVEEAETYRGQHFYLGDRTFRHELYYTTTCKMHDMMHX 


