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RESUMO

Este estudo objetiva a andlise por ferramentas bioinformaticas de transcritos da glandula de
peconha da aranha-marrom Loxosceles laeta, para a ampliagdo do banco de dados de
fosfolipases D. As sequéncias encontradas através do sequenciamento de nova geragdo RNA-
seq e montagem do transcriptoma pelo programa Trinity, foram submetidas a anotagdo génica
para que fossem identificadas por meio de buscas de similaridade contra diferentes bancos de
dados. Em seguida, foram classificadas em categorias funcionais e avaliadas quanto a sua
fungdo biologica a partir de analise filogenética. A identificag@o correlacionada aos compostos
da pegonha favorece melhor compreensiao dos processos fisiopatologicos do envenenamento,
bem como ferramentas para melhorias nos métodos de profilaxia e tratamento para o
Loxoscelismo. Nesta dissertacao objetivamos nossos estudos transcriptomicos nas proteinas da
peconha de L. laeta responsaveis pela principal atividade toxica do composto, que sdo as
Fosfolipases D, esfingomielinases D ou proteinas dermonecrdéticas. Nesse trabalho, foram
descritas 19 sequéncias de fosfolipases D potencialmente encontradas na pegonha de L. laeta.
A partir da anélise e descricdo da expressdo das fosfolipases D da pegonha e interatividade
molecular, torna-se possivel o aperfeicoamento de ferramentas para o estudo dos mecanismos
de agdo da atividade dermonecrotica dessas enzimas. Além disso, o estudo aprofundado da
expressdo dessas enzimas na pegonha e sua constitui¢do favorecem futuros estudos sobre a

filogenia de suas proteinas.

Palavras-chave: aranha-marrom ; Loxosceles laeta ; Transcriptoma ; Fosfolipase D ; RNA-
Seq



ABSTRACT

This study aims to analyze, by bioinformatic tools, the transcripts of the brown spider venom
gland Loxosceles laeta to expand the phospholipase D database. Sequences found through the
new generation of sequencing RNA-seq and transcriptome assembly of the program Trinity,
were subjected to gene annotation that so they could be identified through searches of similarity
against different databases. Then they were classified into functional categories and had their
biological function evaluated from a phylogeneticstandpoint. The identification correlated to
the venom of compounds promotes better understanding of the pathophysiological processes of
envenomation cases, as well as tools for improvements in methods of prophylaxis and treatment
for loxoscelism. This dissertation aimed to describe the venom proteins responsible for its major
toxic activities, which are the PhospholipaseD, Sphingomyelinase D or Dermonecrotic Proteins.
In this study, 19 putative Phospholipase D sequences were described from the venom gland of
the spider L. laeta. From the analysis and description of the Phospholipases D expression from
the venom and their molecular interaction, it is possible to improve tools for the study of
mechanisms of action of dermonecrotic activity of these enzymes. In addition, the in-depth

study of the expression of these enzymes favor future studies on the phylogeny of their proteins.

Keywords: Brown Spider ; Loxosceles laeta ; Transcriptome ; Phospholipase D ; RNA-seq
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1 INTRODUCAO

1.1 A Aranha

Os artropodes (do grego arthros: articulado e podos: p.s, patas, apéndices) constituem o
filo mais expressivo, estimados em 70% da biodiversidade de todas as espécies descritas
atualmente (GRIMALDI e ENGEL, 2005). Em geral, sdo encontrados em todos os tipos de
ambientes, possivelmente pela sua anatomia, sendo que uma de suas caracteristicas mais
representativas ¢ a presenca de exoesqueleto composto de quitina (BRUSCA E BRUSCA,
2007). Dentro do filo Arthropoda, os aracnideos sdo tratados como uma classe (Arachnida)
muito significativa e representam o segundo maior grupo do Reino Animal depois do grupo dos
insetos, sendo considerada a mais importante dentro do subfilo Chelicerata (FOELIX, 2011).
Os organismos mais representativos da classe Arachnida sdo as aranhas (Ordem Araneae), os
escorpides (Ordem Scorpiones), os opiliaes (Ordem Opiliones), os acaros e os carrapatos
(OrdemAcari).

A ordem Araneae, ¢ constituida por aproximadamente 46.000 espécies, divididas em
cerca de 110 familias e 3.750 géneros (PLATNICK & RAVEN, 2016). No Brasil, sdo
encontrados trés géneros de aranhas que apresentam maior importancia médica: Phoneutria,
Loxosceles e Latrodectus. As aranhas sdo em sua maioria noturnas, ocupam quase todos os
ambientes naturais e, devido a sua alta capacidade de dispersdo, podem ser encontradas em
grande numero nas areas urbanas, representando uma caracteristica adaptativa importante
(SANTOS et al., 2007). As aranhas do género Loxosceles (NICOLET, 1849) (Figural), sdo
proprias de centros urbanos e de origem no continente Africano. Possuem 114 espécies
diferentes, e estdo dispersas pelos cinco continentes com relatos de acidentes com humanos nas
Américas, regido do Mediterraneo, Australia, Indias Ocidentais e Africa (Figura 2)
(BRIGNOLI, 1976; GERTSCH, 1967; GERTSCH E ENNIK, 1983; GERSCHMAN AND
SCHIAPELLI, 1979; NEWLANDS E ATKINSON, 1988; WANG, 1994 ).

Na América do Sul, a L. laeta ¢ encontrada em diversas regides do sul do Brasil, por
toda extensdo do territorio argentino, com elevada incidéncia no Chile e finalmente com alto
nimero de relatos em toda regido do Peru (DE ROODT et AL., 2002; MALAQUE ET AL.,
2002; MANRIQUEZ E SILVA, 2009; MAGUINA-VARGAS ET AL., 2004). No territério
peruano, principalmente na costa do pais, as espécies de maior importancia para saide publica
sdo a L. laeta e L. Rufipes, devido ao maior nimero de relatos de acidentes loxoscélicos

(SANABRIA E ZAVALETA, 1997).
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Figura 1 Aranha fémea do género Loxosceles também conhecida
como “aranha-marrom”.
Fonte: http://www.arachnoserver.org/toxincard.html?id=AS000273

No Brasil existem oito espécies de Loxosceles, sendo quatro endémicas no pais; a saber:
L. similis, L. gaucho, L. amazonica e L. puortoi; e, quatro de paises adjacentes: L. laeta, L.
intermedia, L. hirsuta e L. adelaida.

Das espécies supracitadas, trés interessam especialmente a medicina, porquanto
causadoras de maior numero de casos de acidentes no pais: L. intermedia, L. gaucho e L. laeta.
Estas sdo também as espécies mais encontradas no pais, principalmente na regido sul (Parana e
Santa Catarina) e regido sudeste (Sao Paulo e Minas Gerais) (SAMS et al., 2001; FISHER,
2005; MINISTERIO DA SAUDE, 2012; DA SILVA, 2004; PLATNICK, 2016).

As Loxosceles t€m habito noturno, preferéncia por lugares secos, escuros e quentes,
onde possam construir teias com formato irregular remetendo a fios de algoddo desfiados.
Abrigam-se em depressdes de barrancos, sob pedacos de madeira e pedras, entulhos, cascas de
arvores e cavernas. No ambiente residencial, podem ser encontradas atrds de moveis, assoalho
das casas, tijolos, fendas de paredes, telhas e entulhos em geral (FUTRELL, 1992; GERSTCH,
1967; LUCAS, 1988). Sao consideradas pouco agressivas para o homem, somente atacando
quando se sentem ameagadas. Quanto a seus habitos alimentares, capturam pequenos
invertebrados através da inoculagdo da pegonha para posterior digestdo. Algumas espécies,
como a L. reclusa, preferem as presas mortas as vivas e no geral resistem por meses sem agua
ou comida (FUTRELL, 1992; CARDOSO et al, 1988; FISCHER, 1996; DIAZ, 2004; RIBEIRO
ET AL, 1993).
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L.sabino
(L i - L. reclusa L. rufescens A
L. arizonica L. rufescens L.aphrasta
L.apachea
L. lacts

L. amazonica

L.rufescens

L.Iseta
L.gaucho
L.laeta
L.intermedia

L. rufescens

L. spinulosa

Figura 2 Mapa geografico com as espécies mais encontradas do género Loxosceles em cada continente.
Baseado em BRIGNOLI, 1976; GERSCHMAN E SCHIAPELLI, 1979; GERTSCH, 1967; GERTSCH E
ENNIK, 1983; NEWLANDS E ATKINSON, 1988; WANG, 1994.

Também conhecidas popularmente como “aranhas marrons” (VETTER AND
VISSCHER, 1998) ou aranhas-violinos, apresentam o corpo de cor que varia entre marrom-
amarelada (L. laeta) a marrom escuro (L. gaucho), com singelas variacdes entre as espécies, €
possuem uma mancha escura na forma do instrumento. As aranhas deste género tém o porte
pequeno, comprimento varidvel de 1,0 a 4,0 cm e apresentam trés pares de olhos. As pernas
apresentam lateralidade (Fig.1), e inclinagdo para frente em posi¢do normal (CAMERON,
2005; FUTRELL, 1992; GERSTCH, 1967; LUCAS, 1988; DA SILVA et al., 2004). Os
individuos dessas espécies possuem caracteristicas diferentes entre machos e fémeas, como por
exemplo o tamanho do abdomen (Fig. 3). Dentre as espécies, os individuos de ambos os sexos
possuem carater pegonhento, contudo, a fémea produz uma quantidade maior de pegonha, cuja
atividade dermonecroética ¢ mais eficaz quando comparada a do macho (OLIVEIRA et al.,
1999).

Nesses animais, a glandula da peconha esta localizada na cavidade do cefalotérax e
apresenta estrutura bulbar, pareada, contendo dois ductos secretores que saem no aparelho
inoculador, identificado como um par de queliceras, como pode ser visto na figura 4. Essa
glandula ¢ composta por musculo estriado que se dispde em duas camadas, uma na parte interna

¢ a outra na externa (GAJARDO-TOBAR, 1966; FOIL et al, 1979; SANTOS et Al., 2000).
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Cs A D
Figura 3 Espécimes adultos de Loxosceles laeta coletados no
municipio do Rio de Janeiro, Brasil. A) Fémea em vida B)

Macho em vida C) Fémea preservada D) Macho preservado.
Fonte: SILVEIRA, ADRIANO LIMA. 2009

As vesiculas secretoras que contém a peconha sdo resultado de proje¢des ao lumen
devido a disposi¢do das células epitelias lado a lado. Uma matriz colagenosa rica em fluido
com glicoproteinas, residuos sulfatados glicosaminoglicanos, laminina e entactina sdo
encontrados na lamina basal que estd entre as células epiteliais secretoras e as células
musculares das glandulas (GAJARDO-TOBAR, 1966; FOIL; COONS; NORMENT, 1979;
SANTOS et Al., 2000).

Figura 4 Visao do dorso e posicionamento, demarcado em vermelho,
da glindula da peconha da aranha-marrom no cefalotérax.

Fonte:

http.://www.pacoalarcon.com/aracnidos/details.php?image id=172&mod
e=search
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1.2 O Loxoscelismo

O conjunto de sintomas e sinais clinicos decorrentes do envenenamento causado pela
picada das aranhas do género Loxosceles ¢ denominado Loxoscelismo. O Loxoscelismo
consiste na forma mais grave de araneismo no Brasil e representa 50% dos casos em que a
aranha causadora € identificada (MINISTERIO DA SAUDE, 2012; SCHENONE et al., 1989;
SEZERINO et al., 1998; DA SILVA, 2002). Em geral, o acidente loxoscélico pode ser definido
como: um quadro clinico (FUTRELL, 1992) acarretando o desenvolvimento de duas formas
clinicas, classificadas de acordo com um quadro cutaneo ou dermonecrotico, (84 - 97% dos
casos); ou um quadro sist€émico (3 - 16% dos casos) (BARBARO et al., 1992; Ministério da
Saude, 2012). A gravidade dos casos esta diretamente relacionada com a concentracido da
peconha, a espécie do género, o sexo do animal, o estagio de desenvolvimento e a quantidade
de pegonha inoculada (OLIVEIRA et al., 1999; MINISTERIO DA SAUDE, 2012; SEZERINO
et al., 1998). A principio, a picada das Loxosceles tem carater indolor e os sintomas aparecem
(Gremski et al., 2014).

O Loxoscelismo cutaneo ¢ caracterizado por sintomas graves localizados no local da
picada (WASSERMAN; ANDERSON, 1984). Momentos apds a picada, entre 2 e 8 horas, o
paciente apresenta dor local, sensacdo de queimagao, vermelhiddo e edema, e em alguns casos
esses sintomas sdo acompanhados de prurido (FUTRELL, 1992; MACHIAVELLO, 1947).
Esse quadro inicial se deve ao espessamento do endotélio vascular, acimulo de células
inflamatorias, vasodilatacdo, coagulacdo intravascular, degeneragdo dos vasos sanguineos e
hemorragia local para a derme. Também pode ser observada isquemia e posteriormente um
quadro de necrose no local da lesaio (WASSERMAN; ANDERSON, 1984). Consequentemente
surge uma mancha arroxeada no local, a qual se torna ao passar do tempo mais escura chegando
a coloragdo negra com uma regido com zonas palidas e brancas, denominada de placa marmorea
(Figura 5). (MACHIAVELLO, 1947; WASSERMAN; ANDERSON,1984).

O Loxoscelismo sistémico apresenta sintomas que ocorrem quando a pegonha atravessa
a barreira da pele e alcanga a circulagdo sanguinea. Ocasiona entdo uma degeneragdo do
parénquima visceral, acometendo 6rgaos internos como figado e rins, gerando graves processos
inflamatérios nos mesmo (MACHIAVELLO, 1947). Os sintomas nesse caso, sao febre, mal-
estar, prurido, exantema, dor local, calafrios, cefaléia, prostracdo, ndusea e vomitos, ictericia,
dispnéia, insdnia, taquicardia, hipertermia, hipotensdo, perturbacdes da consciéncia, coma,
choque, e, por fim, congestdo e edema pulmonar. Em aspectos biocelulares, podem ser

observados  coagulacdo intravascular  disseminada, trombocitopenia, hematuria,
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hemoglobinuria, cianose, anemia e, em alguns casos restritos, hemolise (MINISTERIO DA
SAUDE, 2012; SCHENONE et al., 1989; FUTRELL, 1992). Dados revelam que esse tipo de
loxoscelismo ¢ mais comum em regides onde ¢ encontrada a espécie L. laeta, como no estado
de Santa Catarina, Brasil (13,1%), no Peru (27,2%), e no Chile (15,7%) (DA SILVA et al. 2004;
HOGAN et al. 2004).

Figura 5 Evolucio de lesdo ocasionada por picada de Loxosceles. (A) Local da
lesdo 48 horas ap6s incidente. O edema caracteristico e areas de eritema e regides
hemorragicas (placa marmorea). (B) Outro paciente com uma crosta necrotica 26 dias
depois de uma suspeita de picada de aranha. (C) O mesmo paciente com a formagao
de cicatriz 113 dias apos a picada (D) 3 anos apds a picada. (Fonte: HOGAN, 2005)

O acidente pode ser classificado segundo o Ministério da Saiude (2012), de acordo com
os aspectos clinicos e laboratoriais em leve, moderado e grave. No grau leve, deve ser afastada
qualquer hipotese de infeccdo de pele, dermatite de contato, picadas de insetos ou de outras
aranhas. Ja no grau moderado, a presenga de lesdo bem caracteristica com menos de 3 cm ¢
acompanhada de rash cutdneo. Nos casos graves, observa-se a presenca de lesdo caracteristica
com mais de trés centimetros de didmetro e/ou alteragdes clinico-laboratoriais indicativas de
hemolise intravascular (MINISTERIO DA SAUDE, 2012).

Atualmente no Brasil, o tratamento adequado nos casos de Loxoscelismo consiste, tanto
na soroterapia quanto o tratamento de suporte (MINISTERIO DA SAUDE, 2012) e é especifico

para cada caso, que incluem de administracdo de analgésicos e antiinflamatoérios a soros anti-
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loxoscélico e anti-aracnidico. Na maioria dos casos, a terapia mais indicada € o uso de soro
antiloxoscélico concomitante a administragdo de corticoides (Quadrol) (GUILHERME et al.

2001).

Quadro 1 Classificacdo quanto a gravidade, quadro clinico e tratamento dos acidentes por aranhas-marrom

*SALox: Soro Antiloxoscélico; **SAAr : Soro Antiaracnidico.

Classificagido Quadro Clinico
Trata
mento
Lesdo indefinida, (sendo a Loxosceles identificada Sintomaticos: Analgésico,
Leve como causador do acidente), les@o local sugestiva, sem Antiinflamatoério local e
comprometimento do estado geral e sem alteragdes acompanhamento até 72 hs
apos a picada laboratoriais.

Com ou sem identificagdo da Loxosceles nomomento da  Prednisona (5 dias): Adultos
Moderado picada, lesdo sugestiva com rash cutaneo ou lesao 40 mg/dia e

caracteristica < 3cm de didmetro, com ou sem alteragdes Criangas 1 mg/kg/dia
sistémicas e sem alteragdes laboratoriais, SAAr ou SALox IV 5 ampolas

sugestivas de hemolise.

Grave Lesao caracteristica de instalagdo rdpida (primeiras36 h) SAAr ou SALox IV: 5 ampolas
de didmetro (forma cutanea) evidéncia de hemolis, a 10 ampolas
(palidez, anemia aguda, ictericia) confirmada. Prednisona (7 a 10 dias):
laboratorialmente (forma cutaneo-visceral) Adultos 40 mg/dia e

Criangas: 1 mg/kg/dia

Fonte: Brasil. Ministério da Satide. Manual de Diagndstico e Tratamento de Acidentes por Animais

Pegonhentos. 2001.

O Soro Antiloxoscélico, além de diminuir o processo local o tempo de recuperacdo do
paciente, tem como objetivo a neutralizagdo da pegonha circulante e desse modo diminuir a
probabilidade da disseminagdo sistémica da mesma e impedir complica¢des que podem levar a
obito, como a hemolise, insuficiéncia renal e coagulagdo intravascular disseminada (PAULI et
al, 2006). O soro Antiaracnidico, ¢ eficaz contra as peconhas das aranhas dos géneros
Loxosceles e Phoneutria e o soro antiloxoscélico ¢ especifico sobre a acdo da pegonha de
Loxosceles, sendo indicados quando ¢ identificado o processo de hemdlise no quadro cutaneo,

caso o diagnostico seja feito nas primeiras 72 horas (MINISTERIO SAUDE, 2012).
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1.3 Epidemiologia do Loxoscelismo

O Loxoscelismo pode ser reconhecido em uma ampla variedade de regides do mundo
(ANDERSON, 1991; BORKAN et al., 1995). No Brasil, o primeiro caso de Loxoscelismo foi
diagnosticado no ano de 1954 na cidade de Sao Paulo, no Hospital Vital Brazil, integrante do
Instituto Butantan (CARDOSO & DE CILLO, 1990).

A aranha-marrom, L. laeta, foi descrita pela primeira vez em 1947 por Macchiavello,
quando foi caracterizada como responsavel pela lesdo dermonecrdtica em um levantamento de
25 casos. Os primeiros casos de uma lesdo necrotica registrados, denominada entdo de “mancha
gangrenosa”, de etiologia anteriormente desconhecida em humanos, foram relatados entre os
anos de 1800 e 1900, por especialistas sul-americanos (FOIL; NORMENT, 1979).

No Loxoscelismo, os membros inferiores e superiores sdo as regides do corpo mais
susceptiveis as picadas, j& que a maioria dos acidentes ocorrem quando os pacientes estdo
dentro de suas casas, realizando atividades cotidianas, se vestindo ou dormindo (SEZERINO
ET AL. 1998; RIBEIRO et al. 1993).

O Loxoscelismo também representa um problema de satide publica grave no Peru. Em
2007, Panaftosa relata que o nimero de acidentes causados por aranhas Loxosceles atinge 2500
ao ano. As espécies de maior incidéncia no Peru sdo a L. rufipes e seguida da L. laeta, e os
acidentes sio mais frequentes em cidades ao longo da costa peruana (GUIMARAES, et al,
2013; PANAFTOSA, 2007; SANABRIA E ZAVALETA, 1997).

No Brasil, as regides de maior incidéncia de casos por acidentes por picadas de aranhas
Loxosceles sao a sudeste ¢ sul, onde os estados mais afetados sdo Parana e Santa Catarina,
somando 79% dos casos. No geral, os estados mais afetados sdo Rio Grande do Sul, Santa
Catarina, Parana, Sao Paulo ¢ Minas Gerais (MARQUES DA SILVA & FISCHER, 2005;
MINISTERIO DA SAUDE, 2016).

1.4 A Peconha da Loxosceles

A peconha loxoscélica trata-se essencialmente de uma mistura protéica de componentes
bioquimicamente ativos, cristalina, composta essencialmente por proteinas enzimaticas e nao
enziméticas. E produzida por glandulas apocrinas situadas no cefalotérax do animal, a qual
demonstra presenga abundante de enzimas, diversas toxinas, sendo que a maior parte das

proteinas desse composto sdo de baixa massa molecular (FUTRELL, 1992; GAJARDO e
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TOBAR, 1966; DOS SANTOS et al., 2000; da SILVA et al., 2004; da SILVEIRA et al., 2002).
De acordo com os respectivos perfis eletroforéticos das proteinas de diferentes familias das
peconhas loxoscélicas, pode ser encontrado um grupo de peptideos que se encontra no intervalo
de tamanho entre 5- 10 kDa, um grupo formado principalmente por proteinas dermonecroticas
com massa molecular encontradas no intervalo de 30-40 kDa, um grupo na qual se encontram
as metaloproteases com tem massa molecular mais elevada que os grupos anteriores e
finalmente um grupo de proteinas com alta massa molecular situado no intervalo de 60-95 kDa,
do qual fazem parte as serino-proteases (CHAVES-MOREIRA, 2011; da SILVA et al., 2004;
SILVESTRE et al., 2005).

A peconha dessas aranhas ¢ inoculada na vitima em volume de poucos microlitros e
contém cerca de 30 pg de proteinas. Elas apresentam diferengas importantes relacionadas a
expressdo e carateristicas do composto como um todo, independente da homologia quanto as
sequéncias peptidicas (TAMBOURGI et al, 2010; BARBARO et al., 1996b).

As peconhas das aranhas peruanas sdao pouco conhecidas, havendo poucas informagdes
especificas sobre as caracteristicas estruturais e funcionais dos componentes do arsenal toxico
loxoscélico de L. laeta naturais da regido (CHAVEZ-OLORTEGUI, et al, 2013). Para espécies
de outras regides, existem estudos importantes com caracterizagao da pe¢onha (TAMBOURGI
et al, 2010; OLIVEIRA, 2005; BARBARO et al., 1996a; BARBARO et al., 1996b). As trés
principais espécies brasileiras de importancia médica, L. intermedia, L. gaucho e L. laeta,
apresentam atividade dermonecroética da pegonha semelhantes entre si. Porém, estudos revelam
que a peconha de L. intermedia ¢ a mais potente entre elas, com maior letalidade, e o de L. laeta
¢ 0 menos tdxico, mas apresenta um maior potencial dermonecrotico e hemolitico (OLIVEIRA,
2005; BARBARO et al., 1996a; BARBARO et al., 1996b). Barbaro et al, 1996 mostraram que,
as peconhas de L. laeta e L. intermedia sao bem mais complexas que a de L. gaucho e que em
uma eletroforese SDS-PAGE convencional, o principal componente das pegonhas migra a um
padrdo de 32 kDa para L. laeta e 35 kDa para L. intermedia e L. gaucho. Entre as vérias toxinas
descritas na pegonha, as Fosfolipases D ou toxinas dermonecroticas, apresentam um tamanho
de 32 kDa e sdo consideradas as mais expressivas € mais bem caracterizadas enzimas presentes
na pegonha da aranha-marrom.

A caracteristica mais marcante da peconha da aranha-marrom ¢ determinada por seus
efeitos dermonecroticos (BARBARO et al., 1992). Segundo estudos anteriores, essas enzimas
correspondem ao componente responsavel pela alta toxicidade da peconha, ja que a agregacao
plaquetaria, a hemolise, o edema, a lesdo dermonecrdtica e o aumento da permeabilidade

vascular foram relacionados a atividade dessa enzima (APPEL et al., 2006; FUTREL,1982; da
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SILVA et al., 2004; PALUDO et al., 2009). Além dos sintomas caracteristicos, alguns efeitos
sistémicos sdo bem peculiares no desenvolvimento da patologia, como a coagulacdo
intravascular disseminada e a insuficiéncia renal aguda (MACHIAVELLO, 1947A; REES et
al., 1984; WILLIAMS et al., 1995). No local da lesdo, supde-se que a ativacdo do complemento
e a infiltragdo de Polimorfonucleares (PMN) contribuem para o desenvolvimento desse quadro
(Futrell, 1992). A ativagdo do sistema complemento ¢ feita através de uma via alternativa em
que acontece a deposicao de C3 e Fator B que acarretara na organizacao da C3 convertase e do
complexo responsavel por danificar a membrana celular (TAMBOURGI et al., 2000). Um
estudo realizado por Pizzi et al. (1957) em cobaias, revelou um quadro de vasoconstrigao inicial
das arteriolas anterior a um processo de vasodilatagdo intensa. O tecido dos vasos sanguineos
dos animais adjacentes a area da lesdo apresentou um processo de degeneracao e trombose. Nas
primeiras horas ha formacao de um intenso edema com extravasamento de células sanguineas,
inclusive eritrécitos. Outros estudos mostraram que células inflamatorias, especialmente
polimorfonucleares, sdo mais concentradas no local da lesdo, juntamente com a infiltragdo
leucocitaria que gera injuria nos vasos sanguineos o que ocasiona um processo de perda da
derme (PATEL et al., 1994; SMITH & MICKS, 1970).

Algumas isoformas diferentes de Fosfolipases D ja foram identificadas e foram
denominadas como proteinas Loxtox (KALAPOTHAKIS et al., 2007). Elas descritas em varias
espécies de Loxosceles, demonstrando a existéncia de varias formas ativas e inativas de
fosfolipases D em uma mesma peconha (FERNANDES-PEDROSA et al, 2002;
KALAPOTHAKIS et al., 2007; MACHADO et al., 2005). Na pe¢onha de L. reclusa, existem
4 isoformas de fosfolipases D ja descritas (RIBEIRO et al., 2007). Essas diferencas podem se
relacionar a uma adaptagdo durante a evolugdo das espécies de Loxosceles quando submetidas
a ambientes diversos para sua sobrevivéncia (MACHADO et al., 2005).

Em estudo anterior, Tambourgi et al., 2000 e Gremski et al (Fig.6) relacionaram também
outras moléculas, de 33, 34 e 35kDa aos efeitos nocivos da pegonha da aranha-marrom. Os
autores realizaram uma classificacao funcional dos transcritos, através da técnica de Sanger de
sequenciamento para identificagdo de ESTs, da glandula da pegonha de L. laeta, mostrando a
propor¢do relativa de diferentes tipos de transcritos: toxinas conhecidas (16%), possiveis

toxinas (14,5%) e proteinas celulares (33,3%), e sequéncias sem correspondéncias (24,6%).
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Figura 6 Distribuicido da porcentagem do nivel de expressiao de cada grupo
de toxinas e enzimas produzidas na glindula de peconha da aranha L.
intermedia. Fonte: GREMSKI et al., 2010.

Em menor concentragdo que as Fosfolipases, Gremski et al (2010), identificaram na
glandula da pegonha de L. intermedia muitos transcritos que codificam ICKs. Também ja foram
encontradas no arsenal da peconha as metaloproteases da familia das astacinas (LALP-
Loxosceles Astacin-like Protease) - Metaloproteinases com 20-28 kDa, responsaveis pelos
efeitos fibronectinolitcos e fibrinogenoliticos; e as Metaloproteinases gelatinoliticas de 32-35
kDa. Alguns estudos relacionam essas enzimas a atividade de digestdo da presa da aranha, bem
como hemorragias e no auxilio na dispersdo de outras toxinas no corpo da presa (da SILVEIRA
et al., 2007b, TREVISAN-SILVA et al., 2010). O mecanismo de a¢do dessas enzimas consiste
na degeneracdo da laminina, coldgeno e fibronectina da matriz extracelular (KLEINER AND
STETLER-STEVENSON, 1993).

Alguns estudos ja identificaram a presenca de serino-proteases na pegonha de aranha-
marrom (VEIGA et al., 2000) e inibidores de serino-proteinases, que podem representar uma
papel de protecdo para as toxinas da pegonha (ZUPUNSKI et al., 2003; FERNANDES-
PEDROSA et al., 2008; MACHADO et al., 2005).

Outros estudos mostram a existéncia de outros componentes importantes da peconha
loxoscélica, as quais s3o as hialuronidases, TCTP (Translationally Controlled Tumor Protein)
e peptideos inseticidas (CHAIM et al., 2006; DE CASTRO et al., 2004; FEITOSA et al., 1998;
KUSMA et al., 2008; MACHADO et al., 2005; RIBEIRO et al., 2007; TAMBOURGI et al.,
2000; VEIGA et al., 1999; VEIGA et al., 2000b). As hialuronidases degradam o acido

hialurdnico que consiste em um componente encontrado na matriz extracelular, ocupando
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espacos intercelular e cumprindo papel de barreira protetora contra o acesso de particulas
externas (MARKOVIC-HOUSLEY et al., 2000). Estudos mostraram a relacdo dessa enzima
com a disseminagdo da pegonha pelo organismo e potencializagao dos efeitos dermonecréticos

(FERRER et al., 2013).

1.5 A Bioinformatica na Transcriptomica

1.5.1 Introdu¢do ao estudo computacional de transcriptomas

O transcriptoma ¢ o conjunto completo de transcritos a partir de um determinado
genoma e sua quantificagdo em um determinado tempo, estagio de desenvolvimento especifico
ou condicao fisiologica (WANG et al., 2009). Ferramentas computacionais para a analise desses
dados de biologia molecular sdo cada vez mais essenciais devido ao grande numero de
informagdes a serem processadas. Uma grande variedade de sequéncias ¢ gerada a cada
pesquisa realizada, o que estd relacionado ao aperfeicoamento da metodologia de
sequenciamento (MARDIS, 2011). A analise de todo este conjunto de dados soma um grande
nimero de informagdes para o enriquecimento dos dados gendmicos e transcriptomicos de
diferentes espécies, fazendo possivel a construgdo de bibliotecas para os mais diversos estudos
(AUBOURG E ROUZE, 2001). A bioinformatica revelou-se essencial para o estudo desta
complexidade bioldgica, que esté relacionada com o desenvolvimento e execugdo de métodos
de armazenamento, andlise, modelagem e descoberta de conhecimento a partir de dados
biomédicos (KASABOV, 2007).

No presente estudo, foi realizada uma andlise da diversidade molecular de fosfolipases
D da peconha da aranha L. laeta peruana utilizando tecnologia de nova geracdo ou Next
Generation Sequencing (NGS). Essa tecnologia proporciona um nimero significativamente
maior de transcritos, que podem incluir os inéditos € 0s pouco expressos, em comparagao com
a técnica de sequenciamento capilar de Sanger. Inicialmente, na década de 70, a equipe de
Frederick Sanger desenvolveu o método dideoxinucleotideo ou ddNTP, também conhecido
como método Sanger de sequenciamento (SANGER; et al., 1977). Essa técnica, considerada na
época padrdo ouro para o sequenciamento de acidos nucléicos, foi a mesma utilizada no Projeto
Genoma Humano para determinagdo das informagdes genéticas de nossa espécie (GRADA;
WEINBRECHT, 2013). Muitos transcriptomas de diferentes espécies foram caracterizados

com base em ESTs sequenciados com a tecnologia capilar. Contudo, trata-se de uma tecnologia
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de custo elevado, com muitas etapas experimentais de manipulacdo trabalhosa, que exige
demanda elevada de tempo (STRAUSBERG et al., 2008).

Ao longo dos anos seguintes, houve um aumento consideravel da demanda por métodos
de sequenciamento mais eficientes com menos erros que necessitem de menos tempo de
execugdo e gerem maior quantidade de dados com a mesma quantidade de recursos
(ANSORGE, 2009; GRABHERR et al., 2011). Com a evolugao dessas tecnologias, foi possivel
expandir as andlises e identificacdo de RNAs expressos em um individuo ou tecido, bem como
a comparacdo do perfil de expressdo génica das amostras em distintas condi¢des ambientais,
contexto fisioldgicos ou estdgios de desenvolvimento, sendo possivel o estudo de genes
anteriormente anotados ou nunca antes estudados (ANSORGE, 2009; GRABHERR et al.,
2011). A evolucao do sequenciamento de Sanger para o NGS, possibilitou a determinagdo do
aumento da padrdo da montagem, levando em consideracdo as maiores possibilidades para
controle da qualidade das reads brutas (BONFIELD et al.,1995). Técnicas NGS acarretaram
em uma importante revolu¢do no campo cientifico e proporcionaram pesquisas bioldgicas em
um nivel de grande escala. Sendo essas técnicas (NGS) mais baratas e otimizadas, ¢ possivel
sequenciar um genoma inteiro, transcriptoma ou exoma, com baixo indice de erros demandando
um intervalo de tempo interessante e um menor custo. (PAVLOPOULOS et al., 2013).

Com o NGS foi possivel fazer uso de nanotecnologias que possibilitaram o
sequenciamento em larga escala de fragmentos pequenos de DNA e cDNA e a obtencdo de
Gigabases (Gb) de sequéncias genoma ou transcriptoma de qualquer espécie (PAVLOPOULOS
et al., 2013). Devido a expansdo das aplicacdes das tecnologias de sequenciamento de alto
rendimento e da acessibilidade a essas metodologias, ferramentas computacionais para a analise
desses dados, sdo cada vez mais essenciais (WANG et al., 2009). Isso torna favordvel a
caracterizagdo de polimorfismos associados aos genes transcritos: splicing alternativo e SNPs;
a compreensdo dos padrdes de metilacio do DNA e das modificagdes no posicionamento das
histonas e a andlise dos perfis de expressdo de micro RNAs e das interagdes entre proteinas e
entre DNA e proteinas (LISTER et al., 2009; WANG et al., 2009; GROBA & BURGOS, 2010;
GARBER et al., 2011).

Dentre as principais palataformas de sequenciamento NGS estd a Illumina, que foi
utilizada nesse trabalho. Basicamente, as etapas do processo de sequenciamento do Illumina
consistem em preparar as amostras de transcriptoma ou genoma a serem analisadas através da
ligacdo de adaptadores nas extremidades 5’ e 3’ dos fragmentos do material. Sequéncias
complementares a eles se ligam a suas sequéncias quando estes sdo dispensados sobre uma

superficie de sequenciamento sélida preenchida de oligonucleotideos (SHENDURE, 2008). Os
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fragmentos aderidos a placa passam por um processo de clonagem por PCR em “fase solida”.
O oligonucleotideos que haviam sido aderidos na superficie da placa podem ser chamados de
primers nesse contexto. Sdo geradas muitas réplicas de um mesmo fragmento oriundo da
amostra original. (MARDIS, 2008; METZKER, 2010).

A plataforma Illumina, além de apresentar uma excelente performance e otimizar o
processo de obtencdo de resultados, apresenta custo reduzido e aumenta a profundidade do
sequenciamento por amostra. Assim como as outras plataformas de NGS, a Illumina produz
elevado ntimero de sequéncias, porém, seus reads relativamente curtos representavam
limita¢des para o estudo de alguns tipos de amostras, sendo solucionado com o surgimento da
plataforma MiSeq-Illumina com reads pareados de 250 a 300 pb gerando resultados mais

precisos e confidveis (WANG et al., 2007; JEON et al., 2015).

1.5.2 RNA-Seq e a montagem de novo

O RNA-Seq ¢ uma metodologia de NGS, que revela o sequenciamento de DNA
complementar (cDNA), apresenta alta sensibilidade e pode ser utilizada para caracterizar o
transcriptoma e o genoma de um organismo (PINTO et al., 2011). Isto oferece diversas
vantagens sobre as tecnologias existentes (Tabela 1). Além de encontrar transcritos que
correspondem a sequéncia original de uma amostra com genes ou transcritos, também pode
encontrar variacdes de sequéncia (WANG et al., 2009).

Através do RNA-seq um conjunto sequéncias de RNA ¢ convertido em uma biblioteca
de cDNA, e gera milhdes de fragmentos de sequéncias curtas (reads) (Figura 7). Para calcular
niveis de expressdo e identificar splicing alternativo, estes fragmentos sdo alinhados contra
sequéncias de referéncia ou as proprias sequéncias obtidas (TRAPNELL et al., 2009). Essa
técnica ¢ utilizada para a andlise quantitativa de niveis de expressdo de transcritos, gerando
dados que fornecem medi¢des de niveis de transcritos em variadas condi¢des (JANES et al.,

2015).

Tabela 1. Vantagens do método RNA-Seq comparado aos outros métodos de sequenciamento.

Tecnologia Sequenciamento de Microarray RNA-Seq
Sanger
Principio Sequenciamento de Hibridizacao Sequenciamento em
cDNA e ESTs larga escala
Resolucio Unica base Variacao até 100 pb Unica base
Dependéncia de Nao Sim Algumas vezes

genoma de referéncia dispensavel
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Ruido Baixo Alto Baixo
Throughput Baixo Alto Alto
Aplicacdes

Mapear regioes Limitado Sim Sim
transcritas e expressao

génica

Quantificacio do nivel Limitado Variacao até 100 > 8000 - vezes
de expressio génica

Distin¢ao de diferentes Sim Limitado Sim
isoformas

Distin¢do da expressio Sim Limitado Sim
de alelos

Demanda pratica para

execuciao

Quantidade de Alta Alta Baixo
amostra

Custo Alta Alta Baixo

Fonte: Adaptado de WANG et al., 2009.

O processo de montagem das reads obtidas ¢ realizado através de ferramentas de
bioinformatica especificas para cada tipo de metodologia de andlise. Dentre as diversas
ferramentas desenvolvidas para a andlise de dados transcriptomicos, as mais citadas na
literatura para montagem quando hd uma sequéncia de referéncia sdao o TopHat (GHOSH e
CHAN, 2016), o Cufflink (GHOSH e CHAN, 2016) e o Trinity (GRABHERR et al., 2011)
(GARBER et al., 2011 e TRAPNELL et al., 2012).
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Figura 7 Esquema mostrando metodologia de RNA-Seq. O RNA ¢ fragmentado
previamente a montagem da biblioteca de cDNA. As sequéncias obtidas sdo alinhadas a um
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genoma de referéncia para a montagem dos contigs e quantificagdo da expressdo. Fonte:
modificado de WANG et al, 2009

Para a montagem de novo, o Velvet-Oases (SCHULZ et al., 2012) e o Trinity
(GRABHERR et al., 2011) sdo programas muito utilizados. Os algoritmos implementados
nesses programas, bem como outros criados para a montagem de novo de transcriptomas, foram
analisados e comparados em diversos trabalhos recentes, sendo que o software Trinity € citado
como uma das ferramentas mais eficientes na montagem de novo de transcriptomas, sendo
considerada padrao ouro na bioinformatica (GROBA e BURGOS 2010; HASS et al., 2013).
Esse programa ¢ baseado no grafico de Bruijn (NAGARAJAN and POP, 2013). Este algoritmo
utiliza abordagens em que as reads sdo divididas em k-mers, de tamanho k, onde cada aresta
do grafico correspondente a um k-mer da sequéncia (PEVZNER; TANG; WATERMAN, 2001),

esquema que sera melhor explicitado da metodologia.

2 JUSTIFICATIVA

O Loxoscelismo ¢ um problema de saude publica tanto no Brasil quanto no Peru.
Agravado pelo crescente niimero de casos de acidentes em ambos os paises, pelos habitos
cosmopolitas adquiridos pelas aranhas do género Loxosceles e pela complexidade da pegonha
desses individuos. A identificagdo dos compostos da pegonha favorece a melhor compreensdo
dos processos fisiopatologicos do envenenamento, bem como o desenvolvimento de
ferramentas para melhorias nos métodos de profilaxia e tratamento para o Loxoscelismo.
Devido a grande complexidade da pegonha da aranha Loxosceles, nesta dissertagdo focamos
nossos estudos transcriptdmicos nas proteinas da peconha responsaveis pela principal atividade
toxica do composto, que sdo as Fosfolipases D, esfingomielinases D ou proteinas
dermonecrdticas. Além das vantagens referentes ao loxoscelismo, o estudo aprofundado da
expressao dessas enzimas na glandula de peconha e sua constitui¢do, favorecem estudos sobre

a filogenia dessas proteinas e contribui para a taxonomia das proprias espécies do género.

3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral



31

Identificar e descrever as Fosfolipases D da glandula de peconha de aranhas da espécie
Loxosceles laeta, provenientes do Peru, através de sequenciamento de nova geracao e andlise

transcriptomica.

3.2  Objetivos Especificos

. Construir uma biblioteca de cDNA das glandulas de peconha da aranha Loxosceles
laeta;

. Sequenciar a biblioteca gerada utilizando tecnologia de nova geragao;

. Realizar a montagem de novo das reads geradas;

. Identificar os contigs contendo sequéncias similares as de fosfolipases-D e fazer a

anotacdo das sequéncias;

. Analisar o nivel de expressdo relativo entre todos os contigs alinhados as fosfolipases
D;
. Classificar a atividade das proteinas identificadas com base na relagdo filogenética de

sua sequéncia de aminodcidos com outros peptideos de fun¢do conhecida.

4 METODOLOGIA
4.1 Extracido de peconha de L. laeta

A pecgonha foi extraida no Laboratério de Biotecnologia e Marcadores Moleculares
(ICB-UFMQ), através da dilaceracdo da glandula de pegonha de cerca de 5 aranhas da espécie
Loxosceles laeta fémeas coletadas no Peru. As glandulas de pegonha dos individuos foram
removidas, o material foi homogeneizado em 500uL de TRIZOL por 50 a 100 mg de tecido, e
incubados por 5 a 10’ a uma temperatura de 15° a 30° C, para permitir a completa dissociacdo
de complexos nucleoprotéicos. Logo em seguida, foi realizada a maceracdo com auxilio de um
triturador mecanico (IKA 710 Basic Ultra-turrax).

A solugdo obtida foi mantida em repouso por 10 minutos e em seguida acrescentado
100 pL de cloroférmio (Synth). A amostra foi centrifugada a 12.000 x g por 15° a 4° C e em
seguida separado o RNA em uma fase aquosa e feita a remogao do sobrenadante. O RNA foi
precipitado da fase aquosa pela adi¢do de isopropanol, homegeneizado e incubado por

por 10” a 15 a 30°C.



32

Feito isso foi realizada uma nova centrifugagao a 12.000 x g por 10’ a 4°C com o fim
de precipitar o RNA. O sobrenadante no meio aquoso foi recolhido e aplicado em um Falcon,
em seguida o RNA foi precipitado com 300 pL. de isopropanol (Synth) e incubado por 15
minutos a temperatura ambiente.

O precipitado de RNA frequentemente invisivel nas centrifugacdes anteriores, foi entao
separado no vortex e novamente centrifugado a 12.000 x g por 10’ a 4° C. O precipitado foi
lavado com 500 pL de etanol 80% por duas vezes e 0 RNA foi seco a temperatura ambiente.
Posteriormente, o0 RNA foi ressuspendido com 100 pL dgua ultrapura (Phoneutria) e incubado
por 30 minutos a 56°C para a completa dissolug¢do do precipitado.

Completa essa etapa, foi realizada a quantificagdo em NanoDrop e analise de qualidade
em eletroforese em gel de agarose 1% feito com dgua DEPC e TAE DEPC e estocadas as

amostras a -80° C.

4.2 Construcio da biblioteca para sequenciamento de nova geracio

A biblioteca foi construida utilizando o kit TruSeq™ RNA Sample Prep Kit v3 Set A
(Illumina), segundo o protocolo fornecido pelo fabricante. A construcdo da biblioteca inicia
com a purificagdo do mRNA utilizando beads magnéticas contendo oligo (dT). Em seguida, o
mRNA purificado foi fragmentado e feita a sintese do cDNA (1* e 2* fita) com a enzima
Superscript II e as extremidades das fitas foram reparadas para a geracao de extremidades cegas.
A seguir, foi realizada a ligacdo dos adaptadores com index (sequéncia céddigo para
identificagdo de amostras). A quantificagdo foi feita com o kit de PCR quantitativa “Library
Quantification Kit - [llumina/Universal” (Kapa), de acordo com as instru¢des do fabricante. A

biblioteca quantificada foi diluida e aplicada no cartucho de sequenciamento apds denaturagao.

4.3 Sequenciamento de Nova Geracao (NGS) — MiSeq Illumina

As bibliotecas foram sequenciadas através do sequenciador de nova geracdo MiSeq
(Illumina), pela equipe do Prof. Dr. Evanguedes Kalapothakis, no Laboratdrio de Biotecnologia
e Marcadores Moleculares do ICB/UFMG. Foram utilizados dois cartuchos de sequenciamento,
sendo que a execu¢do do processo gerou 600 ciclos dos quais 1 com 300 ciclos para as reads

3'5", e outro de 300 ciclos para as reads 5'3°, com a estratégia de sequenciamento paired-end.
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As bibliotecas quantificadas foram diluidas em uma concentracdo de 4 nM. Em seguida,
foi realizado um pool com 10 pL de cada biblioteca e o volume final homogeneizado com
auxilio de um vortex. A desnaturacdo do pool de bibliotecas (5 pL) foi realizada por 5 minutos
com 5 pl. de NaOH 0,2 N. Apds a incubagdo para desnaturagdo, foi adicionado as bibliotecas
desnaturadas 990 pL de solucdo HT1 do kit de sequenciamento. As bibliotecas desnaturadas
obtidas na concentragdo de 20 pM foram novamente diluidas para a concentra¢do de 15 pM
com a adicdo de 250 pL de solugdo HT1 e 750 pL da biblioteca. Por fim, as bibliotecas
desnaturadas em pool na concentragdo de 15 pM (600 pL) foram aplicadas nos cartuchos de
sequenciamentos.

O resultado do sequenciamento gerou um arquivo no formato fastq, tipico dessa
metodologia de sequenciamento, o qual contém as bases e seus valores, j& com sequéncias
adaptadoras removidas pelo sequenciador MiSeq, originando uma biblioteca com as reads

brutas.

4.4  Pré-processamento das reads

O arquivo gerado a partir do sequenciamento da amostra passou subsequentemente por
um processo de trimagem das reads. A trimagem das sequéncias consiste na remog¢ao de trechos
pré-definidos, com baixa qualidade de bases e adaptadores, que possam interferir na futura
montagem e anotacdo dos dados (GUO et al., 2013). Para obter um bom resultado dessas
trimagens, inicialmente € preciso realizar uma andlise da qualidade das reads (DAI et al., 2010;
PABINGER et al., 2014).

Os arquivos de saida do sequenciador, em formato fastq, apresentam um valor de
qualidade (Q), Phred quality score, para cada base sequenciada. Esses valores tém relagdo
logaritimica com a probabilidade de erro (P) de nomeacao da base, de acordo com a formula Q
= -10 log P. Assim, para um valor de Q = 20, temos a probabilidade de 1 base errada em 100
bases nomeadas, como representado na Tabela 2 (Ewing et al., 1998). Nesse trabalho, todas as
bases com valor menor do que Q20 foram retiradas das reads a partir da extremindade 3°, assim

como as reads com tamanho inferior a 40 pb (EWING; GREEN, 1998; EWING et al., 1998)

Tabela 2 Valores de Phred e correspondente probabilidade de
erro de nomeacdo das bases. O valor de Phred (Q) =-10 logl0 P,
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onde a probabilidades de erro de nomeacdo de base ¢ representada
por (P).

Valores de Phred Probabilidade de | Porcentagem de
nomeagao precisdo de nomeagao
incorreta de bases | das bases
(P)

10 1 em 10 90%

20 1 em 100 99%

30 1 em 1000 99,90%

40 1 em cada 10.000 | 99,99%

50 1 em 100.000 100,00%

Fonte: baseada em EWING et al., 1998.

Para a remogao dessas bases de baixa qualidade foi utilizado o programa PRINSEQ lite
0.15 (http://prinseq.sourceforge.net) (SCHMIEDER e EDWARDS, 2011). Esse programa, na
sua versdo standalone, utiliza da linguagem Perl (http://perldoc.perl.org). A trimagem foi
realizada com base na linha de comando abaixo. O significado de cada opgdo utilizada esta

especificado no Quadro 2.

perl prinseg-lite.pl -verbose -fastqg input.fastg -out good
outputgood -out bad outputbad -min len 40 -trim qual right (22-
32) -trim qual window (50-100) -trim qual step 1 -trim qual type

mean —-out format 5

Quadro 2 Op¢oes do programa Prinseq-lite utilizados para trimagem das sequéncias de baixa
qualidade e suas respectivas funcdes de acordo com o manual do usuario.

Opc¢ao para prinseq-lite Fun¢do do comando e argumento

-verbose Imprime no terminal o relatério do andamento do processo
-fastq Formato do arquivo de entrada

-out_good: Pasta/nome do arquivo com as sequéncias filtradas

-out_bad: Pasta/nome do arquivo com as sequéncias que nao passaram

pelo filtro

-min_len: Tamanho minimo de 40 bases nas reads filtradas

-trim_qual_right: Retirada das sequéncias a partir da extremidade 3’

-trim_qual_window: Trimagem por uma janela de 50 a 100 nucleotideos
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-trim_qual_step: Tamanho de deslocamento da janela
-trim_qual_type: Tipo de pardmetro de qualidade a ser usado na trimagem
-out_format: Formato dos arquivos de saida (fasta, qual e fastq)

Os parametros de trimagem foram estabelecidos de forma a obter o maior nimero de
reads com elevados valores de qualidade. Antes e apds a trimagem, o programa Fastqc

(http.//www.bioinformatics.bbsrc.ac.uk/projects/fastgc) foi utilizado para obtencao de graficos

para visualiza¢do do resultado e direcionar a escolha dos parametros até a obten¢ao do resultado

desejado (GUO et al., 2013).

4.5 Montagem dos contigs

Apos a trimagem, as reads resultantes passaram pelo processo de montagem sem que
fosse utilizada um genoma de referéncia (montagem de novo) (GRABHERR et al., 2011). A
montagem foi realizada por meio da execu¢do do programa Trinity (trinityrnaseq-2.1.1)
(https://github.com/trinityrnaseq/trinityrnaseq.wiki.git), através do servidor de alta
performance, Sagarana, do departamento de Biodados da Universidade Federal de Minas Gerais.
O Trinity ¢ baseado em trés algoritmos conforme abaixo (Figura 8):
. Inchworm: reune o conjunto de dados original em sequéncias Unicas de transcritos;
. Chrysalis: forma clusters a partir dos contigs construidos pelo primeiro algoritmo e
constroi graficos de Bruijn para cada cluster, particionando a leitura inicial de Inchworm em
graficos distintos;
. Butterfly: analisa os graficos individualmente e de acordo com a posi¢do das reads e
dos pares de reads no grafico e reporta os transcritos resultantes de splicing alternativo bem

como os transcritos originados de genes paralogos.
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Foram realizadas diferentes montagens do mesmo conjunto de dados, aplicando

diferentes valores de K-mer (18 a 32). O objetivo era identificar o valor de K mais adequado a

futura montagem dos transcritos relacionados para melhores resultados quando alinhados a

fosfolipases. O pardmetro padrao utilizado pelo Trinity requer cobertura minima de 3x e utiliza

K igual a 25. A linha de comando utilizada esta descrita abaixo e a fun¢do de cada opcao esta

especificada no Quadro 3.

./Trinity --seqType fg --max memory 50G --left Rl.fastg --right

RZ2.fastg --KMER SIZE

trinity output

(18-32)

--CPU 64 --SS 1lib type FR --output
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Quadro 3 Op¢odes do programa Trinity, e suas funcées correspondentes, utilizadas para a montagem de

novo das reads.

Op¢oes do programa| Funcio
Trinity utilizadas
--seqType Formato do arquivo de entrada
--max_memory Quantidade maxima de memoria RAM a ser utilizada na montagem.
--left R1 no caso de reads pareadas
--right R2 no caso de reads pareadas
-KMER_SIZE Tamanho do K-mer a ser utilizado
-CPU Numero de nucleos do processador a serem utilizados
--SS_lib_type No caso de reads pareadas, fixa que em cada par, as reads pertencem a fitas
opostas
--output Local/nome do arquivo de saida do programa.
Através do software CLC Genomics Workbench

9

(https://www.qiagenbioinformatics.com), as reads processadas foram analisadas e foi possivel

dessa maneira observar, através de graficos, a posi¢do das reads em cada um dos contigs e

assim determinar visualmente a cobertura da montagem de cada sequéncia consenso. Utilizando

a ferramenta RNA-Seq Analysis (Length fraction = 0,9 e Similarity fraction = 0,9) foi calculada

a expressdo de cada transcrito, definida em RPKM (Reads Per Kilobase of exon model per

Million mapped reads). Como reads pareadas foram utilizadas no mapeamento e contadas

conjuntamente, RPKM equivale a reads por kilobase de exon/transcrito por milhdo de

fragmentos

mapeados

(http://www.clcsupport.com/clcgenomicsworkbench/current/index.php?manual=Definition R

PKM.html#sec:RPKM).

4.6 Anotacio das sequéncias relacionadas a fosfolipases

Os dados obtidos em formato fasta através da montagem foram submetidos a um

alinhamento de sequéncias com a ferramenta BLASTX stand-alone, a fim de conseguir a

identificacdo dos contigs com similaridade a fosfolipases. O banco de dados de fosfolipases
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utilizado para a realizagdo do Blastx foi obtido pelo site do NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Para essa busca foram utilizados os termos “phospholipase D”,
“sphingomyelinase D” e ‘“dermonecrotic protein” com objetivo de filtrar as sequéncias
relacionadas as fosfolipases.

Foi realizada uma filtragem dos alinhamentos obtidos, a qual objetivou descartar os
resultados com valores pouco relevantes e os alinhamentos menos significativos para o mesmo

contig. Os parametros levados em considerag@o para inferir a relevancia foram os seguintes:

. Tamanho do alinhamento acima de 200 aminoacidos (o que corresponde ao tamanho

aproximado das phospholipases previamente anotadas na literatura).

. Identidade igual ou maior a 50%

. Eliminacdo de contigs em repeticdo, que alinharam com mais de uma sequéncia
referéncia

. Valor de e-value maximo de 107.

As sequéncias com melhores valores baseados nos parametros considerados acima
foram selecionadas, ou seja, as sequéncias que apresentaram maior similaridade com
fosfolipases pelo programa Blastx stand-alone. Esses contigs selecionados foram submetidos a
busca de similaridade na plataforma on /ine do programa Blastx.

Com o objetivo de identificar os dominios, peptideo sinal e regido codificadora de cada
fosfolipase D, as sequéncias de cDNA dos contigs selecionados foram traduzidas através na
ferramenta on line de tradu¢do de sequéncias, Expasy - SIB (Bioinformatics Resource Portal)
(http://web.expasy.org/translate/). Em seguida, foi feita uma andlise in silico de algumas
propriedades fisico-quimicas das proteinas (p.l.) utilizando para isso outra ferramenta
disponivel através do Expasy (http://www.expasy.ch/tools/protparam.html). Essas sequéncias
foram analisadas quanto a presenca de peptideo sinal com auxilio do programa online SignalP
4.0 (PETERSEN et al., 2011).

O Cladograma (WATERHOUSE et al. 2009) foi construido com base em um
alinhamento das sequéncias peptidicas no programa clustal W
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html). ~Esse alinhamento proporcionou a
confeccdo de uma figura obtida pelo programa Jalview (www.jalview.org) para estudos
didaticos e a criagijo do um cladograma através do programa Mega 7
(http.//www.megasoftware.net). O mega 7 disponibiliza uma ferramenta para constru¢do da

arvore filogenética que consiste na execucao do algoritmo de neighbor-joining.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Construciao da biblioteca de cDNA

Como era esperado para sequenciamentos [llumina, a avalia¢ado inicial da qualidade do
sequenciamento, observada na Figura 9, mostrou a necessidade de trimagem das extremidades
3’das reads devido a queda da qualidade das reads na por¢ao final. Os arquivos fastq obtidos
pelo sequenciamento foram denominados L-laeta S1 L001 R1 00l.fastq e L-
lacta S1 L0O01 R2 001.fastq, sendo R2 o arquivo resultante do sequenciamento reverso
complementar (Paired-End). Foram obtidas 11.870.865 reads, com comprimento de sequéncia

variavel entre 35-301 bases, totalizando 2.392.153.725 bases e contetido de GC de 41%.

Qualidade de base por sequéncia
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Figura 9 Valores de qualidade Q por base ao longo das reads antes da trimagem. A
qualidade das reads brutas, obtidas apds o sequenciamento, foi analisada pelo programa
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FastQC. Nos graficos estdo representados os valores médio de qualidade das bases ao longo
das reads. O eixo y mostra os indices de qualidade. O eixo x representa cada base. As colunas
amarelas verticais contém o intervalo interquartil dos valores de qualidade para cada base,
mensuradas entre 25% e 75%, onde também pode-se ver linhas em preto acima e abaixo dessas
colunas que correspondem aos valores 10% e 90% dos dados. Dispostas dentro de cada barra
amarela hd uma linha em azul, que consiste na flutua¢do do valor médio da qualidade e uma
linha em vermelho, determinando o valor mediano de qualidade de cada base. A) Analise de
qualidade realizada das reads do arquivo inicial antes da trimagem, para L-
lacta S1 LOO1 R1 001.fastq. B) Analise de qualidade realizada das reads do arquivo inicial
antes da trimagem, para L-laeta S1 1001 R2 001.fastq.

5.2 Pré-processamento das sequéncias

A avaliagdo inicial da qualidade do sequenciamento, observada na Figura 9, mostrou a
necessidade do tratamento nos arquivos de reads, que foram trimados separadamente. Como
esperado no sequenciamento Illumina, as ultimas bases apresentam uma flutuagdo abaixo de

20. O resultado da trimagem pode ser observado na Figura 10.
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Figura 10 Valores de qualidade Q por base ao longo das reads apds trimagem. A
qualidade das reads foi analisada pelo programa FastQC. Nos graficos estdo
representados os valores médio de qualidade das bases ao longo das reads. O eixo y
mostra os indices de qualidade. O eixo x representa cada base. As colunas amarelas
verticais contém o intervalo interquartil dos valores de qualidade para cada base,
mensuradas entre 25% e 75%, onde também pode-se ver linhas em preto acima e abaixo
dessas colunas que correspondem aos valores 10% e 90% dos dados. Dispostas dentro de
cada barra amarela ha uma linha em azul, que consiste na flutuacdo do valor médio da
qualidade e uma linha em vermelho, determinando o valor mediano de qualidade de cada
base. A) Analise de qualidade realizada ap6s a trimagem dos dados para a biblioteca L-
lacta S1 LOOI R1 00l.fastq. B) Analise de qualidade realizada apds a trimagem dos
dados para a biblioteca L-lacta S1 L1001 R1 001.fastq.

Na Tabela 3, pode se verificar que ao todo foram eliminadas 13.33 % de todas as reads
sequenciadas do arquivo R1 e 14,05 % das reads do arquivo R2, dentre elas estdo as reads com
tamanho inferior a 40 pb e sequéncias que ndo possuem qualidade superior a Q20 em toda a

extensdo da read. Foi recuperado um nimero consideravel de reads com qualidade superior a
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Q20 em toda a extensdo da read e com um tamanho médio de 286 pb Concomitantemente,
68,16% das bases do arquivo R1 foram preservadas e do mesmo modo 60,82% bases do arquivo

R2.

Tabela 3 Relacio quantitativa de sequéncias geradas antes e apds trimagem.

Arquivo Inicial Arquivo final

Input Reads Bases Reads Bases % reads | % bases
apos a | apés a
trimagem trimagem

L- 11 870 865 2392153 725 10289208 | 1630584 144 | 86,67 68,16

lacta S1_1.001

R1 _001.fastq

L- 11.870.865 2469 510 306 10203328 | 1502190333 85,95 60,82

lacta S1 _L001

R2 001.fastq

Pelo o que foi observado durante o processo de tratamento das sequéncias, quando se
utiliza os pardmetros padroes de trimagem do Prinseq, existe o risco de que inumeras sequéncias
sejam negligenciadas e descartadas do arquivo final. Isso forma um conjunto de dados mais
escasso e¢ diminui a possibilidade de uma montagem mais completa. Nesse trabalho,
executamos um processo de trimagem criterioso, para que pudesse ser elevada a qualidade do
arquivo como um todo sem que houvesse descarte de um niimero grande de reads. Durante o
processo de trimagem, a varia¢do na retirada das sequéncias a partir da extremidade 3’ com
valores de qualidade entre 22 ao 36, concomitante a variagdo da janela entre 50 e 100
nucleotideos, permitiu a manipulacdo do arquivo de maneira que apenas a maioria das bases de
baixa qualidade foi removida. Assim, foi mantido um grande numero de informacdes
sequenciais que funcionaram como subterfugio para as saidas consenso durante a montagem

posterior.

5.3 Montagem de novo

As reads de trimadas foram utilizadas para montagem, através do programa Trinity, de
um unico transcriptoma de novo de L.laeta peruana. Foram realizadas 10 montagens de novo
para o mesmo transcriptoma de L. laeta, com variagdes de K-mer de 18 ao 32. A montagem

mais substancial e expressiva do transcriptoma apresentou um total de 143.237 contigs.
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Através de alinhamentos de cada uma dessas montagens contra o banco de dados para
fosfolipases do NCBI, foi possivel constatar que a montagem com valor de K-mer 22
apresentou cobertura melhor de seus contigs contra o conjunto de dados para Fosfolipases D.
Foram encontradas mais correspondéncias entre o cruzamento das sequéncias na montagem
com K-mer 22 e os valores de similaridade e identidade apresentaram-se mais altos em
comparagdo as outras montagens. Isso revela que a escolha do tamanho k-mer tem resultados
distintos na formacdo de consenso entre as sequéncias (COMPEAU, P., et al., 2011;DURAI
AND SCHULZ, 2016). Tamanhos inferiores de k-mer diminuem a quantidade de arestas
armazenadas no grafico do algoritmo de Brujin, e os superiores irdo aumentar (ZERBINO e
BIRNEY, 2008).

A obtengdo de mais de uma montagem além da configurada segundo os padrdes do
software possibilita uma diversidade maior de dados e possibilidade de encontrar novas toxinas
ndo cobertas pelos parametros tradicionais. O nimero de contigs obtidos foi amplo e possibilita
abranger futuros estudos sobre o transcriptoma da L. /aeta peruana.

A montagem de transcriptomas com RNA-Seq viabilizou a identifica¢do de possiveis
transcritos raros que nao seriam encontrados em bibliotecas classicas de cDNA. Isso se deve a
otimizagdo do processo e ao fato de que s@o gerados um nimero muito maior de dados do que

o método antigo, o que favorece a descoberta de sequéncias nunca antes estudadas.

5.4  Visao geral das fosfolipases no transcriptoma da peconha Loxoscélica

As fosfolipases sdo os principais componentes da pegonha das aranhas marrons. O
presente estudo visou analisar as diferencas e similaridades em relagdo as fosfolipases D
presentes em pegonha de aranhas do género Loxosceles. A partir da analise e descricdo da
expressao de toxinas da peconha além de estudos de interatividade molecular, torna-se possivel
o aperfeicoamento de ferramentas para o estudo e o aprofundamento dos conhecimentos dos
mecanismos de acdo dos diferentes constituintes das pegonhas, desde a descricdo bioquimica
estrutural e funcional, até os efeitos biologicos e farmacologicos.

A identificacdo e caracterizacdo de proteinas da glandulas de peconha ¢ utilizada em
muitos trabalhos com o propoésito de estabelecer uma relacdo entre os peptideos e a similaridade,
ou seja, clusters de peptideos que sejam mais semelhantes uns aos outros. Com isso, podemos
entdo selecionar e avaliar os transcritos de uma peconha, obtendo informagdes significativas

sobre suas estruturas e fungdes. O arquivo em formato fasta, contendo as sequéncias montadas,
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foi submetido ao alinhamento de sequéncias com a ferramenta BLASTx stand-alone, utilizando
a base de dados de proteinas ndo-redundantes do GenBank.

O conjunto de dados, com os contigs do transcriptoma foi submetido a um alinhamento,
através da Blastx stand-alone, contra o banco de dados de proteinas do NCBI relacionadas a
fosfolipases. Uma quantidade significativa de contigs apresentaram similaridade, contudo os
resultados que ndo se enquadravam nos parametros pré-determinados pelo estudo foram
filtrados.

Dentre o resultado do alinhamento entre a montagem e o banco de dados do GenBank,
dos 2593 contigs com hits significativos (e-value menor do que 10-*), 1424 sdo de Fosfolipases-
A, 315 de Fosfolipases-B, 274 de Fosfolipases-C, 453 de Fosfolipases-D e 127 sdo contigs com
similaridade a sequéncias de fosfolipases nao classificadas do banco de dados (Figura 11). A
elevada proporg¢ao de hits alinhados com fosfolipases A, B e C pode ser explicada pela presenga
de fosfolipases de metabolismo, devido a técnica utilizada para a obtengdo do RNA total. A
macera¢ao das glandulas pode levar transcritos do metabolismo epitelial ao conjunto da amostra,
fazendo com que outras fosfolipases possam ser encontradas um numero maior que as

fosfolipases D.
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Abundancia de Fosfolipases na Peconha
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Figura 11 Abundéncia de fosfolipases no transcriptoma da glindula de peconha de
Loxosceles laeta. Fosfolipases D: 18% dos transcritos alinhados contra o banco de dados.
Fosfolipases C: 11% dos transcritos. Fosfolipases A: 55% dos transcritos. Fosfolipases B:
12% dos transcritos. Outros: 4%.

Em seguida, foi realizada mais um processo de filtragem a fim de que permanecessem
os alinhamentos com maiores resultados possiveis para posterior anotagdo com foco nas
fosfolipases D (PLDs). Foram selecionados os contigs com maior cobertura e maior nimero de
aminoacidos idénticos a proteina do banco de dados. Os alinhamentos que apresentaram
proteinas que alinharam com contigs diferentes foram desempatados através da comparagao

entre as porcentagens de cobertura do alinhamento.

5.5 Anotacido de Isoformas de Fosfolipases - D da peconha de L. laeta

5.5.1  Identificacdo de sequéncias com similaridade as proteinas do banco de dados NCBI

Através da ferramenta Blastx stand-alone, segundo os parametros descritos no item 4.6,
foram identificadas proteinas referente aos contigs do transcriptoma da glandula de pegonha da
aranha-marrom peruana que apresentaram maior similaridade com foco nas PLDs. Foi
observado um numero elevado de proteinas do transcriptoma, com porcentagem de similaridade
variada, contra as proteinas do banco dados GenBank. As proteinas do transcriptoma com

melhores resultados do Blast foram mantidas e de acordo com os critérios predispostos no item
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4.6 foram filtradas de modo que as sequéncias com maiores valores de similaridade e identidade
fossem mantidas.

Para certificagdo dos resultados obtidos através do alinhamento do Blastx stand-alone,
e apds a andlise e triagem dos resultados obtidos, as sequéncias dos contigs selecionadas
(aproximadamente 100) foram levadas ao programa Blastx on line. Nesse passo, algumas
proteinas nao foram caracterizadas como PLDs completas ou alinharam com proteinas
quiméricas, devido a isso, mantiveram-se as proteinas referentes aos contigs de L./aeta peruana
completas e correspondentes a proteinas identificadas experimentalmente.

Nesse trabalho, foram descritas 19 sequéncias referentes aos contigs precursores das
proteinas completas de isoformas de fosfolipases D potencialmente encontradas na pegonha de
L. Laeta (Anexo 1). Foi possivel através da utilizagdo das informagdes obtidas sobre esses
alinhamentos estimar a relacdo das sequéncias determinadas entre a classe e familia dos
peptideos alinhados com essas sequéncias. Os transcritos encontrados foram submetidos a nova
andlise de similaridade através da plataforma online do programa Blastx contra o banco de
dados geral on line do NCBI e todos os contigs submetidos a essa analise apresentaram
similaridade a alguma fosfolipase descrita, principalmente as da superfamilia PI-
PLCc_GDPD _SF e da subfamilia (GDPD_like SMaseD PLD).

Neste trabalho, encontramos uma relacao significativa entre as PLDs correspondentes
aos contigs advindos do transcriptoma de L. laeta peruana e as sequéncias de FLDs
anteriormente relatadas de L./aeta. Além disso, houve similaridade dessas mesmas sequéncias
com outras ja relatadas do género Loxosceles (L. intermedia, L. gaucho, e L.reclusa, L.
arizonica, L.amazonica, L.rufescences) e algumas espécies do género Sicarius (S.damarensis,

S. albospinus).

5.5.2 Processamento dos contigs selecionados: traducdo, identificagdo do peptideo sinal, do

ponto isoelétrico (P.I.) e massa molecular (m.m)

As fosfolipases D mais expressivas e com melhores valores selecionadas (Tabela 3)
foram avaliadas quanto a presenga de peptideo sinal (através da ferramenta on line SignalP 4.1
Server), ponto isoelétrico (P.1.), Massa Molecular (M.M.), caracteristicas da familia e dominios
conservados. Todas elas apresentaram em suas sequéncias protéicas as regides de peptideo sinal.
As sequéncias de cDNA dos contigs selecionados foram levadas ao programa que
realiza tradug¢do de moléculas de cDna para proteinas, Expasy, conforme descrito no item 4.6.

As sequéncias completas resultantes da tradu¢do podem ser encontradas no Anexo 2. A
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ferramenta Expasy também ofereceu a possibilidade de delimitarmos a sequéncia relacionada
a proteina madura, que foi utilizada nos alinhamentos a serem vistos adiante.

Para a identificagdo do peptideo sinal, os contigs traduzidos foram submetidos a

execug¢do do programa SignalP 4.1. Observou-se que algumas proteinas apresentavam o
mesmo peptideo sinal, contudo sequéncias de aminoacidos diferentes.
Através da ferramenta do programa BlastP foi possivel identificar que todas as proteinas
descritas neste trabalho possuem um loop catalitico, um sitio ativo composto duas histidinas e
um triptofano e um dominio de ligagdo ao magnésio (Mg?*), que podem ser observados na
figura 10.

Essas sequéncias foram identificadas como similares a fosfolipases D,
esfingomielinases D ou proteinas dermonecrdticas de aranhas do género Loxosceles, o que
inclui: cinco contigs transcritos para a proteina de L. laeta (TAMBOURGI et al, 2008;
PEDROSA et al., 2002); um transcrito para a L. boneti (RAMOS-CERRILLO E COLS., 2004);
trés transcritos para a de L.reclusa (LEE E LYNCH, 2005) e um transcrito para L. amazonica.

Também foi encontrada similaridade no alinhamento realizado entre proteinas de PLDs
de outras espécies de géneros diferentes, como Sicarius, contudo consideradas proximas
evolutivamente (PLATNICK, 2016). Apesar de que as aranhas do género Loxosceles sejam
mais conhecidas pela picada responsavel por lesdes dermonecrotica em tecidos de mamiferos,
também ha relatos de picadas de algumas espécies de Sicarius também causarem dermonecrose.
Isso pode explicar a similaridade entre as PLDs do transcriptoma de L.laeta e algumas
isoformas das PLDs do género Sicarius (NEWLANDS E ATKINSON 1988 ; VAN
ASWEGEN et al.1997 ).

O ponto isoelétrico e a massa molecular das fosfolipases identificadas foram avaliados
com a ferramenta Compute pI/Mw da plataforma on line Expasy. Os valores encontrados para
as proteinas maduras estdo na Tabela 4. Todas as fosfolipases apresentam carater acido, com
ponto isoelétrico em média de 7, com exce¢do dos DN5205 cO gl il, DN625 c0 gl il,
DN101041 c0 gl il, DN28139 c0 gl il que possuem esse carater levemente basico. As
PLDs encontradas, apresentam massa molecular em média de 35 kDa, na forma madura.

Binford et al, 2008, estudaram também uma isoforma de PLD de uma espécie L. laeta
encontrada Los Angeles, CA, EUA, que apresentou atividades dermonecréticas e sitio ativo
correspondente ao sitio da isoforma do peptideo DN25784 c0 gl il (com 99.28 % de
similaridade € 99.28 % de identidade) e com DN405 c0 gl il (com 99.28 % de similaridade
e 99.28 % de identidade), ambas de L. laeta peruana. Catalan et al, 2011, observaram que a

proteina recombinante rLIPLD1 referente a Fosfolipase D isoforma 1 de L. laeta tinha atividade
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hidrolitica em esfingomielina e atividade hemolitica in vitro em eritrécitos do sangue humano.
A PLD desse estudo apresentou alinhamento com 88.75% de identidade 95.82% de
similaridade com o peptideo DN51055 c0 gl il. Fernandes Pedrosa e colaboradores, em um
estudo de 2002, realizou a partir de uma biblioteca de cDNA com transcritos da glandula da
peconha de L./aeta brasileira a identifica¢do, clonagem e expressdao de PLDs mais encontradas
nesse fluido. Os autores encontradaram proteinas com sequencias semelhantes a PLD da L.
laeta brasileira (gi|27372516|) com a de L.intermedia, tamanho médio de 33kDa e
caracteristicas funcionais similares. As propriedades bioldgicas atribuidas a peconha foi as
pertencentes a familia de esfingomielinases de L. laeta e de L. intermedia, que inclui atividades
hemolitica, dermonecrotica e dependentes de sistema de complemento. Neste estudo, a proteina
DN337 cl1 gl il apresentou melhor alinhamento com essa isoforma relatada por Fernandes
Pedrosa, et al, a qual teve caracteristicas fisico quimicas similares com a proteina descrita
anteriormente.

Ramos-cerrillo et al, 2004, fez um estudo com espécies de L. boneti coletadas na cidade
de Tuxpan, regido de Guerrero, no México. Nesse estudo, os pesquisadores identificaram que
as proteinas correspondentes a L. boneti de PLD apresentaram pesos moleculares de
aproximadamente 30 kDa por SDS-PAGE. O que se assemelha ao peso molecular da proteina
DN100733 c0 gl il de PLD de L. laeta peruana identificada neste trabalho. Os pesquisadores
também identificaram os trés principais picos do cromatograma L. boneti que se referiam como
as isoformas 1, 2 e 3 respectivamente, de PLD da espécie. O autor porém revela que
curiosamente essa isoforma ndo exibe a atividade dermonecrotica quando inoculado em coelhos
em trés vezes a dose das outros isoformas, embora a sua identidade para as outras isoformas da
mesma espécie ¢ suficientemente elevada para justificar a sua identificagdo como uma isoforma
de PLD. Neste trabalho a proteina DN100733 c0 gl il melhor se alinhou a isoforma 3,
apresentando alto indice de similaridade, de identidade e cobertura. Podemos observar no
Anexo 3 que as histidinas e cisteinas estdo bem conservadas no alinhamento. Apesar do sitio
ativo estar bem alinhado e ser caracterizado como regido de atividade da enzima em outras
isoformas e em PLDs de outras espécies, nesse caso seria interessante um ensaio experimental
para verificagdo da atividade da isoforma 3 caracterizada de PLD de L. laeta peruana, bem
como a possibilidade de existéncia de outros sitios ativos e se a enzima pode ter assumido outras
fungdes perante as diferengas ambientais.

Lee e Lynch, 2005, realizaram um estudo que identificou uma proteina de PLD a partir
das glandulas de peconha de L. reclusa com 305 aminoécidos e massa molecular de 34 kDa,

dados semelhantes aos peptideo DN545 cO gl il e DN51591 c0 gl il encontrados no
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alinhamento entre as sequéncias de L.laeta peruana e o peptideo relatado anteriormente.
Segundo o autor, a sequéncia do peptideo sphingomyelinase D precursor [L. reclusa] revelou
um alinhamento de aminoacidos de 84% e 46% de L. boneti SMaseD1 e SMaseD2,
respectivamente, que segundo Ramos-cerrillo et al, 2004 constituem figuras de carater
dermonecrdtico na pegconha. A andlise da sequéncia do peptideo de L.boneti sugeriu um
dominio de potencial catalitico HKD , responsavel pela dermonecrose que foi diagnosticada
experimentalmente com o efeito dermonecrético da enzima, além de sinais de hemolise de
eritrocitos.

Um estudo realizado por Binford et al, 2008, classificou a familia de PLDs de Sicarius
como sictox e observou que as proteinas expressas das Sicarius variavam entre 31 e 35 kDa.
Os pesquisadores desse estudo, tiveram como objetivo analisar a evolugdo molecular e variagdo
na atividade da familia de PLDs entre os pegonhas brutos das espécies Loxosceles e Sicarius de
maior incidéncia na América e Africa. Dentre as diversas espécies por ele estudadas, foi
identificada a proteina sphingomyelinase D-like protein, partial, relacionada a Sicarius
albospinus nativa da regido Namibia: Gobabeb, na Africa e a proteina sphingomyelinase D-like
protein, partial relacionada a Sicarius damarensis. Essas sequencias apresentaram homologia
significativa com espécies de Loxosceles de outras regides, inclusive América do Sul e nesse
caso apresenta atividade dermonecroética diferente de muitas espécies de Sicarius da América.
Essas proteinas foram relatadas como sequéncias parciais de fosfolipase D no estudo de Binford
et al, 2008, e curiosamente apresentaram similaridade de 84.81% e 81.39% no alinhamento com
as sequéncias DN125979 c0 gl il e DN5205 c0 gl il de L./aeta peruanas, respectivamente.
Apesar dos hits serem de sequéncias parciais, a proteina de L.laeta peruana encontrada no
transcriptoma se caracteriza por ser total, baseada na presenca e defini¢do do peptideo sinal e
identifica¢do da proteina madura.

Através da ferramenta para andlise bioinformatica Decrease Redundancy
(http://web.expasy.org/decrease_redundancy/), foram mensuradas as porcentagens de
redundancias das sequéncias protéicas traduzidas a partir das sequéncias de cDNA dos contigs,
para exclusdo de possiveis duplicatas. Observou-se que os contigs DN101856 c0 gl il e
DN101111 c0 gl il apresentaram 100% de identidade entre si. Contudo, ¢ interessante
mencionar que ambas possuem cDNA diferentes (Anexo 1), contudo codificam a mesma
proteina e por isso os dois foram citados na tabela 4. Com fins didaticos, para a realizagdo dos
alinhamentos entre as sequéncias protéicas dos contigs e as proteinas selecionadas do banco de

dados, foi mantida apenas uma dentre essas duas proteinas.
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Tabela 4 Contigs; Peptideos do NCBI com melhor alinhamento; peptideo sinal em negrito e sublinhado;

sequéncia madura apos o peptideo sinal; e-value; P.I. Ponto Isoelétrico; M.M. Massa Relativa

Contig

Hit

Sequéncia da possivel regiio codificadora daj

proteina de L.laeta peruana

E-value

P.1

DN337 cl gl il

(GDPD _like SMas
D PLD)

gi[550540883|sp|ESD3Z

8.1/Loxosceles laeta].

MYVHLALILGCWTVILOGAVTDVGERADNRRPIWNL

IAHMVNAVKQIPTPLDLGANALEADVTFKGSVPTYTYH

GTPCDFGRDCIRWEYFNVFLQTLRDYTTPGNANYREQF
ILFVLDLKTGSLNNDEVRKAGENVAKQLLEHYWNNGN
INGGRAYVVLSLPDIAHYEFIRAFKEVLKREGHENLLEK

[VGYDFSGPYVPSLPTLDQTHEAFKKAGVEGHVWQSDG
LTNFAPLLNIDRLKEAIKSRDSANGFINKIYYWSVDKVS
TTKAALDVGVDGIMTNYPYVIIDVLNEDGYKDKYRLA

TYDDNPWETFKKIGRAHV-

0.0

36027.75

DN405 c0 gl il

(GDPD _like SMas
D PLD)

gi[292495526]sp|COIB2

9.1 [Loxosceles laeta].

MLLDISLLLGFCAVLLOGAETEVIERADNRRPIWNMG
HMVNEIY QIDEFVDLGANSIETDITFDDDAIAEYTYHGV
PCDCKRWCTKWENVNDFLHGLQRATTPGNSKYHPELV]
LVVFDLKTGDLSSSTAYKAGNMFAQKLFIHY WNAGNN
GGRAYIVLSIPDIDHYAFISGFREAFKNSDHADLLDKVG
IYDFSGNDDLSATRNALNKGGVKDREHVWQSDGITNCI
.GRGLGRVRDAVANRDSSNGYINKVYVWTIEKYVSVRD
IAFDAGVDGIMTNEPDVIVDVLNESAYSSKFRMATYED
INPWETFKYK-

0.0

34851.91

DN100733 c0 gl
i1

(GDPD _like SMas
D PLD)

2i|49458048|gb|AAT66
74.1| sphingomyelinase
[D-like protein 3, partial

/Loxosceles boneti].

MLPYIALVLGCWGVLSESAQTDVGERADKRRPVWIM
GHMVNDPPQIDEFVNLGVNSIETDVSFDDNANPEYTYH
(GIPCDCGRSCGHYEYFDVFLKNLRIRTTPGHSKYHEKL
[VLVVFDLKTGSLYDNQANDAGKKIAKSLLOQNYWNNG
INNGGRAYIVLSIPHLKHYQLITGFQETLKTEGHEELLDK
IVGYDFSGNDEISDVENAYKKAGVTGHVWQSDGITNCL
TRGLTRIKAAVANRDSNGVINKVYYWTVDKRQSTRDA
LDAGVDGIMTNYPDITNEIINEAAYKKKFRVATYEDNP
[WETFKS-

4,00E-179

34419.53

DN545 c0 gl il

(GDPD _like SMas
D PLD)

2i[57792507|gb|]AAW56
831.1] sphingomyelinase
D precursor /Loxosceles

reclusaj.

MIFNIVLTIGFLAVLLEGAETDVSERADNRRPIWNMG

HMVNAIYQIDEFVDLGANSLEIDITFDKKAKADYTYHK]
PCDCFRTCRKWEYVNDYLKAVRRATTPGYSKYRSRLV
LLVFDLKTTKLTTNTAYKAGEDFARRLLEHY WNNGND
(GGRAYIVLSIPDVNHYTFINGFGEALRSSGHLELMQKV
GYDFSGNDDLSTIRNALRKAGVNDKEHIWQSDGITNCL
IARGLSRVREAVNNRDSSNGYISKVYYWTVDKYKSIRD
JALDAGVDGVMTNYPNRVIDVLNENGY SNRFRLATYSD
INPFETF-

3,00E-148

35041.41

DN5205 c0 gl il

(GDPD _like SMas
D PLD)

2i[224472243|gb|ACN4
0003.1|
sphingomyelinase D-like
protein, partial /[Sicarius
lcf. damarensis GJB-
2008].

MFSATAYLVALSIVLOGTQKYVFADSKRPFWNIAHM

[IVNAIDQINPFLKRGANAIEFDIVFNYNGIAEQTHHGVPC
IDCGRICTRKEDFVKYLDHIRLVTTPDSKEFRDQLILLAL
DLKLQRISTSKAYAAGEDIANKLIDHYWQKGNGTARA

[YILLNIPSIRHFDFINGFQHTIIRREGYERYNDKFGINFTG
INDDLEATRRMLKRMNITSNIWQADGITSCFPRGTRRLK
IDAIRRRDTPGYKFIYKVYSWTLVTFFAMRRSMRLGVD

GIMTNHPERVAYILGEKYFANRFRLATIEDNPWQKYQP

8,00E-119

32957.71

DN51055 c0 gl il

(PI-
PLCc_GDPD_SF
Superfamily)

0174814733 |sp|Q8I913.1]
JA331[Loxosceles lacta]

MYVHLALILGCWTVILOGAVTDVGERADNRRPIWNL

GHMVNAVKQIPTFLNDGANAIEADITFKGAVPTYSYHG
TPCDFGRDCIRWEYFNVFLKTLREYTTPGNAKYRDGFI
LFVLDLKTGSLSNDQVRPAGENVAKELLQNYWNNGN
IDGGRAYVVLSLPDIAHYEFIRTFKEVLKAEGHENLLDK
IVGYDLSGPYLPSLPSLDSVHEAFKKAGVDGHVWLSDG
LTNWAPLGDMARLKEIVKRRDSENGFISKVYYWSVDK
[YSTTRTALDVGVDGIMTNFPYVIIDVLNEDGYKDNYTL
IATYDDNPWETFKK-

0.0

35160.70

DN51608 c0 gl i
1

(PI-
PLCc_GDPD_SF
Superfamily)

2i[224472139|gb|ACN4
3951.1|
sphingomyelinase D-like
protein, partial

/Loxosceles amazonica].

MVFLVALMLGSWAVVLEGSGTEAIKSADERQPIWNIA|

INMVTDINQINETLDLGANSIETDVTFDDGTMAGYTYEG
IVLCACSGSCTKKMNIGEFLHGLRRVTTPGDPMYRKEL
JALVVFNLKTSDFSPSTAYESGMMFGGKLLQIYWNGGK
TERKCDPIKGIVVSRNDGGKAYIIISIPDIEYFAFISGFRK
TLEITGNEEILARVGYEVSGNYYLGLIHDALRKAGVKD
REHVWQSDGITNCIPRDLNLIEEAVKNRDSPDGYINKV
[YHSTIEDKAAISDALDAGVDGIISQRPDMIFEVLLDDRFI
INRFRLATSEDNPWANFRY -

9,00E-111

36061.91




DN100812 ¢0 gl
i1

(PI-
PLCc_GDPD_SF
Superfamily)

gi[74814733|sp|Q8I913.

1| [Loxosceles laeta]

MYVHLALILGCWTVVLOGAETDVGERADNRRPIWNL

GHMVNAVKQIPTFLNDGANAIEADITFKGAVPTYSYHG
TPCDFGRDCIRWEYFDVFLQTLRDYTTPGNSKYHEKFIL|
FVLDLKTGSLNNNEVRKAGENVAKGLLQNYWNNGNN
GGRAYVVLSLPDIAHYEFIRTFKEVLKAEGHENLLDKV
GYDLSGPYLPSLPSLDSVHEAFKKAGVDGHVWLSDGL
TNWAPLGDMARLKEIVKRRDSENGFISKVYYWSVDKY
STTRTALDVGVDGIMTNFPYVIIDVLNEDGYKDNYRLA
TYDDNPWETFKK-

0.0

35285.79

DN51591 c0 gl i
1

(PI-
PLCc_GDPD_SF
Superfamily)

2i[209573787|LOXIN

[Loxosceles intermedia]

MIFNIVLTIGFLAVLLEGAETDVSERADNRRPIWNMG

HMVNAIYQIDEFVDLGANSLEIDITFDKKAKADYTYHK]
PCDCFRTCRKWEYVNDYLKAVRRATTPGYSKYRSRLV
LLVFDLKTTKLTTNTAYKAGEDFARRLLEHY WNNGND
(GGRAYIVLSIPDVNHYTFINGFGEALRSSGHPELMQKV
GYDFSGNDDLSTIRNALRKAGVNDKEHIWQSDGITNCL
IARGLSRVREAVNNRDSSNGYISKVYYWTVDKYKSIRD
JALDAGVDGVMTNYPNRVIDVLNENGY SNRFRLATYSD
INPFETF-

4E-160

35025.37

DN25784 c0 gl i
1

(PI-
PLCc_GDPD_SF
Superfamily)

2i[292495526|LOXLA[

[Loxosceles laeta]

MLLDISLLLGFCAVLLOGAETEVIERADNRRPIWNMG
HMVNEIY QIDEFVDLGANSIETDITFDDDAIAEYTYHGV
PCDCKRWCTKWENVNDFLHGLQRATTPGNSKYHPELV]
LVVFDLKTGDLSSSTAYKAGNMFAQKLFIHY WNAGNN
GGRAYIVLSIPDIDHYAFISGFREAFKNSDHADLLDKVG
IYDFSGNDDLSATRNALNKGGVKDREHVWQSDGITNCI
.GRGLGRVRDAVANRDSSNGYINKVYVWTIEKYVSVRD
IAFDAGVDGIMTNEPDVIVDVLNESAYSSKFRMATYED
INPWETFKYK-

0.0

34851.91
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DN100733_c0_g2
i1 (PI-
PLCc_GDPD_SF
Superfamily)

2i|118573878[Loxoscel

fes intermedia]

MWLSAVISFIGFAVFLOEANGYVEERADSRKPIWDIA

HMVNDLALVDEYLGDGANALEADLAFKSDGTAEKMY
HGTPCDCFRSCSRTEKFDKYMDYIREITTPGSSKFKSGM
LLLIIDLKLNGIEPNVAYAAGKSTAETLLKNYWQNGES
KARAYIVLSLETITRPDFISGFKDAIDASGHTELYEKIGW
IDFSGNEDLGDIRRAYQKYGIDDHIWQGDGITNCLPRGD
IYRLTEAMKKKNDPDYKYTKKVYTWSIDKESSIRNALR
LGVDAVMTNYPARVKSVLQESEFSGSHRMATYDDNP
[WVK-

0.0

34431.79

DN101786_c0_gl_
i1 (PI-
PLCc_GDPD_SF
Superfamily)

2i[121987412|sp|Q27Q5
4.1[Loxosceles

lintermedia)

MLLSLILVCLIRPSILLDAANGEGFMERAVDGRRPIWN|
TAHMTNDIEIVRTYLNDGANALEFDIEFNKNGKPVRTFH
(GSPCDCCRKCDRTTTFSTFIEQMRKFTTPGDPEFKKQLV
LLMLDLKVTDFDKSLAYTAGQNVAEVLLDNFWQRGK
SKPQAYLLLSIPSLDYAKLIKGFNDKLKDEGFEVYQEK
[VGVDFSNNDDLDDVRKTLKSIGFESRIWQSDGITNCLPR|
LTGRLKEAIQKRDTPGYTYINKVYYWTLDRKSTMRSTL
[DLGVDGMITNYPDNLNSVLNEEEYVSRFRLATVEDNP
'WEIFNPSGSRMIEESYDSLLDEEYPDDKLKRETQDFIPFF
LGELFASCAGKALF-

2e-88

41099.72

DN82077 ¢0 gl i
1

(PI-
PLCc_GDPD_SF
Superfamily)

2i[292630589|sp|C0JB8
.1[Sicarius cf.

[Damarensis]

MLLSLILVCLIRPSILLDAANGEGFMERAVDGRRPIWN|
TAHMTNDIEIVRTYLNDGANALEFDIEFNKNGKPVRTFH
(GSPCDCCRKCDRTTTFSTFIEQMRKFTTPGDPEFKKQLV
LLMLDLKVTDFDKSLAYTAGQNVAEVLLDNFWQRGK
SKPQAYLLLSIPSLDYAKLIKGFNDKLKDEGFEVYQEK
[VGVDFSNNDDLDDVRKTLKSIGFESRIWQSDGITNCLPR|
LTGRLKEAIQKRDTPGYTYINKVYYWTLDRKSTMRSTL
[DLGVDGMITNYPDNLNSVLNEEEYVSRFRLATVEDNP
'WEIFNPSGSRMIEESYDSLLDEEYPDDKLKRETQDFIPFF
LGELFASCAGKALF-

3e-95

41099.72

DN28139 c0 gl i
1

(PI-
PLCc_GDPD_SF
Superfamily)

2i[292630585|sp|COJB7
P.1[Sicarius cf.

Jdamarensis]

MFSATAYLVALSIVLOGTQKYVFADSKRPFWNIAHM

IVNAIDQINPFLKRGANAIEFDIVFNYNGIAEQTHHGVPC
IDCGRICTRKEDFVKYLDHIRLVTTPDSKEFRDQLILLAL
IDLKLQRISTSKAYAAGEDIANKLIDHYWQKGNGTARA
[YILLNIPSIRHFDFINGFQHTIIRREGYERYNDKFGINFTG
INDDLEATRRMLKRMNITSNIWQADGITSCFPRGTRRLK
[DAIRRRDTPGYKFIFKVYSWTLVTFFAMRRSMRLGVDG
IMTNHPERVAYILGEKYFANRFRLATIEDNPWQKYQP-

3E-117

35545.81

DN125979 c0 gl _
i1

il (PI-
PLCc_GDPD_SF
Superfamily)

gi[292630598sp|COIBY

1.1[Sicarius albospinus]

MLFCTILCIAGLSVVIEAAESISAERDDAKRPFYNIAH

MVNGIVQINQFLDKGANAIEFDFEFNDDGIAQITHHGFP
CDCGRKCSFQENVTEYLDHIRQVTTPGDPKFREQLVLL
JALDLKLQRIFSKKAHTAGVDVAKKLLDHYWQRGKSK
JARAYLLLNIPLLKDYEFVRGFKETLRDEGYEQYNDVIGI
INFTGNEDLDKTREIYQKLNVSSHIWQSDGITSCFRRKTK
RLKEALNLRDDPNYNYVTKVYPWTLVKYTSMKERLRL|

DVDGIQTNYPDRLDEVLKEKEFASMFRLATFEDDPWK

KFMRA-

2E-131

6.67

35892.97




DN625 c0 gl il

(PI-
PLCc_GDPD_SF
Superfamily)

2i/122108190[sp|Q1 W6
94.1[Loxosceles

lintermedia)]

MQLFIALCLLSSIGLLEGAKQDGIERTDSGRPIWNIAH
MVNDKGLIDEYLAAGANSVESDVSFDDNGKPMKFHH
(GRPCDCGRNCDRQMSFTDYLDYMRQLTTPGTDNTMFR|
ENLILIMLDFKLKKLSPNVAYTAGQEVANQMLDTYWK
RGKSEARAYFVLSIPSIKKASFAKGFYDKLNSEGFDQYR|
EKVGVDFSGNEAFADTRATLSSLNIVDHIWQSDGITNC
LPRNMKRLKKAVKERDSNGYMVKVYNWSVDKYTTM
RKVLRAGADGMITNFPGRLVSVLNEREFSGKFRMATY
[DDNPWEKY -

2E-172

34736.52

DN101041 c0 gl _
i1

(PI-
PLCc_GDPD_SF
Superfamily)

2i/122108190[sp|Q1 W6
94.1[Loxosceles

lintermedia)]

MQLFIALCLLSSIGLLEGAKQDGIERTDSGRPIWNIAH
MVNDKGLIDEYLAAGANSVESDVSFDDNGKPMKFHH
(GRPCDCGRNCDRQMSFTDYLDYMRQLTTPGTDNTMFR|
ENLILIMLDFKLKKLSPNVAYTAGQEVANQMLDTYWK
RGKSEARAYFVLSIPSIKKASFAKGFYDKLNSEGFDQYR|
EKVGVDFSGNEAFADTRATLSSLNIVDHIWQSDGITNC
LPRNMKRLKKAVKERDSNGYMVKVYNWSVDKYTTM
RKVLRAGADGMITNFPGRLVSVLNEREFSGKFRLATYA
IDNPWERY -

9e-174

34702.49

DN101111 ¢0 gl
i1

(PI-
PLCc_GDPD_SF
Superfamily)

2i[57792507|gb| AAW56
831.1 (Loxosceles

reclusa)

MFLYVLLGVSCWILILKGTEADSDEVGDRRRPIWNIA
RTVNAEYPIDMFLEGDVSPIGITEFLDLGANAIQLEVIFD
SSGNAESVYQKTPCDCRRTCVRWRDFSYYLDDLRRFT
TPGELTFREELILIILDLKVDGFNSSLSYTAGKNLAEKLL
ENYWQEENTESNARAYILLSVPSTKNAALFRAFNLTLQ
INGGFAAYGEKVGINFAEDDDLFSVSRIVNRLGTAGLHV
[WQSSVITNCLLRENSELSDAVQERDSQGYMNKVYTLT
JADRHATIRNALRASVDGVMTNFPNHMADVLKENEFKD
KFKLATYDDNPWKTYVEETEDVSNELDVDDVNNEEVI-

1,00E-84

38709.34

DN101856 c0 gl _
i1

(PI-
PLCc_GDPD_SF
Superfamily)

2i[57792507|gb| AAW56
831.1 (Loxosceles

reclusa)

MFLYVLLGVSCWILILKGTEADSDEVGDRRRPIWNIA
RTVNAEYPIDMFLEGDVSPIGITEFLDLGANAIQLEVIFD
SSGNAESVYQKTPCDCRRTCVRWRDFSYYLDDLRRFT
TPGELTFREELILIILDLKVDGFNSSLSYTAGKNLAEKLL
ENYWQEENTESNARAYILLSVPSTKNAALFRAFNLTLQ
INGGFAAYGEKVGINFAEDDDLFSVSRIVNRLGTAGLHV
[WQSSVITNCLLRENSELSDAVQERDSQGYMNKVYTLT
JADRHATIRNALRASVDGVMTNFPNHMADVLKENEFKD

KFKLATYDDNPWKTYVEETEDVSNELDVDDVNNEEVI-

3,00E-85

38709.34
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5.5.3 Alinhamento entre as sequéncias de proteinas completas do transcriptoma da Aranha-

marrom peruana e proteinas previamente descritas

Para a realizagdo do alinhamento multiplo entre contigs, além de alinhados pelo Blastx

stand-alone, foram alinhados também na plataforma on line do Blastx para verificagdo de maior
variedade de sequéncias de L.laeta, proporcionando enriquecimento do alinhamento e
possibilidade de comparacao com mais isoformas anteriormente estudadas. Com as sequéncias
de proteinas similares inferidas, foi entdo utilizado o programa ClustalW para obtenc¢do do
alinhamento.

O alinhamento de maneira geral entre as proteinas dos contigs (figura 12), mostrou a
similaridade entre as sequéncias dos contigs. Também € possivel observar residuos de cisteinas
conservados, que possivelmente formam duas pontes dissulfeto, além do sitio ativo formado
pelo dominio H também est4 presente nas sequéncias e o residuo de metionina localizado na
alca hidrofobica. O sitio catalitico, o dominio de ligagdo ao Mg2+ e o loop catalitico foram as
regides que apresentaram maior indice de conservagdo. Todos as isoformas, com exce¢do das

isoformas DN101856 CO gl i1 e DNS51608 CO gl il, apresentaram sitio catalitico e
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dominio de ligagdo ao Mg2+ conservados. A proteina DN101856 CO gl il possui uma
arginina e uma glicina substituindo histidinas consideradas importantes na atividade das PLDs.
Também identificamos duas mutagdes no dominio de ligagdo ao Mg2+, nas quais um glutamato
foi substituido por uma glutamina e um aspartato foi substituido por um glutamato. A proteina
DN51608 CO gl il possui uma asparagina € um glutamato substituindo as histidinas
consideradas importantes na atividade das PLDs. Apesar disso, o dominio de ligagdo ao Mg2+
foi conservado.

Foi realizado também um alinhamento entre as proteinas do transcriptoma da aranha L.
laeta peruana e as isoformas de aranhas L. laeta encontradas no Brasil para comparacdo das
PLDs entre as espécies. Nos resultados obtidos que estdo representados na figura 13, verifica-
se a existéncia de homologia entre todas as proteinas, com zonas muito semelhantes.
Constatamos caracteristicas importantes que confirmam a relacdo dessas sequéncias no
transcriptoma entre as PLDs ja descritas na literatura, como por exemplo o grau significativo
de conservagao das cisteinas. Do mesmo modo, pode ser inferido a conservagao dos sitios ativos
das proteinas correspondentes aos contigs, as histidinas.

Foram determinadas para participar do alinhamento contra as PLDs do transcriptoma,
proteinas representantes de cada grupo funcional delimitados no cladograma da figura 14,
representando um terceiro alinhamento. Podemos comparar agora algo peculiar entre as
sequéncias que pode ser objeto de futuros estudos, devido a presenca de regides de mutagdo
nos sitios ativos de histidina das isoformas DN101856 CO gl il e DN51608 CO gl il .
Através do alinhamento entre as sequéncias do transcriptoma contra sequéncias do banco de
dados NCBI, observamos que tal mutagao, referente a isoforma DN101856 CO gl il também
jé foi identificada em outra proteina da espécies L.similis, anteriormente relatada (DANTAS et
al., 2016), o que pode ser visto no Anexo 3. Essas proteinas, podem apresentar uma baixa ou
auséncia de atividade enzimdtica em mamiferos, pelo fato de apresentar mutagdes em
aminodcidos importantes para sua funcdo (VUITIKA et al., 2013). Com isso, a
DN101856 _CO gl il torna-se um alvo de estudos para seu uso na imunizagao para a producgao
de soro, visto que podem funcionar como epitopos eficientes para a geracdo de anticorpos
neutralizantes (CHAVEZ-OLORTEGUI et al., 1997; MARTIN-EAUCLAIRE et al., 2006;
MENDES ET AL., 2013; MOREIRA-FERREIRA et al., 1998).



DN101856_c0_g1_i1/1-341
DN100733_c0_g2_i1/1-304
DN337_c1_g1_i1/1-317
DN100812_c0_g1_i1/1-311
DN51055_c0_g1_i1/1-311
DN51608_c0_g1_i1/1-324
DN100773_c0_g1_i1/1-305
DN25784_c0_gl_i1/1-309
DN405_c0_g1_i1/1-309
DN545_c0_g1_i1/1-306
DN51591_c0_g1_i1/1-306
DN125979_c0_g1_i1/1-308
DN5205_c0_g1_i1/1-305
DN28139_c0_g1_i1/1-305
DN82077_c0_g1_i1/1-358
DN101786_c0_g1_i1/1-358
DN101041_c0_g1_i1/1-305
DN625_c0_g1_i1/1-305

DN101856_c0_g1_i1/1-341
DN100733_c0_g2_i1/1-304
DN337_c1_g1_i1/1-317
DN100812_c0_g1_i1/1-311
DN51055_c0_g1_i1/1-311
DN51608_c0_g1_i1/1-324
DN100773_c0_g1_i1/1-305
DN25784_c0_g1_i1/1-309
DN405_c0_g1_i1/1-309
DN545_c0_g1_i1/1-306
DN51591_c0_g1_i1/1-306
DN125979_c0_g1_i1/1-308
DN5205_c0_g1_i1/1-305
DN28139_c0_g1_i1/1-305
DN82077_c0_g1_i1/1-358
DN101786_c0_g1_i1/1-358
DN101041_c0_g1_i1/1-305
DN625_c0_g1_i1/1-305

DN101856_c0_g1_i1/1-341
DN100733_c0_g2_i1/1-304
DN337_c1_g1_i1/1-317
DN100812_c0_g1_i1/1-311
DN51055_c0_g1_i1/1-311
DN51608_c0_g1_i1/1-324
DN100773_c0_g1_i1/1-305
DN25784_c0_g1_i1/1-309
DN405_c0_g1_i1/1-309
DN545_c0_g1_i1/1-306
DN51591_c0_g1_i1/1-306
DN125979_c0_g1_i1/1-308
DN5205_c0_g1_i1/1-305
DN28139_c0_g1_i1/1-305
DN82077_c0_g1_i1/1-358
DN101786_c0_g1_i1/1-358
DN101041_c0_g1_i1/1-305
DN625_c0_g1_i1/1-305

DN101856_c0_g1_i1/1-341
DN100733_c0_g2_i1/1-304
DN337_c1_g1_i1/1-317
DN100812_c0_g1_i1/1-311
DN51055_c0_g1_i1/1-311
DN51608_c0_g1_i1/1-324
DN100773_c0_g1_i1/1-305
DN25784_c0_g1_i1/1-309
DN405_c0_g1_i1/1-309
DN545_c0_g1_i1/1-306
DN51591_c0_g1_i1/1-306
DN125979_c0_g1_i1/1-308
DN5205_c0_g1_i1/1-305
DN28139_c0_g1_i1/1-305
DN82077_c0_g1_i1/1-358
DN101786_c0_g1_i1/1-358
DN101041_c0_g1_i1/1-305
DN625_c0_g1_i1/1-305

DN101856_c0_g1_i1/1-341
DN100733_c0_g2_i1/1-304
DN337_c1_g1_i1/1-317
DN100812_c0_g1_i1/1-311
DN51055_c0_g1_i1/1-311

10 20 30 . 50 60
-MFLYVLLGVSCWILILKGTEADS--DEVG EYP.DMFLEGDVSPIGITEFLD&

~-MWLSAV I SFIGFAVFLQEANGYV - -EERADSRKP IWD IABMVNDLALY - - - - - - - -~ DEYLGSL
~-MYVHLAL I LGCWTV | LQGAV TDV - -G ERA -PTFLDS51
~-MYVHLAL I LGCWTVVLQGAETDV - -GERADNRRE I WN LGEMVNAVKQ - -~ = === - - - PTFLNSL
~MYVHLAL I LGCWTV | LQGAV TDV - -GERADN RRP I WN LGEMVNAVKQ - - - - - - - = - = - — - PTFLNS1
-MVFLVALMLGSWAVVLEGSGTEA--1KSA -NETLDS1
~MLPYIALVLGCWGVLSESAQTDV - -GERADK RRBVWIMGEMVNDPPQI - - - - - - - - - - DEFVNSL
~MLLDISLLLGFCAVLLQGAETEV --1ERADNRRP IWNMGEMVNE I YQI - - - - - - - - - - - DEFVDS5L
-MLLDISLLLGFCAVLLQGAETEV--1ERA -DEFVDS51
~MIFNIVLTIGFLAVLLEGAETDV - -SERA -DEFVDS51
-MIFNIVLTIGFLAVLLEGAETDV - -SERA -DEFVDS51
-MLFCTILCIAGLSVV IEAAESIS--AERD -NQFLD 51
--MFSATAYLVALSIVLQGTQ--K--YVFA -NPFLK 48
- -MFSATAYLVALSIVLQGTQ--K--YVFADSKRBFWN IAGMVNA 1DQIl -~ -~ - ------- NPFLK 48
MLLSLILVCLIRPSILLDAANGEGFMERAVDGRRE IWN IABMTND I E IV ---oomomomoo RTYLN 54
MLLSLILVCLIRPSILLDAANGEGFMERAV ~RTYLN 54
-MQLFIALCLLSS IGLLEGAKQDG | E--RTDSGRP IWN I ABMVNDKG LI~ ----- - - DEYLASL
-MQLFIALCLLSS IGLLEGAKQDG I E--RTDSGRE IWN I ABMVNDKG LI - - - - - - - - - - DEYLASL
70 80 90 100 110 120 130
DSSGNAESV TR RIETITRDFS Y YEDODLRRFFEFBGEL - -TFREEL 11 1 129

GSS--KFKSGMLEL I 116
GNA --NYREQF | BFV 115
GNS--KYHEKF IBFV 115
GNA --KYRDGF | BFV 115
GDP--MYRKELAEVV 116
HS--KYHEKLVEVV 116
NS--KYHPELVEVV 116
GNS--KYHPELVEVV 116
YS--KYRSRLVELV 116
GYS--KYRSRLVELV 116
GDP--KFREQLVELA 116
DSK --EFRDQL I ELA 113
DSK --EFRDQL I LA 113
DP--EFKKQLVELM119
GDP--EFKKQLVELM119
GTDNTMFRENL I EIM118
TDNTMFRENL I EIM118

DDDA TAEYT gl s e niek REIFCVENVNDFLHGLQRA
DDDA IAEY T gle s 2@ niek REIFCVENVNDFLHG LQRA
DKKAKADY THEhs F@nie FRIE HEEYVNDYLKAVRRA
DKKAKAD YT qgle Fi@nie F RIEE LCEYVNDYLKAVRRA
NDDG IAQ | TREle = e sleGREESZCENVTEYLDH | RQV
NYNG IAEQT e " esieGRINGIFESEDFVK YLDH IRLV
NYNG IAEQTFle' A desieGRINEIFESEDFVK YEDH IRLV
NKNGK PV RT[Zgle-ndesleC R SEsaiTTFSTF | EQMRK F
NKNGK PV RT|ZEle T d@sieC R SEsaITTFSTF | EQMRK F
DDNGK PMK FZ[glei (8 i€ 516G R CDR!MSFTDYHDYMRQL
DDNGK PMK FE[FleiAE0IEG RAERIEMS FTD YLD YMRQL

170 180 190

>PP>O000 Arr—r———00r0Or

. 150
VDGFNSSLSYTA

I LESVPSTKNAA 182
LNG I EPNVAYAA IVESLETITRPD 167
TGSLNNDEVRKA VVIESLPD IAHYE 166
TGSLNNNEVRKA VVIESLPD IAH YE 166
TGSLSNDQVRPA VVIESLPD IAH YE 166
TSDFSPSTAYES I11SIPDIEYFA 183
TGSLYDNQANDA IVIES | PHLKHYQ167
TGDLSSSTAYKA IVIES | PD IDH YA 167
TGDLSSSTAYKA IVIES | PD IDH YA 167
TTKLTTNTAYKA IVIES | PDVNH YT 167
TTKLTTNTAYKA IVIES | PDVNH YT 167
LQRIFSKKAHTA LL | PLLKDYE 167
LQRISTSKAYAA IL I PS | RHFD 164
LQRISTSKAYAA 1L | PS | RHFD 164
VTDFDKSLAYTA LLESIPSLDYAK 170
VTDFDKSLAYTA LLIESIPSLDYAK 170
LKKLSPNVAYTA FVIES I PS IKKAS 169
LKKLSPNVAYTA FVIESIPSIKKAS 169

210 220

LFRAENLT-LQNGGFAAYGEKV
FISGEKDA - IDASGHTELYEK |
FIRAFKEV-LKREGHENLLEKV
FIRTEKEV-LKAEGHENLLDKYV
FIRTEKEV-LKAEGHENLLDKYV
FISGERKT-LEITGNEEILARV
LITGEQET-LKTEGHEELLDKYV
FISGEREA-FKNSDHADLLDKV
FISGEREA-FKNSDHADLLDKV
FINGEGEA-LRSSGHLELMQKYV
FINGEGEA-LRSSGHPELMQKYV
FVRGEKET-LRDEGYEQYNDV I
FINGEQHTI IRREGYERYNDKF
FINGEQHTI IRREGYERYNDKF
LIKGENDK -LKDEGFEVYQEKV
LIKGENDK -LKDEGFEVYQEKYV
FAKGEYDK -LNSEGFDQYREKV
FAKGEYDK -LNSEGFDQYREKYV

240 250 260

LFSVSRIVNRLGTA-GLHV
LGDIRRAYQKYG ID--DH I
YDFSGPYVPSLPTLDQTHEAFKKAGVE--GHV
YDLSGPYLPSLPSLDSVHEAFKKAGVD--GHV
YDLSGPYLPSLPSLDSVHEAFKKAGVD--GHV
YEVERGNYY----- LGL IHDALRKAGVKDREHV
YDESGNDE - - --- | SDVENAYKKAGVT--GHV
YDIRSGNDD - - - - - LSATRNALNKGGVKDREHV
YDFSGNDD - - - - - LSATRNALNKGGVKDREHV
YDRSGNDD - - - - - LSTIRNALRKAGVNDKEH I
YDFSGNDD - - - - - LSTIRNALRKAGVNDKEH I
INFTGNED----- LDKTREIYQKLNVS--SHI
INFTGNDD----- LEATRRMLKRMN I T--SN |
INFTGNDD - - - -~ LEATRRMLKRMN I T--SN |
DFSNNDD----- LDDVRKTLKS IGFE--SRI
DFSNNDD - ---- LDDVRKTLKSIGFE--SRI
DFSGNEA----- FADTRATLSSLNIV--DHI
DIESGNEA - - - - - FADTRATLSSLNIV--DHI

IGR228
LAR228

270 280 290 300 310 320
-ENSELSDAVQERPSQ--GYMN TS TADRHAT I RNALRASV NHMAD
GDYRLTEAMKKKNBDPD -YKYTK TWS IDKESS IRNALRLGV RVK'S
LNIDRLKEAIKSRBSA-NGFIN YW SVDKVSTTKAALDVGV YVIID
GDMARLKEIVKRRDSE-NGF IS YW SVDKYSTTRTALDVGV YVIID
GDMARLKEIVKRRBSE-NGF IS YWSVDKYSTTRTALDVGV YV | IDVIENEDG YKDN Y 296
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DN25784_c0_g1_i1/1-309
DN405_c0_g1_i1/1-309
DN545_c0_g1_i1/1-306
DN51591_c0_g1_i1/1-306
DN125979_c0_g1_i1/1-308
DN5205_c0_g1_i1/1-305
DN28139_c0_g1_i1/1-305
DN82077_c0_g1_i1/1-358
DN101786_c0_g1_i1/1-358
DN101041_c0_g1_i1/1-305
DN625_c0_g1_i1/1-305

DN101856_c0_g1_i1/1-341
DN100733_c0_g2_i1/1-304
DN337_c1_g1_i1/1-317
DN100812_c0_g1_i1/1-311
DN51055_c0_g1_i1/1-311
DN51608_c0_g1_i1/1-324
DN100773_c0_g1_i1/1-305
DN25784_c0_g1_i1/1-309
DN405_c0_g1_i1/1-309
DN545_c0_g1_i1/1-306
DN51591_c0_g1_i1/1-306
DN125979_c0_g1_i1/1-308
DN5205_c0_g1_i1/1-305
DN28139_c0_g1_i1/1-305
DN82077_c0_g1_i1/1-358
DN101786_c0_g1_i1/1-358
DN101041_c0_g1_i1/1-305
DN625_c0_g1_i1/1-305

Figura 12 Alinhamento entre as sequéncias protéicas dos contigs do transcriptoma de Loxosceles laeta.
Alinhamento com a ferramenta ClustalW com do programa Jalview, exibindo a similaridade entre as sequéncias dos
contigs em tons de azul. Tons de azul mais escuros indicam um grau de conserva¢ao maior em relagdo aos tons mais
claros. E possivel observar residuos de cisteinas conservados, que possivelmente formam quatro pontes dissulfeto e o
residuo de metionina localizado na alga hidrofébica que ajuda a estabilizar o atomo de Mg+2. O sitio ativo formado

-DLNL I EEAVKNRBs P-DGY INKVEHET | EDKAA 1 SDALDAGVBE I 1 SQRPDM I FEVIEILDD RF INRF 309
~GLTRIKAAVANRD-S-NGV IN Y TVDK RQS TRDALDAGVDG IMTN YD | TNE | INEAA YKKK F 290
~GLGRVRDAVANRDSS -NGY INKVYVYT | EKYVSVRDAFDAGVDG IMTNEPDV I VDVIINESA YS SK F 293
~GLGRVRDAVANRDSS -NGY INKVYVYT | EKYVSVRDAFDAGVDG IMTNEPDV | VDVIEN ESA YS SK F 293
~GLSRVREAVNNRDSS-NGYIS YQTVDK YK 'S | RDALDAGVDGVMTN Y PN RV I DVIEN ENG Y SN RF 293
~GLSRVREAVNNRDSS-NGYIS YTVDK YK 'S | RDALDAGVDGVMTNYPNRV I DVIEN ENG Y SN RF 293
~KTKRLKEALNLRDDPNYNYVTRVYPWTLVKYTSMKERLRLDVDG | QTN YPDRLD EVIEK EK EFA SMF 292
~GTRRLKDA I RRRDTPGYKF | YKRVYSWTLV TFFAMRRSMRLGVDG I MTNHPERVA Y I |lG EK YFAN RF 290
~GTRRLKDA | RRRBTPGYKF I F SWTLVTFFAMRRSMRLGVDG IMTNHPRERVA Y 1 G EK YFAN RF 290
~LTGRLKEA IQKRBTPGYTYIN YYTLDRKSTMRSTLDLGVDGM | TN YPDN LN SVIENEEE YV S RF 295
~LTGRLKEA IQKRDTPGYTYIN YWTLDRKSTMRSTLDLGVDGM | TNYPDN LN SVIENEEE YV S RF 295
~NMK RLKKAVK ERD/SNGY - -MVKVYNYSVDK YTTMRKV L RAGADGM | TNFPGRLYV SVIEN ERE F SGK F 292
~NMK RLKKAVK ERDISNG Y - -MVKV¥NYS VDK Y TTMRKV L RAGADGM | TN.FRGRLV SVIEN ERE F SGK F 292
340 350 360 370 380 390
K LA YD K TYVEETEDVSNELDVDDVNNEEV | = - - - - = m oo oo mmomme e oo 341
RV Y D BINIBWY K - - - - — - - - - - C o m o memmemeaooos 304
RLASYDBNBWE TFKK | GRAHY = = = = = = = & o — o oo oo oo 317
RLATYD ETE K= = & = o oy 257 1 s 6 8 il o 2 e s S e 5 2 2 v 311
TIRRY D IR TF I i~ = — = mrmmses = o eormi o o T o e e et Tt 311
RLATSE ANF RY = = = = = = = & & o o & oo oo 324
RV Y EJEIE T FK S - - - - - - - o o oo oo oo e eeememmeemoo 305
RMBIY EBINBIWE T FK YK - — - - — - - - - - o o oo oo 309
RMATY E ETERYK S somepmuesvooammsuspne s s s v spass sz s s 309
Ry SENBIF ETF - - - - - - - o oo 306
REIY SIINBIF E TF - - - - - - o oo o o oo oo ememeeooo- 306
R EBOBWK K FMRA - - - - - - o o o o oo oo meememeeooen 308
RLEEN ! EBNBWQK YQP - - - - - - - - - o o oo oo 305
RLEEN 1 EBNBWQK YQP - - - - - - - = - o o oo oo 305
RLATVE EIFNPSGSRMIEESY-DSLLDEEYPDDKLKRETQDF IPFFLGELFASCAGKALF 358
RLATVEDNPWE | FNPSGSRMIEESY-DSLLDEEYPDDKLKRETQDF I PFFLGELFASCAGKALF 358
RLATYA B R v o o o et /5 o i o e AL 8 S B A 305
EMEEY DEIIIIE K Y= —m = = = = oot o = i T o i T ' i = i 305

pelo dominio H e W também esta presente nas sequéncias marcado em vermelho

55



DN101856_c0_g1_i1/1-341
DN28139_c0_g1_i1/1-305
DN5205_c0_g1_i1/1-305
DN125979_c0_g1_i1/1-308
DN101786_c0_g1_i1/1-358
DN82077_c0_g1_i1/1-358
DN625_c0_g1_i1/1-305
DN101041_c0_g1_i1/1-305
i[27372520]LOXLA/ 1-304
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TGDLSSSTAYKAGNMFAQKLF IH
TGDLSSSTAYKAGNMFAQKLF IHY
TTKLTTNTAYKAGEDFARRLLEHY
TTKLTTNTAYKAGEDFARRLLEHY

2 210 220 230 240 2
NAALFRAENLT-LQNGGFAAYGEKVGINFAEDDD----- LFSVSRIVNRLGTA-GLHV
HFDFINGEQHT I IRREGYERYNDKFGINFTGNDD - - - - - LEATRRMLKRMN I T--SN I
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YAKL IKGENDK -LKDEGFEVYQEKVGVDFSNNDD - - - - - LDDVRKTLKSIGFE--SRI
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GNA --KYRDGF I
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DN100733_c0_g2_i1/1-304 RPDF I SGBKDA - IDASGHTELYEK IBWDFSGNED - - - - - LGD I RRAYQK YG I D - -DH IWQGDG 1N 222
DN51055_c0_g1_i1/1-311 HYEFIRTFKEV -LKAEGHENLLDKVGYDLSGPYLPSLPSLDSVHEAFKKAGVD--GHVWLSDGLEN 226
i|27372518]|LOXLA/1-311 HYEF I RREKEV -LKAEGHENLLDKVGYDLSGPYLPSLPSLDSVHEAFRKAGVD--GHVWL SDGLEN 226
DN100812_c0_g1_i1/1-311 HYEFIRTFKEV -LKAEGHENLLDKVGYDLSGPYLPSLPSLDSVHEAFKKAGVD--GHVWL SDGLEN 226
] 27372516]LOXLA/1-311 HYEFVRGIFKEV -LKKEGHEDLLEKVGYDFSGPYLPSLPTLDATHEAYKKAGVD--GH IWLSDGLEN 226
i/41018058|LOXLA/1-311 HYEFVRGFKEV -LKKEGHEDLLEKVGYDFSGPYLPSLPTLDATHEAYKKAGVD--GH IWLSDGLEN 226
DN337_c1_g1_i1/1-317 HYEF I RAFKEV - LK REGHENLLEKVGYDFSGPYVPSLPTLDQTHEAFKKAGVE--GHVWQSDGLEN 226
DN51608_c0_g1_i1/1-324 YFAFISGERKT-LEITGNEEILARVGYEVSGNYY----- LGL IHDALRKAGVKDREHVWQSDG | TN 240
DN100773_c0_g1_i1/1-305 HYQL I TGFQET-LK TEGHEELLDKVGYDFSGNDE - - - - - I SDVENAYKKAGV T--GHVWQSDG I TN 222
DN405_c0_g1_i1/1-309 HYAF I SGEREA - FKNSDHADLLDKVGYDFSGNDD - - - - - LSATRNALNKGGVKDREHVWQSDG I TN 224
DN25784_c0_g1_i1/1-309 HYAF I SGEREA - FKNSDHADLLDKVGYDFSGNDD - - - - - LSATRNALNKGGVKDREHVWQSDG I TN 224
DN51591_c0_g1_i1/1-306 HYTF INGFGEA -LRSSGHPELMQKVGYDFSGNDD - - - - - LSTIRNALRKAGVNDK EH IWQSDG I TN 224
DN545_c0_g1_i1/1-306 HYTFINGIEGEA -LRSSGHLELMQKVGYDFSGNDD - - - - - LSTIRNALRKAGVNDK EH IWQSDG I TN 224
270 280 290 300 310
DN101856_c0_g1_i1/1-341 CLLR-ENSELSDAVQERD--SQGYMN TuTAD RHAT I RNALRASV. 301
DN28139_c0_g1_i1/1-305 CFPR-GTRRLKDA | RRRDTPGYKF I FRVYSWTLV TFFAMRRSMRLGV 285
DN5205_c0_g1_i1/1-305 CFPR-GTRRLKDA | RRRDTPGYKF 1Y SwTLVTFFAMRRSMRLGV 285
DN125979_c0_g1_i1/1-308 CFRR-KTKRLKEALNLRDDPNYNYVT PRTLVK YTSMKERLRLDV 287
DN101786_c0_g1_i1/1-358 CLPR-LTGRLKEAIQKRDTPGYTYIN Y TLDRKSTMRSTLDLGV 290
DN82077_c0_g1_i1/1-358 CLPR-LTGRLKEAIQKRDTPGYTYIN YwTLDRKSTMRSTLDLGV 290
DN625_c0_g1_i1/1-305 CLPR-NMKRLKKAVKERDSNGY - -MVKVYNITS VDK YTTMRKVLRAGA 287
DN101041_c0_g1_i1/1-305 CLPR-NMKRLKKAVKERDSNGY - -MVKVYNTSVDKYTTMRKVLRAGA 287
i] 27372520|LOXLA/1-304 CWV RDDD - RLK EA IKKKNDPN YK Y TK TS IDKNAS I RNALRLGV. 287
gil 74814732|LOXLA/ 1-304 CWV RDDD - RLK EA IKKKNDPN YK Y TK TS IDKNAS | RNALRLGV. 287
DN100733_c0_g2_i1/1-304 CLPRGDY-RLTEAMKKKNDPDYKYTK TS IDKESS I RNALRLGV 287
DN51055_c0_g1_i1/1-311 WA PLGDMA RLK E IV -KRRDSENGF IS szvok YSTTRTALDVGV 291
i|27372518]|LOXLA/1-311 WA PLGDMA RLKE IV-ERRDSENGF IS Y SVDKYSTTRTALDVGV. 291
DN100812_c0_g1_i1/1-311 WA PLGDMA RLK E IV -KRRDSENGF IS Y SVDKYSTTRTALDVGV 291
i|27372516]LOXLA/1-311 FSPLGDMARLKEA | -K SRDSANGF INK/I Y&SVDKVSTTKAALDVGV 291
i[41018058|LOXLA/1-311 FSPLGDMARLK EA I -K SRDSANGF INK I ¥YWSVDKVSTTKAALDVGV 291
DN337_c1_g1_i1/1-317 FAPLLN IDRLKEA I -KSRDSANGF INKIN¥YWSVDKVSTTKAALDVGV 291
DN51608_c0_g1_i1/1-324 CIPR-DLNLIEEAV-KNRDSPDGYIN HaTI EDKAA | SDALDAGV 304
DN100773_c0_g1_i1/1-305 CLTR-GLTRIKAAV -ANRD-SNGV IN Y TVDK RQS TRDALDAGV NEAA 285
DN405_c0_g1_i1/1-309 CIGR-GLGRVRDAV -ANRDSSNGY INKVYVWT I EKYVSVRDAFDAGV NESA 288
DN25784_c0_g1_i1/1-309 CIGR-GLGRVRDAV -ANRDSSNGY INKVYVIWT I EKYVSVRDAFDAGV NESA 288
DN51591_c0_g1_i1/1-306 CLAR-GLSRVREAV-NNRDSSNGYIS Y TVDK YK'S | RDALDAGV. NENG 288
DN545_c0_g1_i1/1-306 CLAR-GLSRVREAV-NNRDSSNGYIS YWTVDK YK 'S | RDALDAGV. NENG 288
340 350 360 370 380 390
DN101856_c0_g1_i1/1-341 FKDK FK LA YDBNPWK TYVEETEDVSNELDVDDVNNEEV | 341
DN28139_c0_g1_i1/1-305 FANRFRLAT | EDN 305
DN5205_c0_g1_i1/1-305 FANRFRLAT | EDN 305
DN125979_c0_g1_i1/1-308 FASMFRLATF EDD 308
DN101786_c0_g1_i1/1-358 YVSRFRLATVEDNPWE | FNPSGSRMIEESY-DSLLDEEYPDDKLKRETQDF I PFFLGELFASCAGK 355
DN82077_c0_g1_i1/1-358 YVSRFRLATVEDNPWE | FNPSGSRMIEESY-DSLLDEEYPDDKLKRETQDF I PFFLGELFASCAGK 355
DN625_c0_g1_i1/1-305 F SGK F RMAT YDDN 305
DN101041_c0_g1_i1/1-305 FSGKFRLAT YADN 305
gi]27372520|LOXLA/ 1-304 FSGYLRMAT YDDN 304
gi| 74814732|LOXLA/ 1-304 FSGYLRMAT YDDN 304
DN100733_c0_g2_i1/1-304 FSGSHRMAT YDDN 304
DN51055_c0_g1_i1/1-311 YKDNYTLATYDDN 311
gi|27372518]|LOXLA/1-311 YKDK YRLATYDDN 311
DN100812_c0._g1_i1/1-311 YKDN YRLATYDDN 311
gi|27372516]LOXLA/1-311 YNDK YRLAT YDDN 311
i[41018058|LOXLA/1-311 YNDK YRLAT YDDN 311
DN337_c1_g1_i1/1-317 YKDK YRLATYDDN 317
DN51608_c0_g1_i1/1-324 FINRFRLATS EDN 324
DN100773_c0_g1_i1/1-305 YKKK FRVATYEDN 305
DN405_c0_g1_i1/1-309 YSSKFRMATYEDN 309
DN25784_c0_g1_i1/1-309 YSSKFRMATYEDN 309
DN51591_c0_g1_i1/1-306 YSNRFRLATYSDN 306
DN545_c0_g1_i1/1-306 YSNRFRLATYSDN 306

DN101856_c0_g1_i1/1-341 —
DN28139_c0_g1_i1/1-305 —
DN5205_c0_g1_i1/1-305 -
DN125979_c0_g1_i1/1-308 —
DN101786_c0_g1_i1/1-358 ALF 358
DN82077_c0_g1_i1/1-358 ALF 358
DN625_c0_g1_i1/1-305 i
DN101041_c0_g1_i1/1-305 -
il 27372520|LOXLA/ 1-304 S
gi| 74814732|LOXLA/ 1-304 s
DN100733_c0_g2._i1/1-304 .
DN51055_c0_g1_i1/1-311 s
il 27372518|[LOXLA/1-311 -
DN100812_c0_g1_i1/1-311 -
il 27372516/LOXLA/ 1-311 S
gi[41018058/LOXLA/1-311 -——
DN337_c1_g1_i1/1-317 s
DN51608_c0_g1_i1/1-324 s
DN100773_c0_g1_i1/1-305 -
DN405_c0_g1_i1/1-309 i
DN25784_c0_g1_i1/1-309 TS
DN51591_c0_g1_i1/1-306 e

Figura 13 Alinhamento entre as sequéncias protéicas dos contigs do transcriptoma de Loxosceles laeta peruana
e sequencias do NCBI de Loxosceles laeta brasileira. Alinhamento com a ferramenta ClustalW com do programa
Jalview, exibindo a similaridade entre as sequéncias dos contigs em tons de azul. Tons de azul mais escuros indicam
um grau de conservagio maior em relagdo aos tons mais claros. E possivel observar residuos de cisteinas conservados,
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que possivelmente formam quatro pontes dissulfeto e o residuo de metionina localizado na alga hidrofébica que ajuda
a estabilizar o atomo de Mg+2. O sitio ativo formado pelo dominio H e W também esta presente nas sequéncias
marcado em vermelho

5.5.4 Visdo geral da Filogenia da Aranha-marrom peruana

A principio, foi realizado o alinhamento multiplo que inferiu a similaridade com as
enzimas de fosfolipases D encontradas na pegonha de L./aeta peruana contra outras proteinas
do GenBank com melhores hits entre o alinhamento do Blastx. Com isso foi possivel construir
uma arvore filogenética utilizando o método de neighbor-joint disponibilizado pela plataforma
interativa do programa Mega 7. Para dar suporte a arvore, foram utilizadas as 19 proteinas do
transcriptoma, as proteinas obtidas com melhores hits como ja mencionado e uma proteina
externa de fosfolipase D do metabolismo humano. O teste estatistico de Bootstrap foi utilizado
como ferramenta do Mega 7 para mensurar a confiabilidade dos ramos da arvore, foi utilizado
o valor de 10 000 replicatas. O valor de confiabilidade considerado para esta analise foi 70.

A arvore filogenética vista na figura 14, estabelece uma relagdo entre os peptideos
alinhados e a similaridade dentre cada uma delas, ou seja, clusters de peptideos que sejam mais
semelhantes uns aos outros. Isso permite saber quais sdo as mais proximas entre si, mesmo
entre proteinas homdlogas, como € o caso e inferir uma possivel classificagdo quanto a fungdo
ou nomenclatura. Conseguimos ver que todas as proteinas apresentam bastante proximidade.
A arvore de similaridade obtida neste item (figura 14) apresentou suporte estatistico com média
de bootstrap acima de 70% em geral. Isso significa que das varias combinagdes possiveis para
o agrupamento das seqiiéncias analisadas, a combinag@o observada em cada nddulo da arvore
apresentada foi obtida em mais de 70% das réplicas aleatorias realizadas pelo software MEGA
7. Essa analise auxilia na determinagdo das possiveis fungdes especificas dessas fosfolipases.
Consideramos a similaridade entre as sequéncias do transcriptoma de L./aeta peruana com o de
outras aranhas como um indicador de supostos meios de acdo para os peptideos descritos. A
arvore filogenética formada pelas fosfolipases-D presentes na pegonha de L./aeta apresentou
coesdo entre as proteinas do transcriptoma. As proteinas similares com espécies do género

Sicarius, como esperado, apresentaram-se em um grupo peculiar.
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Figura 14 Cladograma do alinhamento multiplo efetuado de similaridade com as enzimas de fosfolipases —
D encontradas na peconha de L.laeta contra outras proteinas do NCBI com melhores hits entre o
alinhamento do Blastx. Os niumeros colocados nos nddulos da arvore representam valores de bootstrap.

As proteinas obtidas do banco de dados ndo redundante do NCBI com alta similaridade
com as proteinas do transcriptoma de L./aeta peruana, estdo listadas com suas IDs seguidas de
siglas referentes aos nomes das espécies. As proteinas sequenciadas foram separadas em 8
grupos de acordo com as proteinas mais parecidas e assim denominadas suas principais
atividades funcionais no metabolismo humano. E possivel verificar a presenca de diversas
isoformas de fosfolipases D com atividades especificas ou a serem estudadas.

Neste trabalho, além das toxinas ja conhecidas, observamos a abundancia da isoforma

1 de fosfolipase D na pegonha de L. laeta originada do Peru, oque pode ser importante para
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uma analise mais apurada da filogenia das espécies, possibilitando avaliar a discrepancia da
expressdo gé€nica. Este ¢ um importante passo na compreensdo da composi¢ao da pegonha e
respectivos efeitos potenciais em humanos. As pegonhas das diferentes espécies de Loxosceles
possuem caracteristicas bioquimicas e farmacologicas parecidas, sendo a principal delas a

atividade esfingomielinasica ou dermonecrdtica.

6 CONCLUSOES

A anélise bioinformatica dos transcritos da glandula de peconha da aranha L. laeta

peruana identificou através da montagem de novo 143.237 transcritos.

. A anotacdo dos contigs identificados permitiu a identificacdo de 19 isoformas completas,

no transcriptoma de L./aeta peruana, com elevada similaridade a PLDs.

. O estudo das proteinas completas identificadas permitiu a identificagdo de isoformas
que apresentaram mutagdes em seus sitios ativos. Essas sequéncias tornam-se um alvo de
estudos para seu uso na imunizagdo para a producgdo de soro, visto que podem funcionar

como epitopos eficientes para a geracao de anticorpos neutralizantes.

*  Através de um estudo detalhado percebemos a correlagio entre as proteinas da pegonha de
L. laeta peruana com as outras espécies de Loxosceles inclusive de L.laeta brasileira e de

outras regides, além de aranhas do género Sicarius.

7 PERSPECTIVAS

Pretendemos, em breve fazer a caracterizagao bioquimica e farmacolédgica de isoformas
de PLDs de interesse, com objetivo de favorecer uma melhor compreensdo dos mecanismos de
acdo do veneno e de cada uma de suas atividades enzimaticas. Dessa forma, as seqiiéncias
estudadas também poderao ser depositadas em bancos de dados, para que se tornem disponiveis
a comunidade cientifica. A montagem do transcriptoma de glandulas de pegonha de L./aeta

obtida contém muitos dados que futuramente podem ser revelados através de novas andlises
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voltadas para as demais classes de proteinas. A presenca de componentes como neurotoxinas,
fosfolipases, metaloproteases, proteinas ktx, alérgenos, hialuronidases, serino-proteases, entre
outras moléculas, anteriormente ja descritas como abundantes em espécies do género, pode ser
confirmada nos proximos estudos. Com a identificagao de isoformas de interesse, pode-se obter

novos alvos para o desenvolvimento de estudos envolvendo a producgao de soros e de profilaxia.
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9 ANEXOS

9.1 Anexo 1 — Fasta com as sequéncias do cDNA de L. Laeta correspondentes

aos contigs obtidos através da montagem de novo de RNA-Seq.

>DN405_c0_g1 i1
TTTTTTTTTTCACACTAGAGATCAATGCTTTAATAGTCAAAATAATTACAGTTTTGCGGC
ATATAATAGAACTTCTGTAAAGGTCAAGAAAACGAATATACTTGTTTGTGAGTTTAAAAG
TTCAATACTGAAGTGTTCTTCTCATAAAAAGCCTTATGTTAAATTAAGGTTATTATCTTT
GTTCAAGTTTTCACAGTTATAGTTTTTCAATACGAAATATGATTCTGATTTCTTGAACAG
CATCTAAAGACGTTGTCTATTGGACTCCTCCACCAAGTATATCGTCATAAGAAGTGCTTG
TGTAATTGTTTATTTGTATTTAAAAGTTTCCCACGGGTTGTCTTCATATGTAGCCATTCT
GAACTTGCTGCTGTAAGCGCTTTCATTTAAGACATCAACAATAACGTCTGGCTCGTTAGT
CATGATACCGTCTACCCCAGCGTCAAAGGCGTCTCTGACTGAAACGTATTTTTCTATCGT
CCAGACGTACACTTTGTTGATGTAACCGTTTGAAGAGTCTCGATTTGCCACGGCATCTCT
GACTCGACCAAGACCTCGACCAATACAGTTGGTGATACCATCGCTTTGCCACACGTGCTC
TCTATCCTTTACTCCGCCTTTATTTAAAGCATTACGAGTCGCGCTCAGGTCGTCATTTCC
GGAAAAGTCGTAGCCTACTTTGTCAAGAAGGTCTGCATGGTCAGAATTCTTAAAAGCCTC
TCTGAATCCTGATATGAATGCATAATGATCAATATCTGGGATAGATAATACTATGTATGC
TCTTCCACCGTTATTACCTGCATTCCAATAGTGGATAAACAGCTTCTGTGCGAACATATT
TCCCGCTTTGTAAGCCGTTGAGGAAGAAAGATCGCCTGTTTTCAAATCGAACACAACTAA
GACCAGTTCTGGGTGATACTTGGAATTACCAGGGGTCGTAGCTCGTTGCAATCCGTGCAA
AAAGTCGTTAACATTTTCCCACTTGGTACACCACCTTTTGCAGTCACAGGGCACCCCGTG
GTAAGTGTACTCTGCTATAGCGTCATCATCAAAGGTAATATCCGTTTCGATTGAATTCGC
GCCAAGGTCCACGAATTCGTCAATTTGATAGATCTCGTTTACCATATGCCCCATGTTCCA
TATTGGCCTGCGGTTGTCTGCTCGTTCGATCACCTCAGTTTCCGCACCCTGCAGCAGGAC
GGCACAGAAACCCAGCAGTAAAGAAATATCTAACAGCATATCGAAAGTGCTCTTCCTTCT
TTCAGATGCAGTTCATTCAGTACTTTATATATCATTTCTCTATATGTCAAACTAGAGGTA
AAAGTTACGCTTCACACATGTGAAAGATGTGGCTGTCATACAATGTAACGGGTGTTTTGC
AGCTTTCCCTTGTGCTCATCTGTCATAATTCTTCTGGAACATGTGTTTGTGGGAAGCTTG
AGTGGTATAAAACAAGGAG

>DN51055_c0_g1_i1
TTTTTTTTTITTTTGTTTCTGCATACATTTTATTAAGCACAAATATCATATTTTGAACAAG
ATTTTTGAATAATACAGAATGCTGCATCTTGATGCATCTGCAAAGAAAAGAGTATATAAG
AATTCTGCATCACACAAGCTTCCAGACGTTTTGTTTTATATATAAACATTTTCAGCCATG
TGAAGTGCAACTACAGTATTTGTTGAAGCTTGTTATTTTTTAAAAGTCTCCCATGGATTG
TCGTCGTAAGTTGCCAACGTGTAGTTATCCTTGTATCCATCTTCGTTGAGGACGTCGATA
ATAACGTACGGAAAATTGGTCATTATTCCATCAACGCCAACATCTAGTGCTGTTCTCGTT
GTTGAATATTTGTCTACAGACCAGTAGTAAACTTTGCTAATGAATCCATTTTCCGAGTCC
CTTCTTTTTACAATTTCTTTCAGTCTAGCCATGTCACCAAGTGGCGCCCAATTGGTAAGG
CCATCACTTAGCCAGACGTGACCATCCACTCCAGCTTTTTTAAAGGCTTCGTGAACTGAA
TCCAGTGAGGGTAGGCTTGGCAAGTATGGGCCAGATAAGTCGTATCCTACTTTGTCCAAC
AAATTCTCATGACCTTCTGCCTTAAGTACTTCTTTAAATGTTCGTATAAATTCGTAATGC
GCGATATCAGGCAATGACAATACTACGTATGCTCTTCCGCCATCGTTACCATTGTTCCAG
TAATTCTGTAGAAGTTCCTTTGCTACATTTTCTCCGGCCGGACGTACTTGATCGTTGCTC
AGGCTACCGGTCTTTAAGTCCAAAACAAACAGTATGAACCCATCACGATACTTGGCATTT
CCTGGCGTTGTGTATTCTCTCAGTGTTTTCAGAAATACATTGAAATACTCCCATCTGATG
CAGTCCCTACCGAAGTCGCAAGGCGTTCCATGGTAACTGTAGGTGGGCACCGCTCCCTTA
AAAGTAATGTCCGCTTCTATTGCGTTTGCACCATCATTTAAAAAGGTTGGTATCTGTTTT
ACAGCGTTTACCATGTGGCCCAGGTTCCAAATTGGACGACGGTTATCAGCTCGTTCACCA
ACATCCGTTACGGCTCCCTGTAGGATTACGGTCCAGCATCCTAAGATTAACGCTAAGTGA
ACGTACATAATGAAATGCGAGTTCAGAGCTAGCACGACAATTGATGCACGGACTCAGTGA
CTTATATAGGCCTTTTATCGATTAATATGAG

>DN337_c1_g1 i1

ATACATCGGTGACTGGAGTTAGACGTGTGCTCTTCCGATCTTTTTAAAAGTCTCCCATGG
ATTGTCGTCGTAAGTTGCCAACCTGTATTTGTCCTTGTATCCATCTTCGTTGAGGACGTC
AATAATAACGTACGGATAATTGGTCATTATTCCATCAACGCCAACATCGAGTGCTGCCTT
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CGTTGTTGATACTTTGTCTACAGACCAGTAGTAAATTTTATTGATAAATCCATTTGCCGA
ATCCCTGCTTTTAATAGCTTCTTTTAGTCGATCAATGTTTAAAAGTGGCGCAAAATTGGT
GAGGCCATCACTTTGCCAGACGTGACCCTCCACTCCGGCTTTTTTAAAGGCTTCGTGAGT
TTGATCCAGTGTGGGCAGGCTTGGCACGTATGGGCCAGAGAAGTCGTATCCTACTTTCTC
CAACAAGTTCTCATGACCTTCTCTCTTAAGTACTTCTTTAAATGCTCTTATGAATTCGTA
ATGCGCGATATCAGGTAATGACAACACTACGTACGCTCTTCCACCATTATTACCATTGTT
CCAGTAATGCTCTAGAAGTTGCTTTGCTACATTTTCTCCGGCTTTTCTTACTTCATCGTT
GTTCAAGCTTCCCGTCTTCAAGTCCAAAACAAACAGTATAAACTGCTCACGATAGTTGGC
ATTTCCTGGTGTTGTGTAATCTCTCAGTGTTTGAAGAAATACGTTGAAATACTCCCATCT
GATGCAGTCCCTACCGAAGTCGCAAGGCGTTCCGTGGTAAGTGTAGGTAGGCACCGATCC
CTTAAAAGTAACATCCGCTTCTAATGCGTTTGCACCAAGATCCAAAAAGGTTGGTATCTG
TTTTACAGCGTTCACCATATGAGCCAGGTTCCAAATTGGACGACGGTTATCAGCTCGTTC
ACCAACATCCGTTACGGCTCCCTGTAGGATTACGGTCCAGCATCCTAAGATTAACGCTAA
GTGAACGTACATAATGAAATGCGAGAGATCGGAAGAGCGTCGTGTA

>DN100812_c0_g1_i1
CTCATATTAATCGATAAAAGGCCTATATAAGTCACTGAGTCCGTGCCTCAATTGTCGTGC
TAGCTCTGAACTCGCATTTCATTATGTACGTTCACTTAGCGTTAATCTTAGGATGCTGGA
CCGTAGTCCTACAGGGAGCCGAAACGGATGTTGGTGAACGAGCTGATAACCGTCGTCCAA
TTTGGAACCTGGGCCACATGGTAAACGCTGTAAAACAGATACCAACCTTTTTAAATGATG
GTGCAAACGCAATAGAAGCGGACATTACTTTTAAGGGAGCGGTGCCCACCTACAGTTACC
ATGGAACGCCTTGCGACTTCGGTAGGGACTGCATCAGATGGGAGTATTTCGACGTATTTC
TGCAAACACTGAGAGATTACACAACGCCAGGAAATTCCAAGTATCATGAGAAGTTTATAC
TGTTTGTTTTGGACTTGAAGACGGGTAGCTTGAACAACAATGAAGTGAGAAAAGCCGGGG
AAAATGTAGCAAAGGGACTTCTACAGAATTACTGGAACAATGGTAACAATGGCGGAAGAG
CATACGTAGTATTGTCATTGCCTGATATCGCGCATTACGAATTTATACGAACATTTAAAG
AAGTACTTAAGGCAGAAGGTCATGAGAATTTGTTGGACAAAGTAGGATACGACTTATCTG
GCCCATACTTGCCAAGCCTACCCTCACTGGATTCAGTTCACGAAGCCTTTAAAAAAGCTG
GAGTGGATGGTCACGTCTGGCTAAGTGATGGCCTTACCAATTGGGCGCCACTTGGTGACA
TGGCTAGACTGAAAGAAATTGTAAAAAGAAGGGACTCGGAAAATGGATTCATTAGCAAAG
TTTACTACTGGTCTGTAGACAAATATTCAACAACGAGAACAGCACTAGATGTTGGCGTTG
ATGGAATAATGACCAATTTTCCGTACGTTATTATCGACGTCCTCAACGAAGATGGATACA
AGGATAACTACAGGTTGGCAACTTACGACGACAATCCATGGGAGACTTTTAAAAAATAAC
AAGCTTCAACAAATACTGTAGTTGCACTTCACATGGCTGAAAATGTTTATATATAAAACA
AAACGTCTGGAAGCTTGTGTGATGCAGAATTCTTATATACTCTTGTTTACAGATTCTACA
CGATGCAGTATTCCCTATTATTAAAAAATCTTGTTCAAAAATATTTGTGCTTAATAAAAT
TTACTCAGAAGC

>DN100773_c0_g1_i1
CGACTCTAGCAGATGCTCAAGCAATACGTGTCCATGTGGAGAAGGTGTATATATTATATG
TTGGAGAAGGTGTATATACAGGTATTCGTAGACAGATTGCTTGCACATTACGGTTGCTCC
CTTCCATCACCATGTTGCCGTATATTGCTTTAGTTTTAGGGTGTTGGGGCGTGCTATCCG
AGAGTGCTCAAACAGATGTTGGTGAACGAGCAGACAAACGTAGGCCTGTATGGATCATGG
GCCACATGGTCAACGATCCCCCACAGATAGATGAGTTCGTGAACCTTGGGGTGAATTCCA
TCGAAACGGACGTGTCTTTCGATGACAACGCCAATCCTGAATACACATATCACGGTATTC
CATGCGATTGCGGAAGAAGTTGCGGGCATTATGAGTATTTCGACGTTTTCCTAAAAAATC
TGCGAATCCGCACAACACCTGGTCATTCAAAGTACCATGAAAAACTTGTCTTGGTTGTGT
TTGATTTGAAAACTGGTAGCCTCTACGATAATCAAGCAAACGATGCCGGAAAGAAAATAG
CAAAAAGTCTGTTACAGAACTACTGGAACAATGGCAATAATGGTGGAAGAGCATACATTG
TGTTATCCATACCCCATCTAAAACATTATCAACTGATAACAGGATTTCAAGAAACACTTA
AAACTGAGGGACATGAAGAGCTGTTGGATAAAGTTGGATATGACTTCTCTGGAAACGACG
AAATCAGTGACGTTGAGAATGCTTACAAAAAAGCCGGTGTAACGGGTCATGTGTGGCAGA
GCGACGGTATCACTAACTGTTTAACGCGTGGTCTTACTCGAATAAAGGCAGCTGTGGCAA
ACAGAGACTCAAACGGAGTCATTAACAAGGTGTACTACTGGACTGTGGACAAGCGTCAAT
CGACCAGAGATGCACTTGATGCTGGAGTTGACGGCATAATGACCAATTATCCTGATATTA
CTAATGAAATCATCAATGAAGCCGCTTACAAGAAGAAATTCAGAGTTGCCACATACGAAG
ACAACCCTTGGGAGACATTCAAGAGCTAGATTATCTAGGTTGATTCTGTCGAACACATTA
CAATCCGGATTTTTGGTTTCCATAGAACTTTGTTGAATGACCAATTTGCTGTACAGAATT
GAAAAATTATACTGTGTCAAAACGGTTGTTTAAATTTTTATATTTCGGTTCGAAAAATTA
AATGTTATAATTTTTCATTTATGAAAAAGTAAATTTTTCAGTAATAAAATTTCAGCTATG
CAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

>DN51591_c0_g1_i1
AAAAACCCAAAGAGTTCATACTTTGATTTGGATAGTCACACGAACTTCTTCACTGCAACA
TGATATTCAATATTGTTTTGACTATAGGATTTTTAGCCGTTTTATTAGAGGGAGCCGAAA
CTGATGTCAGCGAACGCGCAGACAATCGCCGGCCAATATGGAATATGGGTCACATGGTGA
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ATGCTATTTACCAAATCGACGAGTTCGTGGATCTCGGAGCAAATTCCCTAGAAATAGACA
TAACTTTTGATAAGAAGGCCAAAGCGGATTACACTTACCACAAGATACCATGTGACTGTT
TCAGAACATGTAGAAAGTGGGAATACGTCAATGACTACTTGAAAGCAGTGCGACGAGCTA
CAACGCCTGGTTATTCAAAATATCGTTCTCGACTAGTGCTACTTGTGTTTGACTTGAAAA
CAACCAAGCTTACCACGAATACGGCATACAAAGCTGGCGAAGACTTTGCAAGGAGGCTTC
TGGAGCACTACTGGAACAACGGCAATGACGGCGGAAGGGCTTATATAGTGTTATCAATCC
CTGATGTTAATCATTATACGTTTATCAACGGATTTGGAGAAGCCCTAAGAAGCAGTGGTC
ATCCGGAGTTAATGCAGAAAGTTGGTTACGATTTCTCTGGAAATGACGACCTAAGCACAA
TACGCAACGCATTGCGCAAAGCCGGTGTAAATGACAAGGAACACATCTGGCAAAGCGATG
GCATCACCAATTGCTTAGCACGTGGTCTTAGTCGAGTAAGAGAGGCTGTGAATAACAGAG
ACTCCTCAAATGGATACATCAGTAAAGTCTACTACTGGACGGTTGACAAATACAAGTCTA
TAAGAGATGCACTTGATGCTGGTGTTGATGGTGTAATGACTAACTATCCGAACCGTGTTA
TCGATGTCCTGAACGAAAACGGTTACAGCAACAGATTCAGATTGGCTACCTACAGCGACA
ACCCTTTCGAAACCTTCTAGAATTGATGTGTTTTTCCGCCTACTGTAACTCTCAATATCC
ATATGTATGAACGGTAGTAAAAAAGTTTCAGAAACATAAGGCAATGGACATTATGAATGA
AAATTTCCCCAAAGCAACAATGATGCTCGTTGGATATTATAGCAGCGTTCTCAAGGAACT
CAGTGTTCTAATTTTGTGAATTTCAATTTATGAGTTTTCGAAAACGCTTTTGAATTCTAC
TGGATCCTTCTGTAATTAAAACTTTATTTTATTTCTTTCTCTTTGGGCAATATTTAGCAT
CATTTGTATGAGAAATAATTTTCTACAAATAGTTTACAATGAGAAAATTTATGTTAGGTG
ACAAGTGTCATAAAACGCAATGTTCGCTTTAGTTATTGTTGAAACATTTTCTATAAAATG
TGAAATAAAAGATCGTAAATATTATTGTCAGTAATAAAATTTCTCAGATATGAAAAAAA

>DN545_c0_g1 i1
TATAATATCCAGTGTGTTATTCCATGTTTCATTTAATCATTTAATGTTAAGATTTCGTTT
GTTTCAACCAGATGCTACATTTCATACTGGTTGATACTTTTTTACCCGAAGAAAGCTACA
GGGTACTGCAGTGGTTTACTGCAGTGGTATACTTCTCTCGATTTGCAATCGGTAGAATTT
CCTTCATATTCTTGAAGATCGCTCTTTGCCACAATCTATGTAAATTTCTATAAAACATTT
TAGTTAATTTTTCGATTATGACCTTTTGGTGTCGCCAGCTGATGTTGCTTCCATTGATTG
ATTGATTGTGGTGTTTTCACTATCTCTTCGTAATAGATACAAATATACGTGAAAGTCGAA
AACTATGAATCATATCTGAGAAATTTTATTACTGACAATAATATTTACGATCTTTTATTT
CACATTTTATAGAAAATGTTTCAACAATAACTAAAGCGAACATTGCGTTTTATGACACTT
GTCACCTAACATAAATTTTCTCATTGTAAACTATTTGTAGAAAATTATTTCTCATACAAA
TGATGCTAAATATTGCCCAAAGAGAAAGAAATAAAATAAAGTTTTAATTACAGAAGGATC
CAGTAGAATTCAAAAGCGTTTTCGAAAACTCATAAATTGAAATTCACAAAATTAGAACAC
TGAGTTCCTTGAGAACGCTGCTATAATATCCAACGAGCATCATTGTTGCTTTGGGGAAAT
TTTCATTCATAATGTCCATTGCCTTATGTTTCTGAAACTTTTTTACTACCGTTCATACAT
ATGGATATTGAGAGTTACAGTAGGCGGAAAAACACATCAATTCTAGAAGGTTTCGAAAGG
GTTGTCGCTGTAGGTAGCCAATCTGAATCTGTTGCTGTAACCGTTTTCGTTCAGGACATC
GATAACACGGTTCGGATAGTTAGTCATTACACCATCAACACCAGCATCAAGTGCATCTCT
TATAGACTTGTATTTGTCAACCGTCCAGTAGTAGACTTTACTGATGTATCCATTTGAGGA
GTCTCTGTTATTCACAGCCTCTCTTACTCGACTAAGACCACGTGCTAAGCAATTGGTGAT
GCCATCGCTTTGCCAGATGTGTTCCTTGTCATTTACACCGGCTTTGCGCAATGCGTTGCG
TATTGTGCTTAGGTCGTCATTTCCAGAGAAATCGTAACCTACTTTCTGCATTAACTCCAG
ATGACCACTGCTTCTTAGGGCTTCTCCAAATCCATTGATAAACGTATAATGATTAACATC
AGGGATTGACAACACTATATAAGCCCTTCCTCCGTCATTGCCGTTGTTCCAGTAGTGCTC
CAGAAGCCTCCTTGCAAAGTCTTCGCCAGCTTTGTATGCCGTATTCGTGGTAAGCTTGGT
TGTTTTCAAGTCAAACACAAGTAGCACTAGTCGAGAACGATATTTTGAATAACCAGGCGT
TGTAGCTCGTCGCACTGCTTTCAAGTAGTCATTGACGTATTCCCACTTTCTACATGTTCT
GAAACAGTCACATGGTATCTTGTGGTAAGTGTAATCCGCTTTGGCCTTCTTATCAAAAGT
TATGTCTATTTCTAGGGAATTTGCTCCGAGATCCACGAACTCGTCGATTTGGTAAATAGC
ATTCACCATGTGACCCATATTCCATATTGGCCGGCGATTGTCTGCGCGTTCGCTGACATC
AGTTTCGGCTCCCTCTAATAAAACGGCTAAAAATCCTATAGTCAAAACAATATTGAATAT
CATGTTGCAGTGAAGAAGTTCGTGTGACTATCCAAATCAAAGTATGAACTCTTTGGGTTT
T

>DN25784_c0_g1_i1
ATGAGCACAAGGGAAAGCTGCAAAACACCCGTTACATTGTATGACAGCCACATCTTTCAC
ATGTGTGAAGCGTAACTTTTACCTCTAGTTTGACATCTAGAGAAATGATATATAAAGTAC
TGAATGAACTGCATCTGAAAGAAGGAAGAGCACTTTCGATATGCTGTTAGATATTTCTTT
ACTGCTGGGTTTCTGTGCCGTCCTGCTGCAGGGTGCGGAAACTGAGGTGATCGAACGAGC
AGACAACCGCAGGCCAATATGGAACATGGGGCATATGGTAAACGAGATCTATCAAATTGA
CGAATTCGTGGACCTTGGCGCGAATTCAATCGAAACGGATATTACCTTTGATGATGACGC
TATAGCAGAGTACACTTACCACGGGGTGCCCTGTGACTGCAAAAGGTGGTGTACCAAGTG
GGAAAATGTTAACGACTTTTTGCACGGATTGCAACGAGCTACGACCCCTGGTAATTCCAA
GTATCACCCAGAACTGGTCTTAGTTGTGTTCGATTTGAAAACAGGCGATCTTTCTTCCTC
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AACGGCTTACAAAGCGGGAAATATGTTCGCACAGAAGCTGTTTATCCACTATTGGAATGC
AGGTAATAACGGTGGAAGAGCATACATAGTATTATCTATCCCAGATATTGATCATTATGC
ATTCATATCAGGATTCAGAGAGGCTTTTAAGAATTCTGACCATGCAGACCTTCTTGACAA
AGTAGGCTACGACTTTTCCGGAAATGACGACCTGAGCGCGACTCGTAATGCTTTAAATAA
AGGCGGAGTAAAGGATAGAGAGCACGTGTGGCAAAGCGATGGTATCACCAACTGTATTGG
TCGAGGTCTTGGTCGAGTCAGAGATGCCGTGGCAAATCGAGACTCTTCAAACGGTTACAT
CAACAAAGTGTACGTCTGGACGATAGAAAAATACGTTTCAGTCAGAGACGCCTTTGACGC
TGGGGTAGACGGTATCATGACTAACGAGCCAGACGTTATTGTTGATGTCTTAAATGAAAG
CGCTTACAGCAGCAAGTTCAGAATGGCTACATATGAAGACAACCCGTGGGAAACTTTTAA
ATACAAATAAACAATTACACAAGCACTTCTTATGACGATATACTTGGTGGAGGAGTCCAA
TAGACAACGTCTTTAGATGCTGTTCAAGAAATCAGAATCATATTTCGTATTGAAAAACTA
TAACTGTGAAAACTTGAACAAAGATAATAACCTTAATTTAACATAAGGCTTTTTATGAGA
AGAACACTTTAGTATTGAACTTTTAAACTCACAAACAAGTATATTCGTTTTCTTGACCTT
TACAGAAGTTCTATTATATGCCGCAAAACTGTAATTATTTTGACTATTAAAGCATTGATC
TCTAGTGTGAAAAAAAAA

>DN100733_c0_g2_ i1
TCAGCTGGTGGGCAGCTGTTGATGTCAATCGTGACTCTGATGTCATTTCAAATGATATAA
TGGGATGAAGAGCTATATAAAGATCAGGTATAATCACAGAAGGACACTTGCCTCCTAGTT
TCCTCTGCTTCACCATGTGGCTCTCCGCTGTCATATCCTTTATAGGATTTGCTGTCTTCC
TCCAGGAAGCAAATGGGTACGTTGAAGAAAGGGCTGACAGTCGGAAGCCAATATGGGATA
TAGCGCACATGGTAAACGATCTTGCGCTGGTGGACGAATATTTAGGCGATGGCGCAAACG
CTCTTGAGGCCGATCTAGCCTTTAAATCTGACGGTACTGCAGAGAAAATGTACCATGGAA
CACCATGTGACTGCTTTAGAAGCTGTTCGCGAACAGAGAAATTCGACAAATACATGGACT
ACATACGTGAAATTACAACACCTGGCAGCAGCAAGTTCAAATCTGGAATGTTATTGCTAA
TAATAGACCTTAAACTGAATGGCATAGAACCAAATGTCGCGTATGCAGCCGGAAAAAGCA
CTGCAGAGACACTTTTGAAGAATTACTGGCAGAACGGTGAAAGTAAAGCCAGGGCATATA
TTGTGCTTTCTCTTGAGACCATAACCAGACCAGATTTCATAAGCGGTTTCAAAGACGCGA
TTGATGCGAGTGGACACACGGAACTATATGAAAAAATAGGCTGGGATTTCTCCGGCAACG
AGGACTTGGGCGACATCCGCAGAGCCTACCAGAAATATGGGATCGATGATCACATTTGGC
AAGGCGACGGAATCACTAACTGTCTGCCACGAGGTGACTATCGTCTGACAGAAGCCATGA
AAAAGAAAAATGATCCCGACTACAAGTACACCAAGAAAGTGTACACCTGGAGCATTGATA
AAGAATCTTCCATTAGAAATGCACTAAGACTTGGAGTGGATGCTGTCATGACTAACTATC
CAGCACGTGTGAAGAGCGTTTTGCAGGAAAGTGAATTCTCTGGCAGTCATAGAATGGCAA
CGTATGATGATAATCCATGGGTGAAATAAAAACTGCTTCCGGATCGACTGGCTAAATGGA
AGTGTTGAAACCGATTGTTGAAATCAAATTTCTTCGTGTAACCTGGAATAATTGAGACCT
CACTTTTCCGCTTTGTTCTTTAATCTGTTTATGTTTTTTTTACATCAGCATTTCAATAAG
TGTTGATAGTCAATAATAAAGATTTTTTTTTTTT

>DN100733_c0_g1_i1
TTTTTTTTTTTTCAAAAACAAAAATCTTTATTATCTACTATCAACGCTCATTGAAGTGCT
GATGTAAAAAAAAAACATAAACAGATTAAAGAACAAAGCGGAAAAGTGAGGTCTCAATTA
TTCCAGGTTACACGAAGAAATTTGATTTCAACAATCGGTTTCAACACTTCCATTTAGCCA
GTCGATCCGGAAGCAGTTTTTATTTCACCCATGGATTATCATCATACGTTGCCATTCTAT
GACTACCGGAGAATTCACTTTCCTGCAAGACGCTCTTCACACGTGCTGGATAGTTAGTCA
TGACAGCATCCACTCCAAGTCTTAGTGCATTTCTAATGGAAGATTCTTTATCAATGCTCC
AGGTGTACACTTTCTTGGTGTACTTGTAGTCGGGATCATTTTTCTTTTTCATGGCTTCTG
TCAGACGATAGTCACCTCGTGGCAGACAGTTAGTGATTCCGTCGCCTTGCCAAATGTGAT
CATCGATCCCATATTTCTGGTAGGCTCTGCGGATGTCGCCCAAGTCCTCGTTGCCGGAGA
AATCCCAGCCTATTTTTTCATATAGTTCCGTGTGTCCACTCGCATCAATCGCGTCTTTGA
AACCGCTTATGAAATCTGGTCTGGTTATGGTCTCAAGAGAAAGCACAATATATGCCCTGG
CTTTACTTTCACCGTTCTGCCAGTAATTCTTCAAAAGTGTCTCTGCAGTGCTTTTTCCGG
CTGCATACGCGACATTTGGTTCTATGCCATTCAGTTTAAGGTCTATTATTAGCAATAACA
TTCCAGATTTGAACTTGCTGCTGCCAGGTGTTGTAATTTCACGTATGTAGTCCATGTATT
TGTCGAATTTCTCTGTTCGCGAACAGCTTCTAAAGCAGTCACATGGTGTTCCATGGTACA
TTTTCTCTGCAGTACCGTCAGATTTAAAGGCTAGATCGGCCTCAAGAGCGTTTGCGCCAT
CGCCTAAATATTCGTCCACCAGCGCAAGATCGTTTACCATGTGCGCTATATCCCATATTG
GCTTCCGACTGTCAGCCCTTTCTTCAACGTACCCATTTGCTTCCTGGAGGAAGACAGCAA
ATCCTATAAAGGATATGACAGCGGAGAGCCACATGGTGAAGCAGAGGAAACTAGGAGGCA
AGTGTCCTTCTGTGATT

>DN101786_c0_g1_i1
GTTCAGTTCATCTAAGATGCTGCTCAGTCTCATTCTCGTCTGTCTGATAAGGCCATCTAT
ACTTTTAGATGCAGCTAATGGAGAAGGTTTCATGGAGCGTGCTGTTGATGGACGACGACC
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AATATGGAACATCGCACACATGACCAACGATATCGAAATTGTGAGAACATATTTGAACGA
TGGTGCTAATGCTCTCGAGTTTGACATAGAATTCAACAAAAACGGAAAACCTGTGAGGAC
GTTTCATGGTTCTCCCTGTGACTGTTGTAGAAAATGTGACAGGACTACAACATTTTCTAC
ATTCATTGAGCAAATGAGGAAATTCACTACGCCTGGTGATCCGGAATTTAAAAAGCAACT
GGTGTTACTCATGCTGGATTTGAAAGTGACGGATTTTGATAAAAGTCTGGCTTACACAGC
TGGACAGAACGTAGCTGAGGTGCTTCTGGATAACTTCTGGCAAAGAGGTAAAAGTAAGCC
ACAAGCCTACCTTCTGCTATCAATTCCATCTCTCGACTACGCTAAACTTATTAAAGGTTT
TAATGATAAGCTGAAAGATGAAGGATTTGAGGTTTATCAGGAAAAAGTGGGTGTTGACTT
CTCTAATAACGATGACTTAGACGATGTTCGTAAAACCTTGAAGAGTATAGGATTTGAGAG
TCGCATTTGGCAAAGTGATGGTATTACAAACTGCCTTCCCCGTCTCACCGGCCGTCTAAA
GGAGGCTATACAGAAAAGGGATACTCCTGGATACACGTATATCAATAAGGTATATTACTG
GACCTTGGATCGAAAGTCTACTATGAGATCTACGTTAGACTTGGGAGTCGACGGTATGAT
CACTAATTACCCTGATAACTTGAACAGCGTGCTGAATGAAGAAGAATACGTAAGTCGGTT
CAGATTGGCTACTGTAGAAGACAACCCATGGGAAATATTCAATCCTAGTGGATCACGTAT
GATCGAAGAAAGCTATGATAGTCTGCTAGATGAAGAATATCCTGATGACAAATTAAAAAG
AGAGACGCAGGATTTTATACCATTTTTCTTGGGTGAGTTGTTTGCTTCTTGTGCCGGCAA
AGCATTATTTTAATGCAAAAACACAGGCTATTTTCAGTTCATGGATCAATCTTTTTTCTA
TGAAGACATTGCTTCAAGTACTGCGCTATGTACCACAGAATGAGAAACCACTTTCGAATG
AGAAATCATGAGCAGATATACTTAGCAATAAATCGTAAAAAAATATAAGCAAGCAAGGTA
AATAAAATAAAATAAAATATTTCCGTTCAGTCTTTTCGAAATATTAATCTGGCAGTGTCA
TCGTTTGGTGGCGCCATCTGCAACCGAACTTAGGCAGAACTGGTGGTTGTGCTTCCTCCA
CGAAAGCGCTGATAACCGTCAAATGCGAGAAGCCCAACAACAATGGTCCCGAAAACACCA
AACAACGCAGCAACTATCCTAGCTGCCTGTCCATATCGACATGTGGGTATGGCAACGAAC
ATCAGAATGGCAGCAACCAGGTATAAGATACTAAAAATGACATCGTTGATGAAAATCGAA
AGGGAGAAATTGATGATAGTGCAGAGCTTGTCCAACGAAATGGTGTACAAAACCAAAATG
ATTATGGCCAAAATGAGAGTGGTTACGACAACGAAATTAAAGAAGCTGTACTTTGCATGG
TCTGCACAGTACGCGCCTTGGCTTTCGCTGATTATTCCACAAAGACCCACACATGCTTCG
ATAATCCTAAGAATCCCTGGCCTGCTCTTGATGTACTCCGTGCTGAGGGCCAAACCTCCC
GAGCTGCCTTGGGCGGCAGCCATCACTGCTCACTCCTTCAACGCAACAGGTCCTTCGCTA
ACTTCTTCCGCCTTCTCAACTGCCCTGACACAAGCTCTCTGAACGCAACAGCATTTCTCT
TCCTT

>DN82077_c0_g1_i1
GTTTTTTTTTTITTTTTTTCCATGCCAAAATATTTTATTTTATTTTATTTACCTTGCTTGC
TTATATTTTTTTACGATTTATTGCTAAGTATATCTGCTCATGATTTCTCATTCGAAAGTG
GTTTCTCATTCTGTGGTACATAGCGCAGTACTTGAAGCAATGTCTTCATAGAAAAAAGAT
TGATCCATGAACTGAAAATAGCCTGTGTTTTTGCATTAAAATAATGCTTTGCCGGCACAA
GAAGCAAACAACTCACCCAAGAAAAATGGTATAAAATCCTGCGTCTCTCTTTTTAATTTG
TCATCAGGATATTCTTCATCTAGCAGACTATCATAGCTTTCTTCGATCATACGTGATCCA
CTAGGATTGAATATTTCCCATGGGTTGTCTTCTACAGTAGCCAATCTGAACCGACTTACG
TATTCTTCTTCATTCAGCACGCTGTTCAAGTTATCAGGGTAATTAGTGATCATACCGTCG
ACTCCCAAGTCTAACGTAGATCTCATAGTAGACTTTCGATCCAAGGTCCAGTAATATACC
TTATTGATATACGTGTATCCAGGAGTATCCCTTTTCTGTATAGCCTCCTTTAGACGGCCG
GTGAGACGGGGAAGGCAGTTTGTAATACCATCACTTTGCCAAATGCGACTCTCAAATCCT
ATACTCTTCAAGGTTTTACGAACATCGTCTAAGTCATCGTTATTAGAGAAGTCAACACCC
ACTTTTTCCTGATAAACCTCAAATCCTTCATCTTTCAGCTTATCATTAAAACCTTTAATA
AGTTTAGCGTAGTCGAGAGATGGAATTGATAGCAGAAGGTAGGCTTGTGGCTTACTTTTA
CCTCTTTGCCAGAAGTTATCCAGAAGCACCTCAGCTACGTTCTGTCCAGCTGTGTAAGCC
AGACTTTTATCAAAATCCGTCACTTTCAAATCCAGCATGAGTAACACCAGTTGCTTTTTA
AATTCCGGATCACCAGGCGTAGTGAATTTCCTCATTTGCTCAATGAATGTAGAAAATGTT
GTAGTCCTGTCACATTTTCTACAACAGTCACAGGGAGAACCATGAAACGTCCTCACAGGT
TTTCCGTTTTTGTTGAATTCTATGTCAAACTCGAGAGCATTAGCACCATCGTTCAAATAT
GTTCTCACAATTTCGATATCGTTGGTCATGTGTGCGATGTTCCATATTGGTCGTCGTCCA
TCAACAGCACGCTCCATGAAACCTTCTCCATTAGCTGCATCTAAAAGTATAGATGGCCTT
ATCAGACAGACGAGAATGAGACTGAGCAGCATCTTAGATGAACTGAAC

>DN28139_c0_g1_i1
GTCGATATTTAATCAGGGCTAAAAAATGACTAGTTTCTTCGTATCAGATCATGACGTAAG
ACAATGGATCACTTCGCTATGAAAATATATACAAATGCACAAACATTTTATACTATATGA
AATTATTCTACATTTTGCAAAAAAATGCAGCTCCCTTTATCATTGTTCCAATGGTAGGAT
CAGGGCTGATACTTCTGCCACGGGTTGTCTTCAATAGTAGCCAGTCTGAAACGATTAGCA
AAATACTTTTCTCCAAGAATATATGCTACACGTTCCGGATGATTGGTCATTATACCATCT
ACACCTAATCTCATTGATCTTCTCATTGCAAAAAACGTGACCAAAGTCCAGGAATATACT
TTGAAAATGAATTTGTACCCAGGGGTGTCTCTTCTACGTATGGCATCTTTCAGTCGCCTA
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GTACCTCGTGGGAAACAGCTGGTAATTCCATCAGCTTGCCAAATGTTACTGGTGATGTTC
ATTCTCTTCAGCATCCTACGAGTTGCTTCAAGGTCATCATTACCAGTGAAATTTATCCCA
AACTTATCATTATATCTTTCATAACCTTCTCTTCGAATAATTGTATGTTGAAAACCGTTG
ATGAAATCGAAATGACGGATACTTGGGATGTTCAGCAATATGTATGCTCTTGCGGTACCA
TTTCCTTTTTGCCAGTAATGATCAATGAGTTTATTTGCTATATCTTCACCAGCAGCGTAG
GCTTTGCTTGTAGATATTCGTTGAAGCTTTAGATCAAGTGCAAGTAATATCAGTTGATCA
CGAAATTCTTTGCTATCTGGTGTAGTAACCAGCCGGATGTGATCCAAATACTTGACGAAG
TCTTCTTTCCTGGTGCATATTCGGCCGCAGTCGCAGGGCACACCATGGTGTGTTTGTTCC
GCTATTCCATTGTAATTGAACACGATGTCGAATTCAATAGCGTTAGCTCCTCTTTTCAGA
AAAGGGTTGATCTGGTCAATTGCGTTTACCATATGTGCAATGTTCCAAAATGGACGTTTA
GAATCAGCGAATACATATTTTTGCGTCCCCTGCAATACGATGGATAATGCTACTAAGTAT
GCAGTGGCACTAAACATATCGAAGTAAATCTGCAGATTCCCTTGTGTCGATGAAATTCAG
AACATAAATATTATCTGTAACAAAACGGTAAGCAGAAGTTAG

>DN5205_c0_g1_i1
GTTCCTTAGCAGGCTCCGGAGCTCAAATTCTGAAGAATTCCCTGGTCCGAAAGAGATAAT
ATTTATGTTCTGAATTTCATCGACACAAGGGAATCTGCAGATTTACTTCGATATGTTTAG
TGCCACTGCATACTTAGTAGCATTATCCATCGTATTGCAGGGGACGCAAAAATATGTATT
CGCTGATTCTAAACGTCCATTTTGGAACATTGCACATATGGTAAACGCAATTGACCAGAT
CAATCCTTTTCTGAAAAGAGGAGCTAACGCTATTGAATTCGACATCGTGTTCAATTACAA
TGGAATAGCGGAACAAACACACCATGGTGTGCCCTGCGACTGCGGACGAATATGCACCAG
GAAAGAAGACTTCGTCAAGTATTTGGATCACATCCGGCTGGTTACTACACCAGATAGCAA
AGAATTTCGTGATCAACTGATATTACTTGCACTTGATCTAAAGCTTCAACGAATATCTAC
AAGCAAAGCCTACGCTGCTGGTGAAGATATAGCAAATAAACTCATTGATCATTACTGGCA
AAAAGGAAATGGTACCGCAAGAGCATACATATTGCTGAACATCCCAAGTATCCGTCATTT
CGATTTCATCAACGGTTTTCAACATACAATTATTCGAAGAGAAGGTTATGAAAGATATAA
TGATAAGTTTGGGATAAACTTCACTGGTAATGATGACCTGGAAGCAACACGTAGGATGCT
GAAGAGAATGAACATCACCAGTAACATTTGGCAAGCTGATGGAATTACCAGCTGTTTCCC
ACGAGGTACTAGGCGACTGAAAGATGCCATACGTAGAAGAGACACCCCTGGGTACAAATT
CATTTACAAAGTATATTCCTGGACTTTGGTCACGTTTTTTGCAATGAGAAGATCAATGAG
ATTAGGTGTAGATGGTATAATGACCAATCATCCGGAACGTGTAGCATATATTCTTGGAGA
AAAGTATTTTGCTAATCGTTTCAGACTGGCTACTATTGAAGACAACCCGTGGCAGAAGTA
TCAGCCCTGATCATACCATTGGAACAATGAAAAAGGGAGCTGCATTTTTTTTGCAAAATG
TAGAATAATTTCATATAGTATAAAATGTTTGTGCATTTGTATATATTTT

>DN125979_c0_g1_i1
TCCAGCAAACTCTGGTATTTGGTGTGTAATATAGTATATATATAAAGTCATTAACTAAAA
CTTAGCTGATTCCTTCTCCTCTAGTCACCATGTTGTTCTGCACTATACTCTGCATTGCGG
GGTTGTCTGTCGTCATAGAGGCAGCTGAGTCAATTAGTGCAGAACGTGATGATGCCAAGC
GCCCTTTTTATAACATTGCGCACATGGTAAACGGGATAGTTCAAATCAATCAGTTCTTGG
ATAAAGGAGCTAACGCAATAGAATTCGACTTTGAGTTCAACGACGATGGAATAGCTCAAA
TAACCCACCACGGATTCCCATGTGACTGCGGAAGAAAATGCAGTTTCCAAGAAAATGTCA
CCGAATATTTGGATCATATACGGCAGGTCACTACCCCTGGTGATCCCAAATTCCGTGAGC
AGTTAGTGTTACTCGCGTTGGATTTGAAACTACAAAGGATATTTTCGAAGAAAGCACATA
CTGCTGGGGTGGACGTGGCAAAGAAGCTTCTTGATCATTATTGGCAAAGAGGAAAAAGTA
AAGCACGAGCCTATTTGCTGCTGAACATCCCGTTACTAAAAGACTACGAATTTGTCCGAG
GCTTTAAAGAAACCCTTCGAGACGAAGGTTATGAACAGTACAATGATGTAATAGGCATTA
ACTTTACGGGTAACGAAGACTTGGATAAAACACGCGAAATATACCAGAAGCTCAATGTCA
GTAGCCACATCTGGCAATCTGACGGAATTACGAGCTGTTTCCGTAGGAAAACTAAGCGCC
TAAAAGAAGCTTTGAACTTGAGAGATGACCCTAATTACAACTATGTTACGAAGGTTTACC
CGTGGACACTTGTCAAATATACGTCGATGAAAGAACGGCTCAGACTGGACGTTGATGGCA
TACAGACAAACTATCCGGATCGCTTGGATGAAGTCCTAAAAGAAAAGGAATTCGCCAGCA
TGTTTCGTTTGGCAACGTTTGAAGATGACCCGTGGAAAAAGTTCATGCGCGCTTAAATAC
TAGTTGGAGTAACATCACTCACACACATTATTAAAGATGAAAATTTCTGTCTGTGGGAGG
TTCCACATAAATCTCTTCTTCTTCAGGATATTAATATCCTGCCAAAAACTCCATGGATTT
TCCTCTGAGACAAATGCAAATGAGAAAGATTAATAGAGTCATGTTGATTATAAGTAAATA
TAGATTTGTTTTGCCTATGTGGAAAGCTTTAAAGTGATGTAAAATTTCTTAAGAAAATAA
ATAAAATTGCAATTAATTATACTTGTAATAAAAGCTTGTGACTTATTAAATTTTCTATGA
AGTAAATATTATATAAATATATTGTTTCACACACATATACAGACAGACATAATGTACCAT
AATTTATTTTAAATCCAACAGACAACGCATATGAGTTTTAAAATAATTCCTCTGGTGCTA
CAAATAAGTCAAAACACGTTTTTAATGAAGTTACTAATTATTGAAGCAAATTATTTCTTT
GAAAAGTAAGTTATGTAATCTGTGTGTGTAAAATAACACACAATTATTTTAAGGGCCCTG
GTATATTTTGGACGAGCCGTTTCATATCTTTTTTAAAAATTCATCTTTAATCTCATCCGT
GCTAATATAGTACATGGGGAAAAAAAAAGAAAGAAAAAAAAA



>DN625_c0_g1 i1
TTTTTTTTTTTTCAAGCAGAAGACGGCATACGAGATACATCGGTGACTGGAGTTCAGACG
TGTGCTCTTCCGATCTGTTTGACTTTGCTCAAATCGAAATGCAATTATTCATTGCTTTGT
GTTTACTCAGCTCAATTGGGTTACTTGAGGGTGCCAAGCAAGATGGTATCGAACGCACTG
ATAGCGGCCGTCCTATATGGAACATAGCACACATGGTCAATGATAAGGGTCTCATAGATG
AATATTTGGCTGCTGGAGCAAATAGTGTTGAATCTGACGTATCCTTTGATGACAACGGAA
AACCAATGAAATTCCATCATGGCAGGCCTTGTGACTGTGGCAGAAATTGCGATAGGCAGA
TGAGTTTCACTGACTACTTAGATTATATGCGGCAGCTGACCACTCCTGGCACAGATAATA
CAATGTTTCGTGAGAATCTAATACTAATTATGCTGGATTTCAAATTGAAGAAACTTTCGC
CAAATGTAGCGTACACAGCCGGACAGGAGGTTGCAAATCAAATGCTGGATACTTATTGGA
AACGTGGAAAAAGTGAAGCGAGGGCTTATTTTGTGTTGTCAATACCATCCATCAAAAAGG
CTTCGTTTGCAAAAGGGTTTTACGACAAACTTAACAGCGAAGGTTTTGACCAGTATCGGG
AGAAAGTTGGCGTAGACTTCTCAGGTAACGAGGCCTTTGCAGACACACGTGCAACTTTGT
CTTCGCTGAATATAGTGGATCATATTTGGCAAAGTGATGGCATTACTAATTGCCTCCCTA
GGAACATGAAGCGTTTGAAGAAGGCGGTAAAGGAAAGAGATTCCAATGGGTATATGGTTA
AAGTTTACAACTGGAGTGTGGACAAGTACACAACAATGAGGAAAGTCCTACGCGCGGGTG
CTGATGGGATGATAACAAATTTCCCAGGCCGACTTGTTTCAGTTCTCAATGAACGTGAAT
TCTCTGGAAAATTTAGGATGGCTACTTACGATGACAATCCATGGGAAAAGTATTAAGCTT
GAACATAGAGTATACTGCATTTAGAGTGACTTGCAACTAACAACAAGTGGAATTTTATAA
TTTTTTAGAATTCCACTTAACTATGTTCTTGCTATGGAAGTAAATGCTAAATACATGTAT
ACTTTCTGCCGCAAATAAAGTTTTGATATAACATTTTAAAAAAAAAA

>DN101041_c0_g1_i1
TTTTTTTTTITTTACGAAGTTTTATCAGAATTTTATTTGCAACAGAAAGTACCTCCATAA
CAAGAACATAAGTACGTAGAATTCTAAGAAATTATAAAATTCCACGTGTTATTATTTGCA
CAAATCCCTTCTAAATGCAGTATACTCTGTGTTTAAGCTCAATACCTCTCCCATGGATTG
TCAGCGTAAGTAGCCAGTCTAAATTTGCCGGAGAATTCACGTTCATTGAGCACTGACACA
AGTCGGCCGGGGAAATTCGTTATCATCCCATCAGCACCGGCGCGTAGGACTTTCCTCATT
GTTGTGTACTTGTCCACACTCCAGTTGTAAACTTTAACCATATACCCATTGGAATCTCTT
TCCTTTACCGCCTTCTTCAAACGCTTCATGTTCCTAGGGAGGCAATTAGTAATGCCATCA
CTTTGCCAAATATGATCCACTATATTCAGCGAAGACAAAGTTGCACGTGTGTCTGCAAAG
GCCTCGTTACCTGAGAAGTCTACGCCAACTTTCTCCCGATACTGGTCAAAACCTTCGCTG
TTAAGTTTGTCGTAAAACCCTTTTGCAAACGAAGCCTTTTTGATGGATGGTATTGACAAC
ACAAAATAAGCCCTCGCTTCACTTTTTCCACGTTTCCAATAAGTATCCAGCATTTGATTT
GCAACCTCCTGTCCGGCTGTGTACGCTACATTTGGCGAAAGTTTCTTCAATTTGAAATCC
AGCATAATTAGTATTAGATTCTCACGAAACATTGTATTATCTGTGCCAGGAGTGGTCAGC
TGCCGCATATAATCTAAGTAGTCAGTGAAACTCATCTGCCTATCGCAATTTCTGCCACAG
TCACAAGGCCTGCCATGATGGAATTTCATTGGTTTTCCGTTGTCATCAAAGGATACGTCA
GATTCAACACTATTTGCTCCAGCAGCCAAATATTCATCTATGAGACCCTTATCATTGACC
ATGTGTGCTATGTTCCATATAGGACGGCCGCTATCAGTGCGTTCGATACCATCTTGCTTG
GCACCCTCAAGTAACCCAATTGAGCTGAGTAAACACAAAGCAATGAATAATTGCATTTCG
ATTTGAGCAAAGTCAAACGAGAATGATGC

>DN51608_c0_g1_i1
CACCATCTTTCACAAGTGTTAAGAGCAATGTTTATCTTTATTGACATTGATAGAAATGGT
ATATAAACCCCAGGATTACGGACTACCATTGTGACTCAAAGCAAGAAAAGTTCTTTCTAA
CATGGTGTTTCTTGTGGCTTTAATGCTTGGTTCCTGGGCCGTCGTGCTGGAGGGGTCAGG
AACAGAGGCTATCAAAAGCGCGGATGAGCGCCAACCAATATGGAACATAGCAAACATGGT
AACCGATATCAACCAAATTAACGAAACCCTCGACCTTGGTGCTAATTCCATCGAAACGGA
TGTAACTTTTGATGATGGGACTATGGCAGGGTACACTTATGAGGGAGTCCTCTGCGCCTG
CTCAGGGTCGTGCACGAAGAAGATGAATATTGGTGAATTCTTACACGGATTGAGAAGAGT
CACCACCCCTGGTGATCCCATGTATCGCAAAGAGCTTGCTTTAGTTGTGTTCAACTTGAA
AACAAGTGATTTTTCTCCCTCTACTGCTTACGAGAGTGGAATGATGTTCGGTGGGAAACT
CCTACAAATCTACTGGAACGGAGGGAAGACAGAAAGGAAATGTGATCCTATCAAAGGAAT
CGTTGTATCTAGAAATGACGGCGGAAAAGCGTACATAATAATATCAATCCCGGACATTGA
ATATTTTGCATTCATATCAGGATTTAGGAAAACGCTTGAAATTACTGGCAATGAAGAAAT
TCTCGCAAGAGTAGGCTACGAAGTTTCTGGAAATTACTACCTAGGCTTGATTCACGATGC
TTTGAGAAAGGCCGGGGTAAAAGATAGAGAGCATGTGTGGCAAAGTGATGGTATTACCAA
CTGCATTCCACGAGATCTTAATCTCATCGAAGAAGCTGTGAAAAACAGAGATTCTCCAGA
TGGATACATCAACAAAGTGTACCACAGTACGATAGAAGATAAGGCTGCAATCAGTGATGC
TCTTGACGCTGGTGTCGACGGCATAATTTCCCAGAGGCCAGACATGATTTTTGAAGTCCT
ACTGGATGACCGTTTCATAAACCGATTCAGACTAGCCACTTCCGAAGACAACCCGTGGGC
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GAATTTTAGATATTGAACAAGCGGACTAATGGTTATTATGATGATATACTTGATGGAAAC
CTTCGTGGAAATTTCTTCAGAATCCGCTGTTGAAAAAATCATTAGCCTACTCCGTATAGA
AATAACAATATACGTAGATAAACACTGGCTACAATTTGATGACATGCTTTTAATGTTAGA
ATAATTTGGTATAAAGCATTGAAGTTTATAAACTTTTATTTTGTATTTGATCGTAAATAA
AGTTCTATTATTATGTCGCAAAAATGGTTTTGTATTCTGACCATTGAAACGCCGTTTGCA
AATAAGAAGTTTTTCTTTATGGAAATATAATTTGTTTTGTTTTTTAAGTATGTTAAATAG
TAAGCAGTGGCATTATGTTAGTTCAAAAATGTTCAAAATTGTTATCAAAAATTAATATTT
TAAATTCAC

>DN101111_c0_g1_i1
ATATAGTGTATATAGTTAGTTAATATGTTTTAAGCAAATAATTGAGAGACTAAATGGATG
ATATCTGGAACGGATACTTTCATTTTCGGCACAAATAAAAACCCTTAAACGCAATTGCTA
TTTTTAAGATTACGGGAGCAGAAACTTCCTTGAAATAAAAACATAAAAGAGTGCACTCGC
AGAATTCTTTTTCTTCTCACAATTTATTTATAACATGACGACGTTCTGGATACTGATAAA
TTATTTGTATACTAATCATTATTGACACATAAATTTGTATTTAACTCATGTACATCTCGT
CCAAGAACAAGAAGTCGGCAGAAATTAATGTAATCCTAACAAACAAATGATAGACTTCTT
GTAAATCTGCGGGAAAATGTGGAATGCATGTGAAAGAATATAAACCAAAATATCTTCTGC
TGTGCAAATTTGACAACTTCAGGATTGTGAAAGACTTTTTAGAGAACAACTTCCAGTACA
GCTACGCTCCAGATCCTGAACTATCACATTGTAAATACCGGTCTGGCGAAGAAAATCATA
TCACTTCTTCATTGTTTACATCGTCTACATCAAGTTCATTTGATACGTCTTCAGTTTCTT
CAACGTATGTTTTCCAAGGATTGTCATCATACGTTGCCAACTTGAATTTGTCTTTGAATT
CATTTTCTTTGAGGACATCCGCCATATGATTCGGAAAGTTTGTCATCACACCGTCAACGC
TAGCTCTTAAAGCATTTCTTATTGTCGCATGCCTGTCTGCAGTTAGAGTGTAAACTTTAT
TCATATAACCTTGAGAATCTCTTTCTTGCACAGCATCACTTAGTTCGCTATTTTCTCGTA
ATAAGCAATTGGTAATGACCGAACTCTGCCAGACATGCAGTCCAGCCGTACCCAGTCTAT
TTACAATACGGCTGACGGAGAACAAATCATCGTCCTCAGCAAAGTTTATTCCTACTTTCT
CGCCATAGGCTGCGAAGCCTCCGTTCTGTAGGGTGAGGTTAAAAGCTCGGAACAACGCAG
CATTTTTTGTACTTGGTACGGATAGCAGTATATATGCTCTTGCATTACTCTCGGTGTTTT
CTTCTTGCCAGTAATTTTCTAAAAGTTTTTCCGCCAAGTTTTTACCAGCTGTATAAGATA
GACTTGAATTGAAGCCATCAACCTTTAGATCCAATATAATCAGAATCAACTCTTCACGAA
ACGTTAACTCTCCTGGAGTTGTGAAACGCCGTAAATCGTCCAAATAATAACTGAAGTCAC
GCCATCTGACGCAGGTCCTCCTGCAGTCACAAGGAGTTTTCTGGTAAACAGATTCAGCGT
TCCCAGACGAGTCGAAAATAACCTCAAGTTGGATGGCGTTTGCTCCGAGATCTAAGAATT
CGGTGATCCCGATAGGACTGACATCACCTTCTAAAAACATGTCGATTGGATACTCAGCAT
TCACCGTACGTGCAATGTTCCATATTGGACGTCTCCTGTCTCCCACTTCATCACTGTCTG
CTTCTGTACCCTTCAGTATGAGAATCCAACAGCTAACACCAAGAAGGACGTAAAGAAACA
TGCCGAAAATAATTTTCAGCTGCAAACTACAGTATTAGCGTCAGTTCAAGGGTATATATA
TGTATGATCAACCAACAGATTAACGTTTCGTAAGTACCTAAGTCTATCTAGACAGAAATT
GTTCGCCACAGCTGCGAAAGGTGCTTG

>DN101856_c0_g1_i1
AGCACCTTTCGCAGCTGTGGCGAACAATTTCTGTCTAGATAGACTTAGGTACTTACGAAA
CGTTAATCTGTTGGTTGATCATATATATATATATACCCTTGAACTGACGCTAATACTGTA
GTTTGCAGCTGAAAATTATTTTCGGCATGTTTCTTTACGTCCTTCTTGGTGTTAGCTGTT
GGATTCTCATACTGAAGGGTACAGAAGCAGACAGTGATGAAGTGGGAGACAGGAGACGTC
CAATATGGAACATTGCACGTACGGTGAATGCTGAGTATCCAATCGACATGTTTTTAGAAG
GTGATGTCAGTCCTATCGGGATCACCGAATTCTTAGATCTCGGAGCAAACGCCATCCAAC
TTGAGGTTATTTTCGACTCGTCTGGGAACGCTGAATCTGTTTACCAGAAAACTCCTTGTG
ACTGCAGGAGGACCTGCGTCAGATGGCGTGACTTCAGTTATTATTTGGACGATTTACGGC
GTTTCACAACTCCAGGAGAGTTAACGTTTCGTGAAGAGTTGATTCTGATTATATTGGATC
TAAAGGTTGATGGCTTCAATTCAAGTCTATCTTATACAGCTGGTAAAAACTTGGCGGAAA
AACTTTTAGAAAATTACTGGCAAGAAGAAAACACCGAGAGTAATGCAAGAGCATATATAC
TGCTATCCGTACCAAGTACAAAAAATGCTGCGTTGTTCCGAGCTTTTAACCTCACCCTAC
AGAACGGAGGCTTCGCAGCCTATGGCGAGAAAGTAGGAATAAACTTTGCTGAGGACGATG
ATTTGTTCTCCGTCAGCCGTATTGTAAATAGACTGGGTACGGCTGGACTGCATGTCTGGC
AGAGTTCGGTCATTACCAATTGCTTATTACGAGAAAATAGCGAACTAAGTGATGCTGTGC
AAGAAAGAGATTCTCAAGGTTATATGAATAAAGTTTACACTCTAACTGCAGACAGGCATG
CGACAATAAGAAATGCTTTAAGAGCTAGCGTTGACGGTGTGATGACAAACTTTCCGAATC
ATATGGCGGATGTCCTCAAAGAAAATGAATTCAAAGACAAATTCAAGTTGGCAACGTATG
ATGACAATCCTTGGAAAACATACGTTGAAGAAACTGAAGACGTATCAAATGAACTTGATG
TAGACGATGTAAACAATGAAGAAGTGATATGATTTTCTTCGCCAGACCGGTATTTACAAT
GTGATAGTTCAGGATCTGGAGCGTAGCTGTACTGGAAGTTGTTCTCTAAAAAGTCTTTCA
CAATCCTGAAGTTGTCAAATTTGCACAGCAGAAGATATTTTGGTTTATATTCTTTCACAT
GCATTCCACATTTTCCCGCAGATTTACAAGAAGTCTATCATTTGTTTGTTAGGATTACAT
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TAATTTCTGCCGACTTCTTGTTCTTGGACGAGATGTACATGAGTTAAATACAAATTTATG
TGTCAATAATGATTAGTATACAAATAATTTATCAGTATCCAGAACGTCGTCATGTTATAA
ATAAATTGTGAGAAGAAAAAGAAAAAAA

9.2 Anexo 2 - Sequéncias traduzidas dos contigs obtidos através de

sequenciamento RNA-seq, através da ferramenta on line Expasy Translate.

>DN101856_c0_gl il
MFLYVLLGVSCWILILKGTEADSDEVGDRRRPIWNIARTVNAEYPIDMFLEGDVSPIGITEFLDLGANAIQLEVIFDSS
GNAESVYQKTPCDCRRTCVRWRDFSYYLDDLRRFTTPGELTFREELILIILDLKVDGFNSSLSY TAGKNLAEKLLEN
YWQEENTESNARAYILLSVPSTKNAALFRAFNLTLQNGGFAAYGEKVGINFAEDDDLFSVSRIVNRLGTAGLHVWQ
SSVITNCLLRENSELSDAVQERDSQGYMNKVYTLTADRHATIRNALRASVDGVMTNFPNHMADVLKENEFKDKFK
LATYDDNPWKTY VEETEDVSNELDVDDVNNEEVI-

>DN101111_c0_gl il
MFLYVLLGVSCWILILKGTEADSDEVGDRRRPIWNIARTVNAEYPIDMFLEGDVSPIGITEFLDLGANAIQLEVIFDSS
GNAESVYQKTPCDCRRTCVRWRDFSYYLDDLRRFTTPGELTFREELILIILDLKVDGFNSSLSY TAGKNLAEKLLEN
YWQEENTESNARAYILLSVPSTKNAALFRAFNLTLQNGGFAAYGEKVGINFAEDDDLFSVSRIVNRLGTAGLHVWQ
SSVITNCLLRENSELSDAVQERDSQGYMNKVYTLTADRHATIRNALRASVDGVMTNFPNHMADVLKENEFKDKFK
LATYDDNPWKTYVEETEDVSNELDVDDVNNEEVI-

>DN51608_c0_gl il
MVFLVALMLGSWAVVLEGSGTEAIKSADERQPIWNIANMVTDINQINETLDLGANSIETDVTFDDGTMAGYTYEGV
LCACSGSCTKKMNIGEFLHGLRRVTTPGDPMYRKELALVVFNLKTSDFSPSTAYESGMMFGGKLLQIY WNGGKTE
RKCDPIKGIVVSRNDGGKAYIIISIPDIEYFAFISGFRK TLEITGNEEILARVGYEVSGNYYLGLIHDALRKAGVKDREH
VWQSDGITNCIPRDLNLIEEAVKNRDSPDGYINKVYHSTIEDKAAISDALDAGVDGIISQRPDMIFEVLLDDRFINRFR
LATSEDNPWANFRY-

>DN101041 c0_gl il

MQLFIALCLLSSIGLLEGAKQDGIERTDSGRPIWNIAHMVNDK GLIDEYLAAGANSVESDVSFDDNGKPMKFHHGRP
CDCGRNCDRQMSFTDYLDYMRQLTTPGTDNTMFRENLILIMLDFKLKKLSPNVAYTAGQEVANQMLDTYWKRGK
SEARAYFVLSIPSIKKASFAKGFYDKLNSEGFDQYREKVGVDFSGNEAFADTRATLSSLNIVDHIWQSDGITNCLPRN
MKRLKKAVKERDSNGYMVKVYNWSVDKYTTMRKVLRAGADGMITNFPGRLVSVLNEREFSGKFRLATYADNPW
ERY-

>DN625_c0_gl il

MQLFIALCLLSSIGLLEGAKQDGIERTDSGRPIWNIAHMVNDK GLIDEYLAAGANSVESDVSFDDNGKPMKFHHGRP
CDCGRNCDRQMSFTDYLDYMRQLTTPGTDNTMFRENLILIMLDFKLKKLSPNVAYTAGQEVANQMLDTYWKRGK
SEARAYFVLSIPSIKKASFAKGFYDKLNSEGFDQYREKVGVDFSGNEAFADTRATLSSLNIVDHIWQSDGITNCLPRN
MKRLKKAVKERDSNGYMVKVYNWSVDKYTTMRKVLRAGADGMITNFPGRLVSVLNEREFSGKFRMATYDDNP
WEKY-

>DN125979 c0 gl il
MLFCTILCIAGLSVVIEAAESISAERDDAKRPFYNIAHMVNGIVQINQFLDKGANAIEFDFEFNDDGIAQITHHGFPCD
CGRKCSFQENVTEYLDHIRQVTTPGDPKFREQLVLLALDLKLQRIFSKKAHTAGVDVAKKLLDHY WQRGKSKARA
YLLLNIPLLKDYEFVRGFKETLRDEGYEQYNDVIGINFTGNEDLDKTREIY QKLNVSSHIWQSDGITSCFRRKTKRLK
EALNLRDDPNYNYVTKVYPWTLVKYTSMKERLRLDVDGIQTNYPDRLDEVLKEKEFASMFRLATFEDDPWKKFM
RA-

>DN5205 c0 gl il

MFSATAYLVALSIVLQGTQKY VFADSKRPFWNIAHMVNAIDQINPFLKRGANAIEFDIVFNYNGIAEQTHHGVPCDC
GRICTRKEDFVKYLDHIRLVTTPDSKEFRDQLILLALDLKLQRISTSKAYAAGEDIANKLIDHY WQKGNGTARAYILL
NIPSIRHFDFINGFQHTIIRREGYERYNDKFGINFTGNDDLEA TRRMLKRMNITSNIWQADGITSCFPRGTRRLKDAIR
RRDTPGYKFIYKVYSWTLVTFFAMRRSMRLGVDGIMTNHPERVAYILGEKYFANRFRLATIEDNPWQKYQP-
>DN28139 c0 gl il

MFSATAYLVALSIVLQGTQKY VFADSKRPFWNIAHMVNAIDQINPFLKRGANAIEFDIVFNYNGIAEQTHHGVPCDC
GRICTRKEDFVKYLDHIRLVTTPDSKEFRDQLILLALDLKLQRISTSKAYAAGEDIANKLIDHY WQKGNGTARAYILL
NIPSIRHFDFINGFQHTIIRREGYERYNDKFGINFTGNDDLEA TRRMLKRMNITSNIWQADGITSCFPRGTRRLKDAIR
RRDTPGYKFIFKVYSWTLVTFFAMRRSMRLGVDGIMTNHPERVAYILGEKYFANRFRLATIEDNPWQKY QP-
>DN82077 c0_gl il
MLLSLILVCLIRPSILLDAANGEGFMERAVDGRRPIWNIAHMTNDIEIVRTYLNDGANALEFDIEFNKNGKPVRTFHG
SPCDCCRKCDRTTTFSTFIEQMRKFTTPGDPEFKKQLVLLMLDLKVTDFDKSLAYTAGQNVAEVLLDNFWQRGKSK
PQAYLLLSIPSLDYAKLIKGFNDKLKDEGFEVYQEKVGVDFSNNDDLDDVRKTLKSIGFESRIWQSDGITNCLPRLTG
RLKEAIQKRDTPGYTYINKVYYWTLDRKSTMRSTLDLGVDGMITNYPDNLNSVLNEEEYVSRFRLATVEDNPWEIF
NPSGSRMIEESYDSLLDEEYPDDKLKRETQDFIPFFLGELFASCAGKALF-

>DN101786_c0_gl il
MLLSLILVCLIRPSILLDAANGEGFMERAVDGRRPIWNIAHMTNDIEIVRTYLNDGANALEFDIEFNKNGKPVRTFHG
SPCDCCRKCDRTTTFSTFIEQMRKFTTPGDPEFKKQLVLLMLDLKVTDFDKSLAYTAGQNVAEVLLDNFWQRGKSK
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PQAYLLLSIPSLDYAKLIKGFNDKLKDEGFEVYQEKVGVDFSNNDDLDDVRKTLKSIGFESRIWQSDGITNCLPRLTG
RLKEAIQKRDTPGYTYINKVYYWTLDRKSTMRSTLDLGVDGMITNYPDNLNSVLNEEEYVSRFRLATVEDNPWEIF
NPSGSRMIEESYDSLLDEEYPDDKLKRETQDFIPFFLGELFASCAGKALF-

>DN100733 c0 gl il
MWLSAVISFIGFAVFLQEANGYVEERADSRKPIWDIAHMVNDLALVDEYLGDGANALEADLAFKSDGTAEKMYH
GTPCDCFRSCSRTEKFDKYMDYIREITTPGSSKFKSGMLLLIIDLKLNGIEPNVAYAAGKSTAETLLKNYWQNGESK
ARAYIVLSLETITRPDFISGFKDAIDASGHTELYEKIGWDFSGNEDLGDIRRAYQKYGIDDHIWQGDGITNCLPRGDY
RLTEAMKKKNDPDYKYTKKVYTWSIDKESSIRNALRLGVDAVMTNYPARVKSVLQESEFSGSHRMATYDDNPWV
K-

>DN100733 c0 g2 il

MWLSAVISFIGFAVFLQEANGY VEERADSRKPIWDIAHMVNDLALVDEYLGDGANALEADLAFKSDGTAEKMYH
GTPCDCFRSCSRTEKFDKYMDYIREITTPGSSKFKSGMLLLIIDLKLNGIEPNVAYAAGKSTAETLLKNYWQNGESK
ARAYIVLSLETITRPDFISGFKDAIDASGHTELYEKIGWDFSGNEDLGDIRRAYQKYGIDDHIWQGDGITNCLPRGDY
RLTEAMKKKNDPDYKYTKKVYTWSIDKESSIRNALRLGVDAVMTNYPARVKSVLQESEFSGSHRMATYDDNPWV
K-

>DN25784 c0_gl il
MLLDISLLLGFCAVLLQGAETEVIERADNRRPIWNMGHMVNEIYQIDEFVDLGANSIETDITFDDDAIAEYTYHGVP
CDCKRWCTKWENVNDFLHGLQRATTPGNSKYHPELVLVVFDLKTGDLSSSTAYKAGNMFAQKLFIHY WNAGNN
GGRAYIVLSIPDIDHYAFISGFREAFKNSDHADLLDKVGYDFSGNDDLSATRNALNKGGVKDREHVWQSDGITNCI
GRGLGRVRDAVANRDSSNGYINKVYVWTIEKYVSVRDAFDAGVDGIMTNEPDVIVDVLNESAYSSKFRMATYEDN
PWETFKYK-

>DN545 c0 gl il
MIFNIVLTIGFLAVLLEGAETDVSERADNRRPIWNMGHMVNAIYQIDEFVDLGANSLEIDITFDKKAKADYTYHKIPC
DCFRTCRKWEYVNDYLKAVRRATTPGYSKYRSRLVLLVFDLKTTKLTTNTAYKAGEDFARRLLEHYWNNGNDGG
RAYIVLSIPDVNHYTFINGFGEALRSSGHLELMQKVGYDFSGNDDLSTIRNALRKAGVNDKEHIWQSDGITNCLARG
LSRVREAVNNRDSSNGYISKVYYWTVDKYKSIRDALDAGVDGVMTNYPNRVIDVLNENGYSNRFRLATYSDNPFE
TF-

>DN51591 c0_gl il
MIFNIVLTIGFLAVLLEGAETDVSERADNRRPIWNMGHMVNAIYQIDEFVDLGANSLEIDITFDKKAKADYTYHKIPC
DCFRTCRKWEYVNDYLKAVRRATTPGYSKYRSRLVLLVFDLKTTKLTTNTAYKAGEDFARRLLEHYWNNGNDGG
RAYIVLSIPDVNHYTFINGFGEALRSSGHPELMQKVGYDFSGNDDLSTIRNALRKAGVNDKEHIWQSDGITNCLARG
LSRVREAVNNRDSSNGYISKVYYWTVDKYKSIRDALDAGVDGVMTNYPNRVIDVLNENGYSNRFRLATYSDNPFE
TF-

>DN100773 c0 gl il
MLPYIALVLGCWGVLSESAQTDVGERADKRRPVWIMGHMVNDPPQIDEFVNLGVNSIETDVSFDDNANPEYTYHG
IPCDCGRSCGHYEYFDVFLKNLRIRTTPGHSKYHEKLVLVVFDLKTGSLYDNQANDAGKKIAKSLLOQNYWNNGNN
GGRAYIVLSIPHLKHYQLITGFQETLKTEGHEELLDKVGYDFSGNDEISDVENAYKKAGVTGHVWQSDGITNCLTR
GLTRIKAAVANRDSNGVINKVYYWTVDKRQSTRDALDAGVDGIMTNYPDITNEIINEAAYKKKFRVATYEDNPWE
TFKS-

>DN100812 c0 gl il
MYVHLALILGCWTVVLQGAETDVGERADNRRPIWNLGHMVNAVKQIPTFLNDGANAIEADITFKGAVPTYSYHGT
PCDFGRDCIRWEYFDVFLQTLRDYTTPGNSKYHEKFILFVLDLKTGSLNNNEVRKAGENVAKGLLOQNYWNNGNNG
GRAYVVLSLPDIAHYEFIRTFKEVLKAEGHENLLDKVGYDLSGPYLPSLPSLDSVHEAFKKAGVDGHVWLSDGLTN
WAPLGDMARLKEIVKRRDSENGFISKVYYWSVDKYSTTRTALDVGVDGIMTNFPY VIIDVLNEDGYKDNYRLATY
DDNPWETFKK-

>DN337 ¢l gl il
MYVHLALILGCWTVILQGAVTDVGERADNRRPIWNLAHMVNAVKQIPTFLDLGANALEADVTFKGSVPTYTYHGT
PCDFGRDCIRWEYFNVFLQTLRDYTTPGNANYREQFILFVLDLKTGSLNNDEVRKAGENVAKQLLEHYWNNGNNG
GRAYVVLSLPDIAHYEFIRAFKEVLKREGHENLLEKVGYDFSGPYVPSLPTLDQTHEAFKKAGVEGHVWQSDGLTN
FAPLLNIDRLKEAIKSRDSANGFINKIYYWSVDKVSTTKAALDVGVDGIMTNYPY VIIDVLNEDGYKDKYRLATYD
DNPWETFKKIGRAHV->DN51055 ¢0 gl il
MYVHLALILGCWTVILQGAVTDVGERADNRRPIWNLGHMVNAVKQIPTFLNDGANAIEADITFKGAVPTYSYHGT
PCDFGRDCIRWEYFNVFLKTLREYTTPGNAKYRDGFILFVLDLKTGSLSNDQVRPAGENVAKELLQNYWNNGNDG
GRAYVVLSLPDIAHYEFIRTFKEVLKAEGHENLLDKVGYDLSGPYLPSLPSLDSVHEAFKKAGVDGHVWLSDGLTN
WAPLGDMARLKEIVKRRDSENGFISKVYYWSVDKYSTTRTALDVGVDGIMTNFPYVIIDVLNEDGYKDNYTLATY
DDNPWETFKK-

>DN405 _c0 gl il
MLLDISLLLGFCAVLLQGAETEVIERADNRRPIWNMGHMVNEIYQIDEFVDLGANSIETDITFDDDAIAEYTYHGVP
CDCKRWCTKWENVNDFLHGLQRATTPGNSKYHPELVLVVFDLKTGDLSSSTAYKAGNMFAQKLFIHY WNAGNN
GGRAYIVLSIPDIDHY AFISGFREAFKNSDHADLLDKVGYDFSGNDDLSATRNALNKGGVKDREHVWQSDGITNCI
GRGLGRVRDAVANRDSSNGYINKVYVWTIEKYVSVRDAFDAGVDGIMTNEPDVIVDVLNESAYSSKFRMATYEDN
PWETFKYK-
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9.3 Anexo 3 - Alinhamento entre proteinas do transcriptoma de L./aeta peruana
e PLDs, de diversas espécies de aranhas do género Loxosceles e Sicarius, do

banco de dados do NCBI.



gil292495514|LOXLA/1-276
gil292495521|LOXLA/1-276
gil292495520|LOXLA/1-276
DN337_c1_g1_i1/1-317
gilS50540883|LOXLA/1-311
gil550540884|LOXLA/1-273
DN51055_¢0_g1_i1/1-311
DN100812_c0_g1_i1/1-311
gil74814733|LOXLA/1-311
DN51608_c0_g1_i1/1-324
gil292495396|LOXRE/1-305
gi[57792507|LOXRE/1-305
gil41019463|LOXIN/1-315
gi[292495402|LOXIN/1-306
DN100773_c0_g1_i1/1-305
gil550540882|LOXGA/1-280
DN545_c0_g1_i1/1-306
DN51591_c0_g1_i1/1-306
gil209573787|LOXIN/1-307
DN25784_c0_g1_i1/1-309
DN405_c0_g1_i1/1-309
gil292495526|LOXLA/1-276
gi[550540885|LOXIN/1-299
gil292495518|LOXRU/1-275
gi[292495515/LOXAM/1-275
DN101856_c0_g1_i1/1-341
gil1049331759]LOXSI/1-338
DN101041_c0_g1_i1/1-305
DN625_c0_g1_i1/1-305
gil768803645/|LOXAR/1-289
gil122108190/LOXIN/1-305
DN100733_c0_g2_i1/1-304
gil49458048|LOXBO/1-276
gil118573878|LOXIN/1-304
gil121987412|LOXIN/1-304
DN82077_c0_g1_i1/1-358
DN101786_c0_g1_i1/1-358
DN5205_c0_g1_i1/1-305
DN28139_c0_g1_i1/1-305
DN125979_c0_g1_i1/1-308
gil224472243(SICDA/1-274
gil292630585(SICCD/1-274
gi[292630589/SICCD/1-274
gi[292630598/SICAL/1-274
gil292630599]SICDA/1-274

gi[292495514|LOXLA/1-276
9il292495521|LOXLA/1-276
9il292495520|LOXLA/1-276
DN337_c1_g1_i1/1-317
gil550540883|LOXLA/1-311
gi[550540884|LOXLA/1-273
DN51055_c0_g1_i1/1-311
DN100812_c0_g1_i1/1-311
gil74814733|LOXLA/1-311
DN51608_c0_g1_i1/1-324
gil292495396|LOXRE/1-305
gi[57792507|LOXRE/1-305
gil41019463|LOXIN/1-315
gil292495402|LOXIN/1-306
DN100773_c0_g1_i1/1-305
gi[550540882|LOXCA/1-280
DN545_c0_g1_i1/1-306
DN51591_c0_g1_i1/1-306
gil209573787|LOXIN/1-307
DN25784_¢0_g1_i1/1-309
DN405_c0_g1_i1/1-309
gi[292495526|LOXLA/1-276
gi[550540885|LOXIN/1-299
gil292495518|LOXRU/1-275
9il292495515|LOXAM/1-275
DN101856_c0_g1_i1/1-341
gil1049331759/LOXSI/1-338
DN101041_c0_g1_i1/1-305
DN625_c0_g1_i1/1-305
gil768803645|LOXAR/1-289
gil122108190|LOXIN/1-305
DN100733_c0_g2_i1/1-304
gil49458048|LOXBO/1-276
gil118573878|LOXIN/1-304
gil121987412|LOXIN/1-304
DN82077_c0_g1_i1/1-358
DN101786_c0_g1_i1/1-358
DN5205_c0_g1_i1/1-305
DN28139_¢0_g1_i1/1-305
DN125979_c0_g1_i1/1-308
gil224472243(SICDA/1-274
gi[292630585(SICCD/1-274
9il292630589]5ICCD/1-274
gi[292630598/SICAL/1-274
gil292630599/SICDA/1-274

gil292495514|LOXLA/1-276
ail292495521ILOXLA/1-276

10 20 30 40 50
B K1 EQl -
- - - vNK | EQl -
PR --- vNK 1 EQl -
MYVHLALI LGCWTV | LQGAVTDV - -G ERADNRR P | N LARIMVNAVK QI -
MYVHLALI LGCWTVV LQGAETDV - -G ERADNRR P1 N LA vkal -
---------------------------------------- vkal -
MYVHLALI LGCWTV | LQGAVTDV - -G ERADNRR P| vkal -
MYVHLALI LGCWTVV LQGAETDV - -G ERADNRR P | vkQl -
MYVHLALI LGCWTV | LQGAETDV - -G ERADKRR P| vkal -
MV FLVALMLG SWAVV LEGSGT EA-~1 K SADERQPI TDINQI -
MLLYVTLI LGCWSAFSESAETDV - -AER -ANKRP| 1val -
-MLLYVTLI LGCWSAFSESAETDV - -AER -ANKR P| val -
1 MAAAGIRFIMLPYIVLVLGCWSVLSQAAQTDD - - EERAGNRR PI 1cal -
1 -MLPY IV LVLGCWSV LSQAAQTDD - - EERAGNRR P 16Ql -
MLPY I ALV LGCWGV LS ESAQTDV - -G ERADKRR PV DPPQl -
Rt ----ADNRRPI sLAQl -
MIFNIVLTIGFLAVLLEGAETDV - -5 ERADNRRPI 1val -
MI FNIVLTIGFLAVLLEGAETDV - -S ERADNRRPI 1val -
MLCFFVLFFCCGTVLLEGADIDE--| EHADKRRPI vyal -
MLLDI SLLLGFCAVLLQGAETEV - -1 ERADNRRPI ElYQl -
MLLDI SLLLGFCAVLLQGAETEV - -1 ERADNRRPI ElYQl -
--- ElYQl -
EVYQl -
--- ElYQl -

--- ElYQl---

EYPIDMFLEGDVSPIGITEFL
EYPIDMFLEDDANPIGIAEFL

MFLYVLLGVSCWI LI LKGTEADS --DEVGDRRRPI
MLFLVFRTLCCWI LI LQCAEADV --SEMGENRRPI

- MQLFIALCLLSSIGLLEGAKQDG--1 ERTDSGRPI DKGLI -- -DEYL

MQLFIALCLLSSIGLLEGAKQDG--1 ERTDSGRPI DKGLI -- -DEYL
=i S S e e e i e EGAEQDG --SERTDGGRPI NKQAI - - -DKYL
- MQLFI I LCLAGSAVQLEGTELDG --VERADNRRPI DKGLI -~ -DEYL
- MWLSAVISFIGFAVFLQEAN--GCYVEERADSRKPI DLALV -- -DEYL
- DLELV -- -DEYL
- MLLPAVISFIVYAVFLQEAN --GHAAERADSRKPI DLGLV -~ -DEYL
- ~MLLCAVISFIVYAVFLQEAN--GHAAERADSRKPI DLELV -~ -DEYL
- MLLSLILVCLIRPSI LLDAANGEGFMERAVDGRRPI DIEIV-- -RTYH
- MLLSLILVCLIRPSI LLDAANGEGFMERAVDGRRPI PIEIV-- -RTYR

-MFSATAYLVALSIVLQGTQ-~-~-~-KYVFADSKRPF 1pQl -- -NPFL

-MFSATAYLVALSIVLQGTQ-~-~-~-KYVFADSKRPF 1oQl -- -NPFL

MLFCTI LCIAGLSVVI EAAES -

90 110
18DL onLGYAEY T IRk BT EnvK EY ENA LSDI N--PKFRKEQT
18DL DELGY PEYT dzleNAdeislel N--PKFRKELT
18DL DELGY PEYT dzIeNAdeislel N--PKFRKELT

51DL A A K -GSV PTYT dlenpidelnly
S1DL & A K -GSV PTYT izlehidelnly KTLREY
13ND A A K -GAV PTY S)izienideinky QT LRDY
S1ND A A A KTLREY
S1ND 2 A K -GAV PTY S izIeniideinl QT LRDY
S1ND 2 A K -GAV PTY S)iziehlidelnkd QT LRDY
S1DL HG LRRV D--PMYRKELA
SONL ) KGLRKA! D--SKYHAKLV
SONL ) KGLRKA! D--SKYHAKLV
60 N L DDNAN PEY T (dzlel] KGLRSA N--SKYQEKLV
SINL DDNAN P EY T (dzlel] KGLRSA! N--SKYQEKLV
SINL ) DDNAN P EY T (dzlel] KNLRIR H--SKYHEKLV
25GL DKQAN PEY T \izleli} KGLRKV D--SKYLEKLI
S1DL DKKAKADYT izl 9] KAVRRA! Y --SKYRSRLV
S1DL DKKAKADYT sl 4l KAVRRA! Y --SKYRSRLV
51DL - TK SANAEY T eIl AdelslelH KALRRA! D--AKYRSQLI
S1DL [o]o]s 2N WNIQRY HCV PCDC|S HG LQRA! N--SKYHPELV
S1DL [oloZNWNIQRY HCV PCDC|S HG LQRA! N--SKYHPELV
18DL DDDA | AEY T dEleN'Adenlel HG LQRA! N--SKYRPELV
43 DL [olo]s XNV NR@YY HCV PCDC| DG LRRA! D--SKYRPELT
18DL IDDNAMA EY T FEIe\AdeislsR < EGLRRA D--SKYRSELI
18DL DDDAMA EY S dElelAdelele M| EGLRRA D--SKYRKQLI
64 DL Al DSSGNAESV DDLRRF E--LTFREELI
64 DF A E DS SGTAQSVHENdeble 5 DDLRHF DD - -SMFREELV
S1AA IDDNGK PMK FZigielifidelslelC R felnlidoiMS FTDY LDYMRQL TDNTMFRENLI
51 AA ) IDDNGK PMK Fzigiel:fidelolelC R IenlidoIMS FTDY LDYMRQL TDNTMFRENLI
35 DK D SDGK P EKM{EZITlNZelolelC R QB [oIMS FTDY LDYMRQL D--PKFRENLI
51 DD D SNGK P EKM{EZIeRNdelolelC R G 46IMS FADY LDYMRQL D--PKFRENLI
51GD - B K SDGTA EKMiZIehlidelnlel F REJSQNEK FDKYMDY I REI S --SKFKSGML
23 GD ) SDDGTA EKMEIeAZelolel F RMSQENET FTKYMDY IREL N--SKFNNNLI
51GD TADGTADKMZIe\AZdelnlel F RNUIANEC FTKYMDY | RQL N--SKFKsSQLI
51GD TDDGTADKMUGIAAelnlel F RISQNEC FTKYMDY | RQL N--SKFKsSQLI

QT LRDY N--ANYREQFI
N--AKYRDGFI
N--SKYREKFI
N--AKYRDGFI
N--SKYHEKFI

N--SKYYEKFI

54 ND - INKNGK PVRT [FlelldelnleiC RUGeLQNT T F ST F | EQMRK F
54 ND - INKNGK PVRT [FElelidelolelC RIQEDLANT T F ST F | EQMRK F
48 KR A (RIS ED FVKYLDHIR LV DS --KEFRDQLI

48 KR Al (NSURANED FVKY LDH IR LV
51 DK A NDDG | AQ! T ZigieliZdelnlaC RISSINICIENV T EY LDH | RQV
18NL A DKDG | AQI T zizIeiNdels]e DNIRQV DD - -PK FR EQLV
18NL A DKDG | AQI T ZizIel N els]e DNIRQV DD - -PK FR EQLV
18NL A IGKDG | AQI TZiIeiNdels]e DNIRQV DD - -PK FREQLV
18NL A IDNNG | AK | TziIelNZelo]e DNIRHV D--PKFREQLI

DS --KEFRDQLI
D--PKFREQLV

18 N LGANA DaNGv AK | T SIS DN I RHV D--PKFREQLI

150 160 170 180 190 200 210 220
90 G| DANRMY EG KDFICKI LFD.::cs ----ENAGR.I 118vPsiDHYK FMKGIR ER-FDGS
90 GFDASRMYK SBIKAFAIELI OF SYWKGS ----DDAGR LPKLDHY EFIKABR EH-FDTS

17
17
17
50
50
12
50
S0
S0
50
49
49
59
50
50
24
50
50
50
50
50

42
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gil292495520|LOXLA/1-276
DN337_c1_g1_i1/1-317
gilS50540883|LOXLA/1-311
gi[S50540884|LOXLA/1-273
DN51055_c0_g1_i1/1-311
DN100812_c0_g1_i1/1-311
gil74814733|LOXLA/1-311
DN51608_c0_g1_i1/1-324
gi|292495396|LOXRE/1-305
gil57792507|LOXRE/1-305
gil41019463|LOXIN/1-315
gi[292495402|LOXIN/1-306
DN100773_c0_g1_i1/1-305
gi[550540882|LOXGA/1-280
DN545_c0_g1_i1/1-306
DN51591_c0_g1_i1/1-306
gil209573787|LOXIN/1-307
DN25784_c0_g1_i1/1-309
DN405_c0_g1_i1/1-309
gil292495526|LOXLA/1-276
gil550540885|LOXIN/1-299
gi[292495518|LOXRU/1-275
gil292495515|LOXAM/1-275
DN101856_c0_g1_i1/1-341
gil1049331759]LOXSI/1-338
DN101041_c0_g1_i1/1-305
DN625_c0_g1_i1/1-305
gil768803645|LOXAR/1-289
gil122108190|LOXIN/1-305
DN100733_c0_g2_i1/1-304
gil49458048|LOXBO/1-276
gil118573878ILOXIN/1-304
gil121987412|LOXIN/1-304
DN82077_¢0_g1_i1/1-358
DN101786_c0_g1_i1/1-358
DN5205_c0_g1_i1/1-305
DN28139_c0_g1_i1/1-305
DN125979_c0_g1_i1/1-308
gil224472243(SICDA/1-274
gil292630585(SICCD/1-274
gi[292630589/SICCD/1-274
gil292630598|SICAL/1-274
gil292630599]SICDA/1-274

gi[292495514|LOXLA/1-276
gil292495521|LOXLA/1-276
gi[292495520|LOXLA/1-276
DN337_c1_g1_i1/1-317
gi[550540883[LOXLA/1-311
gi[550540884|LOXLA/1-273
DN51055_¢0_g1_i1/1-311
DN100812_c0_g1_i1/1-311
gil74814733|LOXLA/1-311
DN51608_c0_g1_i1/1-324
gil292495396|LOXRE/1-305
gil57792507|LOXRE/1-305
gil41019463|LOXIN/1-315
gil292495402|LOXIN/1-306
DN100773_c0_g1_i1/1-305
gi[550540882|LOXCA/1-280
DN545_c0_g1_i1/1-306
DN51591_c0_g1_i1/1-306
gil209573787|LOXIN/1-307
DN25784_¢0_g1_i1/1-309
DN405_c0_g1_i1/1-309
gil292495526|LOXLA/1-276
gi[550540885/LOXIN/1-299
gil292495518|LOXRU/1-275
9il292495515|LOXAM/1-275
DN101856_c0_g1_i1/1-341
gil1049331759]LOXSI/1-338
DN101041_c0_g1_i1/1-305
DN625_c0_g1_i1/1-305
gil768803645|LOXAR/1-289
gil122108190|LOXIN/1-305
DN100733_c0_g2_i1/1-304
gil49458048|LOXBO/1-276
gil118573878|LOXIN/1-304
gil121987412|LOXIN/1-304
DN82077_c0_g1_i1/1-358
DN101786_c0_g1_i1/1-358
DN5205_c0_g1_i1/1-305
DN28139_c0_g1_i1/1-305
DN125979_c0_g1_i1/1-308
gi[224472243(SICDA/1-274
gi[292630585(SICCD/1-274
9il292630589]sICCD/1-274
gi[292630598/SICAL/1-274
gil292630599/SICDA/1-274

gil292495514|LOXLA/1-276
gi|292495521|LOXLA/1-276
gi|292495520/LOXLA/1-276
DN337_c1_g1_.i1/1-317

gi|550540883|LOXLA/1-311
AiIlSSNSANRRAIINXI A/1-273

90 GFDASRMYK S

122 SLNNDEVRKAGENVAKQEL EH
122 SLSNDQVR PAGIENVAK ELLQN
84 SLNNHEVRKAGENVAKGLLEN
122 SLSNDQVR PAGENVAK ELLQN
122 SLNNNEVRKA LQN
122 SLNNNEVRKA LKN
123DFSPSTAYES Ll
122 SLYDNQAYDA LKH
122 SLYDNQAYDA| LKH
132 SLYDNQANDA LQH
123 SLYDNQANDAI LQH
123 SLYDNQANDAI LQN
97 SLYDNQAYDA LQH
123 KLTTNTAYKA| LEH
123 KLTTNTAYKA| LEH
123 YLTASTAYDA LQH
123 DLSSSTAYKA FIH
123 DLSSSTAYKA FIH
90 DLSSSTAYKA FIH
115 DLSSSTAYKG LDR
90 QLSS SNAYKG LRY
90 DLSSSTAYKG LRY
136 GFNSSLSYTA LEN
136 DFNPSLSFKA LDH
125KLSPNVAYTA NQMLDT
125KLSPNVAYTA NQMLDT
107 SVAANLAYSS LQMLNT
123KLSSEQAYSA SQMLDK
123G1 EPNVAYAA LKN
95 Gl EPNVAYAA Lss
123 G| EPNVAYAA LsSG
123Gl EPNVAYAA LsSG
126 DFDK SLAYTAI LDNF
126 DFDK SLAYTA| LDNF
120R 1 STSKAYAAI | DH
120R 1 STSKAYAA| | DH
123R1 FSKKAHTA LDH
90 R| SSAKAYRA LDH
90R| SSAKAYRA LDH
90R1 SSAKAYRA LDH
90 R I PV EKAYAA LDH
90 R | PV EKAYAA LDH
230 240
147 AFKDLLLEKVEBWDFSGNDD - - -
147 TFKNLLEERVGYDFSGNED- - -

147 TFKNLLEERVEBYDFSGNED
YDFSGPYVPSLPTLDQTHEAFKKAGVE--GHV
YDFSGPYLPSLPTLDATHEAYKKAGVD--GHI
YDLSGPYWPSLPSLDSVHEAFKKAGVD - -GHV
YDLSGPYLPSLPSLDSVHEAFKKAGVD --GHV
YDLSGPYLPSLPSLDSVHEAFKKAGVD --GHV
YDLSGPYLPSLPSLDSVHEAFRKAGVD - -GHV

179 GHENL-LE

179 GHEDL-LE

141 GHENL-LD

179 GHENL-LD

179 GHENL-LD

179 GHENL - LD

196 GNEEI| -LARV
179 GHPEL -MD!
179 GHPEL -MD!
189 GHPEL -ME
180 GHPEL -MD!
180 GHEEL-LD
154 GHEEL-LE
180 GHLEL -MQ
180 GHPEL -MQ
180 GHEDL - LA
180 DHADL-LD
180 DHADL - LD
147 DHADL - LD
172 NHEEL-LD
147 KHEDL - LA
147 GHEDL-LA
195 GFAAY -GE
193 EFAFF-GE
182 GFDQY -RE
182 GFDQY -RE
164 GFDQY -RE
180 GFDQY -RE
180 GHTEL-YE
152 GHEEL-FE
180 GHEEL-FE
180 GHEEL-FE
183 GFEVY -QE
183 GFEVY -QE

178 GY ERY -NDK F@I NFTGNDD -
178 GY ERY -NDKIFGI NFTGNDD -
180 GY EQY -NDV I @I NFTGNED -
INFTGNED -
INFTGNED -
INFTGNED-

147 GY ESY -ND
147 GYESY -ND
147 GYESY -ND
147 GY EQY -ND

1Dl SGDDD -
DFSGNEA -
DFSGNEA -
DFSGNED -
DFSGNED -

DFSNNDD -
DFSNNDD -

NFTGNED -

karfeLiqrs

----NDGGR

----NNGGR

----NNGGR
GKTERKCDPIKGIVVSRNDGGK
----NNGGR

---NNGGR

250 260 270
--LDATRTAYQNAGI EALNHI
- -MGLTRVV LDKAGVNDR EHV
- -MGLTRVV LNKAGVNDR EHV

--LGLIHDALRKAGVKDR EHV
--1GDVGNAYKKAGVT - -GHV
--1GDVGNAYKKAGVT - -GHV
-1 GDVGKAYKKAGIT--GHI
-1 GDVGKAYKKAGIT=--GHI
-1 SDVENAYKKAGVT - -GHV
-1 SDVQKTYNKAGVT - -GHV
-LSTIRNALRKAGVNDKEH I
~LSTIRNALRKAGVNDKEHI
-LSSTRAAFQKAGVQDKEH I
-LSATRNALNKGGVKDR EHV
--LSATRNALNKGGVKDR EHV
--LSATRNALNKGGVKDR EHV
--LSSTRTALNKAGVKDR EHV
~-LDSIRSALNKAGVKDK EHV
~LNSIRSALHKAGVKDR EHV
-LFSVSRIVNRLGTA-GLHV
-LFSVRRIVERLGMT -CWHV
-FADTRATLSSLNIV --DHI
-FADTRATLSSLNIV --DHI
-LDETGRILSSQNI L--DHI
--LEDTGKI LKSRDI L--DHI
--LGDIRRAYQKYGID--DHI
--LGDIRRVYQKYGID--EHI
--LGEIRRVYQKYGI E--DHI
-LGEIRRVYQKYGI E--DHI
-LDDVRKTLKSIGFE--SRI
-LDDVRKTLKSIGFE--SRI
-LEATRRMLKRMNIT--SNI
-LEATRRMLKRMNIT--SNI
~LDKTREIYQKLNVS--SHI
-LDKIRDVLEILGIH--KQV
-LDKIRDVLEILGIH--KQV
-LDKIRDVLEILGI L--KQV
-LDEIRKVLEKVGVD--KHV
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147 GY EQY -ND NETGNED----- LDEIRKVLKKVGVD --KHV
300 310 320 330 340

214 FIN VEKYSSVKDALSADV NV | NGVIEK |BD E FKDR FK L;
214 YIN FIT | QAY SSVRDALNAEV DV | AN | [BEK EDA FKDR FR L.
214 YIN FIWT | QAY SSVSDALNAEV DV | ANVIEK EDA FKDR FR L,
249 FIN YQSVDKVSTTKAALDVGYV YV | DVIENEDGYKDKYR L,
249 FIN YQSVDKYSTTRTALDVGV NV L1 DVIENEDGYKDNYR L,
211 FI S YIWSVNKYSTTRTALFVCW YV 11D INIBAK YK DK YR

SLPKLDHYEFIKA
SLPDIAHY EFIRA
LPDIGHYEFVRG
SLPDIAHYEFIRT
SLPDIAHYEFIRT
SLPDIAHYEFIRT
SLPDIAHY EFIRR
PDI EY FAFI SG
PDLNHYKLITG
PDLNHYKLITG
PDLNHYPLIKG
PDLNHYPLIKG
PHLKHYQLITG
PNLNHYKLITG
PDVNHYTFING
PDVNHYTFING
PDLAHYKFING
PDIDHYAFI SG
PDIDHYAFI SG
PDIDHYAFI SG
PDIDHYAFITG
PKIDHYAFI SG
PDIDHYAFI SG
PSTKNAALFRA
PSTKNAALIRA
PSIKKASFAKG
PSIKKASFAKG
PTIKRVTFVRG
S| PTITRVTFVNG
SLETITRPDFI SG
LETITRPEFING
SLETITRPNFI SG
SLETITRPDFI SG
PSLDYAKLIKG
PSLDYAKLIKG
PSIRHFDFING
PSIRHFDFING
PLLKDYEFVRG
PSVEDYEFIRA
PSVEDYEFIRA
PLVEDYEFIRA
PLVEDYEFIRA
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|
KDA-1DAS 179
RDA-1KAS 151

RDA-1KAS 179
RDA-1KAS 179

FAPLLNIDRLKEAIKSRDSAN -G 248
FSPLGDMARLKEAIKSRDSAN -G 248
LKQIVERRDSEN -G 210
LKEIVKRRDSEN -G 248
LKEIVKRRDSEN -G 248

-RGLSRVKEAVKNRDS SN -G 242
-RGLSRVKEAVKNRDS SN -G 242
-RGLSRVNAAVANRDSAN -G 252
-RGLSRVNAAVANRDSAN -G 243
-RGLTR|{I KAAVANRDS -N -G 242
-RGLTRVKAAVANRDSGS -G 217
-RGLSRVR EAVNNRDS SN -G 245
-RGLSRVR EAVNNRDS SN -G 245
-RTLKRVR EAVANRDS SN -G 245
-RGLGRVRDAVANRDS SN -G 245
-RGLGRVRDAVANRDSSN -G 245
-RGLGRVRDAVANRDS SN -G 212
-RGLDRVR EAVRNRDS SN -G 237
-RNLNRVR EAVQNRDSAN -G 212
-RSLDRIVNEAVKNRDS SN -G 212

-RNMKRILKKAVK ERDSNGY - 245
-RNMKRILKKAVK ERDSNGY - 245
-RVMTRILKKA I NKRDSNGY - 227
-RIMKRILKAAIRKRDSNGY - 243
-RGDYRILT EAMKKKNDPDYK 244
-RGDYRILT EAMKKKNDPDYK 216
-RGDYRILT EAMKKKNDPNYK 244
-RGDYRILT EAMKKKNDPNYK 244
-RLTGRILKEAIQKRDTPGYT 247
-RLTGRILK EAI QKRDTPGYT 247
-RGTRRILKDAIRRRDT PGYK 242
SCFP-RGTRRILKDAIRRRDT PGYK 242
SCFR-RKTKRILKEALNLRDDPNYN 244
SCFA-RGTERILKEALEKRDT PGYN 211
SCFA-RGTERILKEALEKRDT PGYN 211
SCFA-RGTERILKEALEKRDT PGYN 211
SCFT -RGTDRILT EALKRRDTPGYN 211
SCFA-RGTDRILT EALKRRDTPGYN 211

350 360

ETYKK ===

E|
R
R
D ET FKKIGRAHV - -
D
al FTFKN - - -

Y

86



eSS S e
DN51055_c0_g1_i1/1-311
DN100812_¢0_g1_i1/1-311
gil74814733ILOXLA/1-311
DN51608_c0_g1_i1/1-324
gil292495396/|LOXRE/1-305
gil57792507|LOXRE/1-305
gil41019463|LOXIN/1-315
gil292495402|LOXIN/1-306
DN100773_c0_g1_i1/1-305
gil550540882|LOXGA/1-280
DNS45_c0_g1_i1/1-306
DN51591_¢0_g1_i1/1-306
gil209573787|LOXIN/1-307
DN25784_¢0_g1_i1/1-309
DN405_c0_g1_i1/1-309
gil292495526|LOXLA/1-276
gilS50540885|LOXIN/1-299
gil292495518|LOXRU/1-275
gil292495515|LOXAM/1-275
DN101856_c0_g1_i1/1-341
gil1049331759/LOXSI/1-338
DN101041_c0_g1_i1/1-305
DN625_c0_g1_i1/1-305
gil768803645|LOXAR/1-289
gil122108190|LOXIN/1-305
DN100733_¢0_g2_i1/1-304
gil49458048|LOXBO/1-276
gil118573878ILOXIN/1-304
gil121987412|LOXIN/1-304
DN82077_¢0_g1_i1/1-358
DN101786_c0_g1_i1/1-358
DN5205_c0_g1_i1/1-305
DN28139_c0_g1_i1/1-305
DN125979_c0_g1_i1/1-308
gil224472243(SICDA/1-274
gil292630585]SICCD/1-274
gil292630589]SICCD/1-274
gil292630598]SICAL/1-274
gil292630599]SICDA/1-274

gil292495514|LOXLA/1-276
gil292495521|LOXLA/1-276
il292495520|LOXLA/1-276
DN337_c1_g1.i1/1-317
gil550540883|LOXLA/1-311
gil550540884|LOXLA/1-273
DN51055_¢0_g1_i1/1-311
DN100812_c0_g1_i1/1-311
gil74814733|LOXLA/1-311
DN51608_c0_g1_i1/1-324
gil292495396]LOXRE/1-305
gil57792507|LOXRE/1-305
gil41019463|LOXIN/1-315
gil292495402|LOXIN/1-306
DN100773_¢0_g1_i1/1-305
gilS50540882|LOXGA/1-280
DN545_c0_g1_i1/1-306
DN51591_c0_g1_i1/1-306
gil209573787|LOXIN/1-307
DN25784_¢0_g1_i1/1-309
DN405_c0_g1_i1/1-309
gil292495526/LOXLA/1-276
gil550540885|LOXIN/1-299
gil292495518|LOXRU/1-275
gil292495515/LOXAM/1-275
DN101856_c0_g1_i1/1-341
gil1049331759]LOXSI/1-338
DN101041_¢0_g1_i1/1-305
DN625_c0_g1_i1/1-305
gil768803645|LOXAR/1-289
gil122108190JLOXIN/1-305
DN100733_c0_g2_i1/1-304
gil49458048|LOXBO/1-276
gil118573878ILOXIN/1-304
gil121987412|LOXIN/1-304
DN82077_¢0_g1_i1/1-358
DN101786_c0_g1_i1/1-358
DN5205_c0_g1_i1/1-305
DN28139_c0_g1_i1/1-305
DN125979_c0_g1_i1/1-308
gil224472243(SICDA/1-274
gil292630585]5ICCD/1-274
gil292630589]SICCD/1-274
gil292630598]SICAL/1-274
gil292630599]SICDA/1-274

VDKRATTR EALDAGy
VDKRATTR EALDAGV
VDKRSTTRDALDAGV
VDKRSTTRDALDAGY
VDKRQSTRDALDAGV
VDKRQSTRDT LDANV
VDKYKSI RDALDAGV
VDKYKS|RDALDAGV

EKYV SVRDALNAEV|
EKYATVRDALNAEV]

ADRHAT | RNALRA SV

ADRHAT | RNALRAGV
SVDKYTTMRKV LRAGA|
SVDKYTTMRKV LRAGA
SVDKYT I MRKT LRAGA
SVDKYTTMRKALRAGA
SIDKESSIRNALR LGV
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LVT FFAMRR SMR LGV
LVKYT SMK ER LR LDV
LVRK S| MRR S LR LGVI
LVRKSIMRRSLR LGV
LVRKS1MRR S LR LGVI
LVKY STMRR S LR LGV
LVKY STMRR SLR LGV

333 ---DDVNNEEVI -
331 ---DDI S1AKK -~

322 SLLDEEYPDDKLKRETQDFI PFFLGELFASCAGKALF
322 SLLDEEYPDDKLKRETQDFI PFFLGELFASCAGKALF
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