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Sinopse:

Para acessar os limites interespecificos entre Leopardus pardalis e L. wiedii no
bioma Amazobnia foram utilizadas sequéncias parciais da regido controle do DNA
mitocondrial e do gene mitocondrial Citocromo B de individuos das duas espécies.
Para se verificar eventos de hibridizacdo foram utilizados marcadores nucleares de
microssatélites. Com os marcadores do genoma mitocondrial foram observadas
linhagens evolutivas significantes para cada espécie, presentes nas regides do
escudo guianense, onde o rio Amazonas claramente limita suas distribuicdes. Com
0os marcadores microssatélites verificou-se eventos de hibridizagdo unidirecional no
sentido de Leopardus pardalis para L. wiedii com frequéncias significantes na regiao

das savanas de Beni, nas proximidades do municipios de Riberalta e Guajara-Mirim.
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Resumo

A jaguatirica (Leopardus pardalis) e o gato maracaja (Leopardus wiedii) sao
espécies irmas de Felideos neotropicais que evoluiram a partir de uma linhagem que
migrou para a América do Sul durante a formacao do Istmo do Panama, a cerca de
2-3 milhdes de anos. Ambas as espécies possuem uma ampla distribuicao
geografica, ocorrendo em simpatria na maior parte dela. Estas espécies sao
importantes componentes ecolégicos dos ecossistemas, pois atuam como
reguladores das populacbes de presas, no entanto, encontram-se ameacas de
extingdo, principalmente devido a fragmentagdo de seus habitats, caga e
atropelamentos. Considerando que os conhecimentos genéticos e evolutivos sobre
estas espécies sdo escassos, € que, dentro do género Leopardus ja se tem
caracterizado eventos de hibridizagdo entre algumas espécies, utilizamos oito loci
microssatélites para avaliar uma possivel ocorréncia de hibridagcao e introgressao
genética entre L. pardalis e L. wiedii na Amazdnia. Adicionalmente, de sequéncias
mitocondriais parciais da regidao controle (d-loop) e do citocromo B (cytB) foram
utilizadas para determinar o padrdo de distribuigdo da variabilidade genética da
espécie e avaliar barreiras fisicas ou historicas ao fluxo génico entre suas
populacdes. Analises Bayesianas forneceram evidéncias claras da ocorréncia de
hibridacao entre L. pardalis e L. wiedii, os resultados ainda mostram a introgressao
génica de L. wiedii em L. pardalis. Todos os individuos hibridos (n=6) identificados
no presente estudo sao, geograficamente, pertencentes a regido do Cerrado
Beniano (Nordeste da Bolivia) uma area caracterizada pela convergéncia de trés
diferentes areas geograficas (Amazonia, Cerrado e Gran Chaco) e pela dindmica de
inundacdo durante a estagdo chuvosa. Andlises filogenéticas das sequencias
mitocdndrias feitas pelo critério de Maxima Verossimilhanga revelaram a existéncia,
bem suportada, de quatro linhagens principais, duas de L. pardalis (Lp1 e Lp2) e
duas de L. wiedii (Lw1 e Lw2), suportando claramente a hipdétese de rios como
barreiras, sendo as linhagens Lp1 e Lw1 agrupadas ao norte do Rio Amazonas e
Lpa2 e Lw2 ao sul, com poucos individuos das linhagens Lp2 e Lw2 ocorrendo ao
norte. A partir destes resultados foi possivel concluir que dentro de ambas as
espécies existem unidades evolutivamente distintas, que devem ser conservadas e
manejadas como entidades separadas.



Abstract

The ocelot (Leopardus pardalis) and the margay (Leopardus wiedii) are sister groups
of Neotropical felids that evolved from a lineages that migrated to South America
following the formation of the Isthmus of Panama 2-3 million years ago. Both species
are widely distributed, and to a large extent occur sympatrically. These species are
important ecological components of ecosystems, because they act as regulators of
prey populations, however, are threatened with extinction, mainly due to the
fragmentation of their habitats, hunting and road kills. Given that our knowledge of
the evolutionary history of these species is scarse, and given that within the genus
Leopardus hybridization events between some species have already been observed,
we used eight microsatellite loci to assess the possible occurrence of hybridization
and genetic introgression between L. pardalis and L. wiedii in the Amazon basin.
Together with the microsatellite data, we also used the mitochondrial control region
(d-loop) and the cytochrome B gene (cytB) to determine the distribution pattern of
genetic variability and evaluating historical or physical barriers to gene flow among
populations. Bayesian analysis provided clear evidence of the occurrence of
hybridization between L. pardalis and L. wiedii, with a directional introgression from
L. wiedii into L. pardalis. All hybrid individuals (n = 6) identified in this study are
geographically restricted to the Beni Cerrado (northeast of Bolivia) an area
characterized by the convergence of three different geographic areas (Amazon,
Cerrado and Gran Chaco) and by flood dynamic during the rainy season.
Phylogenetic analyzes of mitochondrial sequences obtained under the Maximum
Likelihood criterion revealed the existence of four, well-supported, major lineages,
two of L. pardalis (Lp1 and Lp2) and two of L. wiedii (Lw1 and Lw2), clearly
supporting the hypothesis of rivers as barriers. The the lineages Lp1 and Lw1
grouped north of the Amazon River and Lp2 and Lw2 to the south with few
individuals of Lp2 and Lw2 also being found north. From these results it was
concluded that within species exists distinct evolutionary units which must be
maintained and managed as independent entities.
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1. Introducgao geral

1.1. Biodiversidade da amazénia e Filogeografia

A Amazobnia é a maior e mais diversa floresta tropical do mundo, possui uma
superficie de aproximadamente 8 milhdes de km? abrangendo oito paises da
América Latina, sendo eles, Brasil, Bolivia, Peru, Equador, Colédmbia, Venezuela,
Guiana e Suriname (Da Silva et al., 2005). Neste territorio encontra-se a maior bacia
hidrografica do mundo e, cerca de 40% do total de florestas tropicais remanescentes
no planeta (Brasil, 2008).

Esta regido possui uma extraordinaria heterogeneidade ambiental, abrigando
entre 10 e 20% de todas as espécies viventes na Terra (Brasil, 2008). Compila¢des
recentes indicam que a Amazénia abriga pelo menos 40.000 espécies de plantas,
399 de mamiferos, 1.300 de aves, 378 de répteis, 305 de anfibios e cerca de 3.000
espécies de peixes (Rylands et al., 2002; Mittermeier et al., 2003, Fonseca et al.,
2012; Avila-Pires et al., 2007). Numeros esses considerados atualmente bastante
subestimado, uma vez que a regido amazdnica € responsavel por um grande
numero de novas espécies descritas, devido principalmente a extensas areas ainda

inexploradas.

Os padrées de composicao e distribuicdo bidtica na Amazbdnia tém sido
influenciados por uma série de caracteristicas ambientais inter-relacionadas que
moldaram o desenvolvimento da paisagem deste Bioma ao longo de sua histéria
geolégica (Hoorn et al., 2010). Inumeras hipdteses biogeograficas, tém sido
propostas na tentativa de explicar os padrdes geograficos, nos quais se organiza a
diversidade biologica na regiao amazébnica. Dentre essas estdo a hipotese da
especiacao alopatrica via barreiras fluviais (Wallace, 1852), dos refugios de florestas
(Haffer, 1969; Haffer, 1997), das incursées marinhas (Nores, 1999; Webb, 1995), da
influéncia da formacéo de cadeias de montanhas (Rasanan et al., 1990), ou das
mudancas climaticas (Bush, 1994; Colinvaux et al., 1996; Colinvaux, 1998), assim
como especiagdo parapatrica causada por selegdo divergente ao longo de

gradientes ecoldgicos (Endler, 1977).

Sabe-se que a distribuicdo de alguns mamiferos amazénicos, por exemplo,



tem como importante fator delimitante a presenca dos grandes rios, que formam
barreiras para o deslocamento de muitas espécies, principalmente no caso de
espécies de roedores e marsupiais € de espécies de primatas (Emmons & Feer,
1998; Ayres & Clutton-Brock, 1992).

Neste contexto, a filogeografia, ramo da ciéncia que estuda os processos e
padrées que governam a distribuicdo geografica de linhagens genealdgicas (Avise,
2000), ¢ uma eficaz ferramenta na compreensdo dos padrdes filogeograficos
intraespecificos possibilitando a caracterizagdo da histéria demografica e estrutura
geografica de populag¢des naturais (Eizirik et al. 2001). As bases historicas dessa
ciéncia estao intimamente ligadas a estudos com o DNA mitocondrial de animais,
aproximadamente 70% dos estudos (Avise, 2000), suprindo uma ponte empirica e

conceitual entre a genética de populagdes e a filogenia.

1.2 Familia Felidae e o género Leopardus

A Familia Felidae é composta por 36 espécies (Wozencraft, 2005)
distribuidas por quase todo o planeta, a exce¢do dos Polos, Australia, Nova
Zelandia, Madagascar e Caribe (Nowak, 1999). A maioria dos estudos tem apontado
uma subdivisdo da Familia Felidae em oito linhagens monofiléticas. No entanto
somente com o recente trabalho conduzido por Johnson et al. (2006), o tempo de
divergéncia de cada linhagem, suas relagdes e exata composi¢cao de espécies foi

esclarecida.

Segundo este estudo, o primeiro clado se ramificou ha 10,8 milhdes de anos
na Asia, produzindo a linhagem Panthera. Uma segunda ramificagdo, cerca de 1,4
milhdo de anos mais tarde, também na Asia, levou & formacgao da linhagem do Bay
Cat. A separacao seguinte ocorreu, ha 8,5 milhdées de anos, com a formagao da
linhagem do Caracal, participando da primeira migragao intercontinental. Nesse
periodo o nivel dos oceanos desceu aproximadamente 60 metros abaixo do atual,
descobrindo pontes de terra nas extremidades do Mar Vermelho, e ligando a Africa a
Peninsula de Arabia, facilitando assim a migracdo desses animais para o continente
africano. Quando alcangaram a Africa, os felinos asiaticos ao mesmo tempo

espalharam-se por seu continente e atravessaram o Estreito de Bering chegando ao
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que hoje é o Alasca.

Ap0ds o estabelecimento de felinos nos continentes: africano, europeu, asiatico
e norte-americano, os niveis dos oceanos voltaram a subir, com o isolamento e as
mudancgas de habitat, novas espécies foram surgindo. Na América do Norte, as
linhagens do Ocelot e do Lynx divergiram entre 8,0 e 7,2 milhdes de anos.
Posteriormente, também na América, ramificou a linhagem do Puma ha cerca de 6,7
milhées de anos. Finalmente a sétima e oitava linhagens, que sao representadas
pelos pequenos gatos do velho mundo, que deram origem as linhagens do Leopard

Cat e do Domestic Cat, divergiram-se ha cerca de 6,2 milhées de anos.

Entre 2 e 3 milhdes de anos atras atividades tectbnicas e um novo periodo
glacial, que fez com que 0s oceanos recuassem mais uma vez, promovendo a
conexdo das Américas do Sul e do Norte através do Istmo do Panama.
Consequentemente alguns felinos migraram para o sul, onde encontraram um
ambiente propicio para sua sobrevivéncia e diversificagdo. Um exemplo desse
processo migratério € o da linhagem da Jaguatirica que se diversificou na América

do Sul, originando as sete espécies do género Leopardus.

Como o ultimo periodo glacial tinha terminado ha cerca de 10 mil anos, as
camadas de gelo que cobriam todo o Canada e a parte norte dos Estados Unidos
foram derretendo lentamente. Apds o degelo, um cataclismo dizimou 40 espécies de
mamiferos da Ameérica do Norte, entre eles os felinos dente-de-sabre, pumas e
guepardos, os pumas escaparam da extingdo em refugios na América do Sul e

voltaram a povoar a América do Norte muitas geracdes depois.

Atualmente na Regidao Neotropical ocorrem 10 espécies de felideos, sendo
elas: gato-mourisco (Puma yagouaroundi), onga-parda (Puma concolor), onga-
pintada (Panthera onca), e as sete espécies do género Leopardus que compdem a
linhagem do Ocelot, o gato-do-mato-grande (Leopardus geoffroyi), gato-do-mato-
pequeno (Leopardus tigrinus), gato-maracaja (Leopardus wiedii), gato-palheiro
(Leopardus colocolo), gato andino (Leopardus jacobita), gato chileno (Leopardus
guigna) e a jaguatirica (Leopardus pardalis) (MacDonald & Loveridge, 2010).



1.3. Caracterizagcao das espécies

A jaguatirica (Leopardus pardalis) e gato-maracaja (L. wiedii) sdo espécies
irmas de felideos neotropicais que evoluiram a partir de uma linhagem que migrou
para a América do Sul durante a formacédo do Istmo do Panama, ha cerca de 2-3
milhdes de anos atras (Johnson et al., 2006). Ambas espécies possuem uma ampla

distribuicdo geografica, ocorrendo em simpatria na maior parte dela.

1.3.1. Leopardus pardalis

A jaguatirica € uma espécie de porte médio, a maior entre os considerados
pequenos felideos neotropicais, com comprimento da cabega e corpo variando de
67,0 a 101,5 cm e cauda proporcionalmente curta, com média de 35,4 cm. Os
machos podem pesar de 8,0 a 16,6 kg e as fémeas de 7,2 a 9,0 kg (Emmons & Feer,
1997; Rocha et al. 2004; Oliveira & Cassaro, 1999; Oliveira & Cassaro, 2005).

O padrao de pelagem de L. pardalis pode variar de cinza-amarelado bem
palido ao castanho com as mais diversas tonalidades intermediarias; na regido
ventral a coloracédo é esbranquicada e as machas negras tendem a formar rosetas
abertas que se unem formando bandas longitudinais nas laterais do corpo (Emmons
& Feer, 1997; Oliveira & Cassaro, 1999; Oliveira & Cassaro, 2005) (Figura 1.).
Recentemente, McBride & Giordano (2010) registraram um individuo de jaguatirica

com padrao de pelagem branca (albina) no estado de Boqueron, Paraguai.

A jaguatirica ocorre desde o México através da América Central e do Sul, até
o Norte da Argentina e sul do Brasil e Uruguai, € encontrada em todos os paises sul-
americanos, exceto no Chile (IUCN, 2008) (Figura 3.). Uma pequena populagéo
remanescente ainda é encontrada ao norte do Rio Grande, nos Estados Unidos,
estimada em 80-120 animais (Sunquist & Sunquist, 2002). E no México,
desapareceu de grande parte da sua distribuicdo historica na costa oeste (IUCN,
2008).

Esta espécie apresenta habitos solitarios e terrestres, e a atividade é

predominantemente noturna (Di Bitetti et al.,, 2006). Costuma habitar ambientes



bastante variados, tais como, cerrado, pantanal, caatinga, mas habita principalmente
florestas tropicais e subtropicais (Oliveira & Cassaro, 1999), evitando areas mais

abertas ou com pouca cobertura vegetal (Murray & Gardner, 1997).

Diversos estudos tem mostrado que a dieta da jaguatirica é composta
predominantemente de pequenos mamiferos, tais como roedores e marsupiais
menores que 1 kg, podendo se alimentar também de outros vertebrados como
anfibios, répteis e aves (Bisbal, 1986; Emmons, 1987; Chinchilla, 1997; Oliveira &
Cassaro, 1999; Farrell et al., 2000; Meza et al., 2002; Wang, 2002; Bianchi &
Mendes, 2007; Martins et al., 2008).

1.3.2. Leopardus wiedii

O gato-maracaja caracteriza-se por ser uma espécie de porte pequeno, com
comprimento da cabecga e corpo variando de 46 a 62 cm, cauda longa, geralmente
maior que a metade do comprimento do corpo (37,6 cm) e peso entre 2,3 a 4,9 kg.
Possui olhos grandes, focinho saliente e patas grandes (Oliveira, 1994; Emmons &
Feer, 1997; Oliveira & Cassaro, 1999; Oliveira & Cassaro, 2005; Rocha et al., 2005;
Oliveira, 2008). Sua coloragado pode variar do amarelo-acinzentado ao castanho,
com manchas de variados padrbes, como pintas solidas, bandas longitudinais e
rosetas largas, completas e bem espagadas nas laterais (Oliveira & Cassaro, 2005)
(Figura 2.).

Sua distribuicdo vai desde as planicies costeiras do México, através da bacia
amazénica, até o sul do Brasil e Paraguai (Nowell & Jackson, 1996). Ocorre também
marginalmente ao norte da Argentina e no Uruguai (Dotta et al., 2007) (Figura 4.).
Possui habitos solitarios e geralmente noturnos. Habita predominantemente
florestas, inclusive matas de galeria do Cerrado (Oliveira & Cassaro, 1999). E
extremamente adaptado a vida arborea e bastante agil no solo, sendo assim

considerado um animal escansorial (Konecny, 1989; Fonseca et al., 1996).

Em reflexo aos seus habitos escansoriais, sua dieta inclui aves e pequenos
mamiferos arboricolas; entretanto, €& formada principalmente por pequenos

mamiferos terrestres podendo apresentar répteis, anfibios e mamiferos de médio



porte (Konecny, 1989; Wang, 2002; Oliveira & Cassaro, 2005; Rocha-Mendes, 2005;
Oliveira, 2008).

Figura 1. Exemplar de Leoardus pardalis. Fonte: WWF. Foto: Adriano
Gambarini.

Figura 2. Exemplar de eopard wiedii. Fonte: www.arkive.org. Foto: Wendy
Shattil & Bob Rozinski.



Figura 3. Distribuicdo geografica de Leopardus| |Figura 4. Distribuicdo geografica de Leopardus
pardalis. Fonte: IUCN, 2008. wiedlii. Fonte: IUCN, 2008.

1.4. Hibridacao, introgressao e zonas hibridas

Uma caracteristica interessante e de grande importancia evolutiva observada
em individuos do género Leopardus € a ocorréncia de hibridagdo. Como ja foi
documentado para L. tigrinus com duas espécies distintas, L. geoffroyi e L. colocolo
(Johnson et al., 1999; Trigo et al., 2008). Estudar os processos de hibridagcado é
essencial para compreender a natureza das diferencgas entre as espécies, bem como

0S mecanismos que originaram o seu isolamento reprodutivo.

A hibridagado é definida como um processo em que ha a reprodugdo, em
condigbes naturais, de individuos pertencentes a populagdes geneticamente
distintas (Barton & Hewitt, 1985). Este fenbmeno tem despertado o interesse de
cientistas durante muitas décadas e em varios contextos biolégicos (por exemplo,
Darwin, 1862; Haldane, 1922; Dobzhansky, 1937; Mayr, 1946; Anderson, 1949;
Hewitt, 1996; Mallet, 2005). No entanto, apesar dos esfor¢os nas pesquisas sobre
hibridagdo, muitas questdes permanecem em aberto, algumas das quais s6 agora
podem ser resolvidas devido a rapida melhoria na tecnologia de sequenciamento.

Um evento que pode acontecer em consequéncia da hibridacdo é a

introgressdo. Também conhecida como hibridagdo introgressiva, este processo se
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refere a incorporagdo gradual de genes de uma espécie para outra, mediante
cruzamento entre dois progenitores, gerando um hibrido que é retrocruzado,
diversas vezes, com uma das espécies parentais (Rhymer & Simberloff, 1996). A
hibridacdo necessariamente ndo estd acompanhada por introgresséo, por exemplo,
a prole de acasalamentos hibridos pode ser estéril. Além disso, introgressdo pode
ser unidirecional, com acasalamentos dos hibridos ocorrendo apenas com um dos
parentais (Rhymer & Simberloff, 1996).

O evento de hibridagéo introgressiva, ocorre ndo s6 entre formas parentais
com diferentes niveis de divergéncia genética, mas também em muitos contextos
espaciais diferentes (Aboott et al., 2013). Alguns destes tém sido intensamente
estudados, principalmente no que diz respeito a formacao de zonas hibridas, além
dos aspectos demograficos, comportamentais e evolutivos envolvidos na origem,
manutengao e destino destas (Harrison, 1993).

Zonas hibridas sao, classicamente, definidas como estreitas regides
geograficas onde populagdes geneticamente distintas entram em contato, acasalam
e produzem pelo menos algum descendente viavel (Barton & Hewitt 1985). Os
modelos conceituais sobre a origem das zonas de hibridagdo foram desenvolvidos
durante as primeiras décadas do século XX. Dobzhansky (1940) e Mayr (1942)
consideraram que as areas de hibridagdo ocorrem pelo contato secundario entre
populagcdes que se diferenciaram em alopatria (isolamento geografico), e que
posteriormente sofrem quaisquer alteracbes nas suas areas de distribuicao,
provocando alguma forma de sobreposicdo. Como resultado, se formam as
chamadas areas de hibridacdo secundaria. Ainda segundo estes autores, quando
ocorre divergéncia entre as populagdes em condi¢des alopatricas, se da a aquisigéo,
através da selec¢ao natural, de combinacgdes distintas de genes, o que constituem a
base da adaptagdo ao ambiente desigual. Por isso, hibridacdo por contato
secundario, poderia resultar na interrupcédo de gendtipos coadaptados dos
progenitores, e, consequentemente, uma redugao na adaptagao dos hibridos. Nesta
perspectiva, as areas de hibridacdo sdo fendmenos evolutivamente transitorios, o
que leva ao refor¢o das barreiras reprodutiva (principalmente pré-zigéticas) porque,
neste caso, a selegao € contra a hibridagao (Howard, 1993).

A hibridagdo pode gerar um grande numero de possiveis resultados,



dependendo da constituicdo genética, demografica, ecologica e da distribuigao
espacial das espécies envolvidas, todos os quais sdo altamente variaveis (Abbott et
al., 2013). O quadro multidimensional em que este evento ocorre e o fato de que as
relagbes de hibridagdo s&do geralmente assimétricas entre os taxons e sexos
envolvidos (Wirtz, 1999; Groning & Hochkirch, 2008) cria um elevado numero de
possiveis interacdes e continuara a ser um desafio separar a contribuicdo de cada
fator para a dindmica de hibridagcao. Neste contexto os marcadores moleculares nos
permitem um amplo espectro de investigacbes sobre os padrées de hibridagdo e
introgressao existentes em cada caso especifico, e suas possiveis consequéncias

na estrutura genética e evolugao das espécies envolvidas.

1.5. Marcadores Moleculares

A variabilidade genética tem sido utilizada como um instrumento de
investigacdo muito importante para os pesquisadores em seus estudos quando
desejam verificar afinidades e limites entre as espécies, detectar modos de
reproducdo e estrutura familiar, estimar niveis de migracdo e dispersao nas
populacdes e até mesmo para ajudar na identificacdo de espécies ameacgadas de
extingdo (Matioli & Passos-Bueno, 2001). Os dados basicos para esses estudos,
denominados marcadores moleculares, s&o locos génicos que apresentam alguma

variabilidade.

Com o desenvolvimento da técnica da Reagdo em Cadeia da Polimerase
(PCR — Polymerase Chain Reaction) (Mullis & Faloona, 1987; Saiki et al., 1988), um
grande numero de marcadores moleculares tornou-se disponivel a estudos
genéticos ao nivel populacional (Parker et al., 1998; Sunnucks, 2000) como, por
exemplo, RFLP (Restriction Fragment Length Polimorphisms), RAPD (Randon
Amplified Polymorphic DNA), minissatélites (VNTR — Variable Number of Tandem
Repeats) e microssatélites (SSR — Short Sequence Repeats) (Ferreira &
Gratapaglia, 1995). A reacédo de PCR se baseia na reassociacdo e extenséao
enzimatica de um par de primers que delimitam uma sequéncia especifica do DNA,
0s primers sao sintetizados artificialmente e sdo complementares as regides que

flanqueiam a regido alvo. Cada ciclo de PCR envolve trés etapas, desnaturagao
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através da elevacido da temperatura de 92°C para 95°C, reassociagao, em que a
temperatura é rapidamente reduzida para 35°C a 60°C, e extensdo que ocorre
quando a temperatura é elevada para 72°C. Este ciclo é repetido por varias vezes e,
ao final da reagéo, ha uma grande quantidade de DNA de uma sequéncia especifica
de interesse. Os produtos da PCR podem ser visualizados em gel de agarose. Esta
visualizacdo €& possivel com auxilio de substancias intercalantes, que quando
presente no gel se intercala entre as bases nitrogenadas no DNA e o torna visivel
com absorgcao de um comprimento de onda menor e emissdo de um comprimento de

onda maior de luz ultravioleta (Mullis & Faloona, 1987).

O gene mitocondrial D-loop, além dos locos microssatélites serdao os
marcadores moleculares utilizados como ferramenta neste estudo, entdo para
melhor entendimento da metodologia adotada e das formas de analises, estes seréo

abordados de forma mais detalhada a seguir.

1.6. Regiao controle do DNA mitocondrial (D-loop)

Analises do genoma mitocondrial constituem uma importante ferramenta para
a investigacdo de processos evolutivos, filogeograficos, filogenéticos, além de

estudos de genética populacional (Rokas et al., 2003).

O DNA mitocondrial, em animais, caracteriza-se por ser uma molécula de
DNA pequena e circular, com tamanho variavel (14 a 40kb). Nao possui histonas,
tampouco sistema de reparo, ficando exposto a agdao degenerativa de radicais livres
de oxigénio gerados pelo processo de fosforilagdo oxidativa (Chinnery et al., 2000).
Apresenta uma organizagdo gendOmica compacta, auséncia de introns, poucas
regides intergénicas, haploidia, auséncia de recombinacdo e raramente apresenta
sequéncias nucleotidicas duplicadas e sequéncias nao codificadoras (Meyer,1994;
Boore,1999; Garesse et al.,1997).

A regido controle é a maior regido nao codificadora e também a mais variavel
do genoma mitocondrial dos animais. E caracterizado pelo displacement loop (D-
loop), que corresponde a regido de origem de replicacao da fita H do DNAmt (Meyer,

1994). A taxa de evolucdo da regido controle € de duas a cinco vezes mais alta do
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que a dos genes que codificam proteinas mitocondriais, acumulando mutagdes
principalmente na extremidade 5°. Portanto, a regido controle tem sido a principal
sequéncia do DNAmt utilizada em estudos da variagdo genética inter e
intraespecifica e para a avaliagdo do parentesco entre espécies filogeneticamente
muito proximas (Meyer, 1994; Faber & Stepien, 1997; Sivasundar et al., 2001; Prioli
et al., 2002; Rognon & Guyomard, 2003).

Alguns trabalhos tém tentado elucidar os processos evolutivos que moldaram
os atuais padrdes filogeograficos dos felideos neotropicais, usando para isso a
regido controle do DNAmt como ferramenta molecular. Dentre eles podemos
destacar o trabalho de Eizirik et al., (1998) que abrangeu a distribuicao de L. pardalis
e L. wiedii na América Central e do Sul. Utilizando o sequenciamento da regiao
controle do DNAmt. Os resultados mostraram niveis significativos de estruturagao
genética, o que possivelmente pode ter sido moldado por uma distribuigao
fragmentada por alteragdes recentes do habitat ou por barreiras pré-histéricas. Foi
visto ainda que dentro de ambas as espécies existem unidades evolutivamente

distintas, que devem ser conservadas e manejadas como entidades separadas.

1.7. Microssatélites

A origem termo SSR — Simple Sequence Repeats, ou STR — Short Tandem
Repeats, mais tarde chamados de microssatélites, se deu devido ao fato dos
genomas dos eucariotos serem densamente povoados por diferentes classes, mais
ou menos complexas, de sequéncias repetidas (Hamada et al., 1982; Tautz & Renz,
1984). Basicamente, os microssatélites consistem em sequéncias de 1 a 6

nucleotideos repetidas lado a lado (Goldstein & Schlottrer, 1999).

Estes marcadores estdo entre as regides genOmicas com maior taxa de
evolugdo (Goldstein & Schlottrer, 1999). Isto faz com que microssatélites tenham
varios alelos em cada loco, o que permite uma identificacdo individual acurada e
estimativas populacionais precisas. Além disso, por apresentarem tamanho
pequeno, estes marcadores podem ser recuperados de amostras com DNA

degradado, como pélos, ossos e fezes (Taberlet et al., 2001).
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Apesar das sequéncias microssatélites variarem de um individuo para o outro,
as sequéncias de DNA que as flanqueiam sao bastante conservadas entre
individuos da mesma espécie. Conhecendo essas regidbes € possivel desenhar
primers especificos para essas regides adjacentes as sequéncias microssatélites,
possibilitando a amplificagdo via PCR dos fragmentos que contém o DNA repetitivo
em diferentes gendtipos. Observa-se ainda que, pelo menos em genomas animais,
ocorre conservagao dessas regides entre espécies relacionadas, tornando possivel,
em alguns casos, a utilizagdo desses marcadores entre espécies, géneros ou até
familias, usando-se primers heterdlogos (Burland et al., 2001; Williamson et al.,
2002; Garner et al., 2004; Lau et al., 2004; Roth et al., 2006; Miotto et al., 2007).

Os produtos da amplificagdo podem ser visualizados em gel de poliacrilamida
desnaturante ou ndo desnaturante, em gel de agarose de alta resolugao ou por meio
de primers fluorescentes em sequenciador automatico, e o polimorfismo entre as
bandas sera decorrente dos tamanhos diferentes de elementos simples repetidos.
Cada segmento de DNA representa um alelo daquele loco especifico (Souza, 2001;
Alves, 2002; Borém & Caixeta, 2006). O alto poder discriminatério deste marcador é
uma caracteristica importante que merece destaque, motivo pelo qual é amplamente
utilizado em estudos de genética de populagdes, analises de paternidade e forense
(Oliveira et al., 2006).

2. Problema

Predadores de topo de cadeia alimentar, como a jaguatirica e gato-maracaja,
sdao importantes componentes ecoldgicos dos ecossistemas, pois atuam como
requladores das populagcbes de presas. Porém essas espécies se encontram
ameagadas de extingdo principalmente devido a fragmentagdo de seus habitats,
caca e atropelamentos. Considerando-se que dentro das espécies de felinos do
género Leopardus ja se tem caracterizado eventos de hibridagdo entre algumas
espécies, o presente estudo fez-se necessario no sentido de se ampliar os
conhecimentos da biologia das espécies em questdo e investigar a ocorréncia ou

nao deste evento em L. pardalis e L. wiedii na Amazébnia. Podendo desta forma

12



responder a futuras questbes acerca de como conservar essas especies ou

populacdes.

Neste sentido, o presente trabalho, utilizando-se além de uma ampla

amostragem, uma abordagem multiloci, testou as seguintes hipoteses:

v O Rio Amazonas & uma barreira ao fluxo génico em L. pardalis e L. wiedii;

v" Nao existe introgressao ou hibridagéo entre as espécies L. pardalis e L. wiedii;

3. Objetivos

3.1. Objetivo geral

Este estudo teve como objetivo testar o efeito do Rio Amazonas como barreira
ao fluxo génico em L. pardalis e L. wiedii, e a possivel ocorréncia de hibridagéo e
introgressao genética entre as mesmas. Gerando, desta forma, novas informacdes

sobre as relagbes genéticas e evolutivas entre L. pardalis e L. wiedii na natureza.

3.2. Objetivos especificos

» Correlacionar a filogenia com a distribuicdo geografica em L. pardalis e L.
wiedir;
« \Verificar a presenga ou ndo de compartihamento de haplétipos por

introgressao genética entre L. pardalis e L. Wiedii;

* |dentificar gendtipos hibridos e possiveis zonas de hibridizacdo nas

populagdes amostradas;

* Ampliar os conhecimentos da biologia destas espécies e contribuir para a

elaboracao de programas de manejo e conservagédo adequados.
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4. Material e métodos

4.1 Area de estudo e obtencdo das amostras

Amostras de tecidos (couro/pélos) provenientes de caca ilegal, museus
(colegdes zooldgicas cientificas), atropelamentos e doagdes do IBAMA foram
coletadas entre os anos de 2004 e 2013, totalizando 75 amostras, sendo 49 de L.
pardalis e 26 de L. wiedii, as quais estdo distribuidas, em 23 pontos amostrais, por
toda a regido amazonica (Figura 5.). Estas amostras foram coletadas de forma
oportunista durante expedi¢cdes de campo, realizadas por membros do Laboratdrio
de Evolucéo e Genética Animal (LEGAL), para outros projetos de pesquisa. Durante
estes trabalhos, ribeirinhos e comunitarios foram questionados quanto a posse de
couros de felinos mantidos por membros das comunidades. Ao detentor do material
biolégico também se obteve dados do local exato da coleta, e sempre que possivel
as peles foram fotografadas. E importante ressaltar que, apesar de ilegal, a caca
desses animais ainda € uma pratica muito frequente entre populagdes ribeirinhas de

diversas regides da Amazonia.

As amostras utilizadas neste estudo encontram-se depositadas no Banco de
Tecidos de Genética Animal (CTGA) da Universidade Federal do Amazonas (UFAM)
e tém sido acondicionadas em sacos plasticos zip lock devidamente identificados, e

colocadas em freezer para evitar a proliferagao de fungos.
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Tabela 1. Lista dos individuos analisados no presente estudo, com dados de procedéncia geografica e instituicao

coletora.

Identificagao da amostra

Procedéncia

Instituicao

Leopardus wiedii
Lwi3

Lwi8

Lwi13, Lwi14, Lwi15

Lwi29, Lwi101, Lwi103, Lwi107,
Lwi110, Lwi111, Lwi116

Lwi30
Lwi37
Lwi50, Lwi51

Lwi82, Lwi87, Lwi91, Lwi95,
Lwi96, Lwi97

Lwi129

Lwi131

Lwi144

Lwi156

Leopardus pardalis

Lpa4, Lpa55, Lpa139

Lpa5

Lpa6

Lpal1, Lpa16, Lpa17, Lpa18
Lpa20

Lpa24

Lpa27, Lpa28, Lpa104, Lpa105,
Lpa106, Lpa112, Lpa113,
Lpa115, Lpa117, Lpa147
Lpa33, Lpa73, Lpa74

Lpa35, Lpa36, Lpa146, Lpa154

Lpa38

Tefé — AM, Brasil
Iltacoatiara — AM, Brasil
Sao Gabriel da Cachoeira — AM, Brasil

Guajara-Mirim — RO, Brasil

Médio Rio Purus — AM, Brasil
Presidente Figueiredo — AM, Brasil
Bela Vista — RR, Brasil

Riberalta — Beni, Bolivia

Tefé — AM, Brasil
Localidade desconhecida
Jurua — AM, Brasil

Jutai — AM, Brasil

Rio Preto da Eva — AM, Brasil
Itaituba — PA, Brasil
Baixo Rio Jurua — AM, Brasil
Sao Gabriel da Cachoeira — AM, Brasil
Presidente Figueiredo — AM, Brasil
Coari — AM, Brasil

Guajara-Mirim — RO, Brasil

Localidade desconhecida
Careiro da Varzea — AM, Brasil

Manicoré — AM, Brasil

Universidade Federal do Amazonas
Universidade Federal do Amazonas
Universidade Federal do Amazonas

Universidade Federal do Amazonas

Universidade Federal do Amazonas
IBAMA

Universidade Federal do Amazonas

Universidade Federal do Amazonas

Universidade Federal do Amazonas
IBAMA
Universidade Federal do Amazonas

Universidade Federal do Amazonas

Universidade Federal do Amazonas
Universidade Federal do Amazonas
Universidade Federal do Amazonas
Universidade Federal do Amazonas
Universidade Federal do Amazonas

Universidade Federal do Amazonas

Universidade Federal do Amazonas

IBAMA

Universidade Federal do Amazonas

IBAMA
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Lpad9

Lpa83, Lpad4, Lpa86, Lpa88,
Lpa89, Lpa90, Lpa92, Lpa93,
Lpa98, Lpa99, Lpa100
Lpa128

Lpa130

Lpa133

Lpa140, Lpa141

Lpa155

Lpa157

Lpa162

Bela Vista — RR, Brasil

Riberalta — Beni, Bolivia

Lago Jaraqui (Rio Negro) — AM, Brasil

Tabatinga — AM, Brasil
Nhamunda — AM, Brasil
Humaita — AM, Brasil
Alto Rio Jatapu — AM, Brasil
Jutai — AM, Brasil

Rio Branco — AC, Brasil

Universidade Federal do Amazonas

Universidade Federal do Amazonas

Universidade Federal do Amazonas

IBAMA

Universidade Federal do Amazonas

Universidade Federal do Amazonas

Universidade Federal do Amazonas

Universidade Federal do Amazonas

IBAMA

Legenda

B Leopardus pardalis

A Leopardus wiedii

Figura 5. Mapa esquematico dos pontos amostrados para Leopardus pardalis (quadrados vermelhos) e
Leopardus wiedii (triangulos azuis) no presente estudo. Para vérios pontos tem-se mais de um individuo

registrado.
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4.2. Extracao de DNA

A extracdo de DNA gendmico destas amostras foi realizada através do uso do
kit comercial “DNeasy Tissue Kit — Qiagen Peqlab”, seguido as instrugbes sugeridas
pelo fabricante. E alternativamente, em alguns casos, devido ao fato das extragbes
de DNA com o kit comercial gerarem produtos com baixa quantidade e concentragao

de DNA, foi utilizado o protocolo padréo de fenol/cloroformio (Sambrook et al., 1989).

4.3. Amplificagao DNAmt

O DNA extraido foi amplificado por meio da Reagdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) utilizando um par de primers que flanqueiam parte da regiao controle do DNA
mitocondrial, desenvolvidos para o presente estudo a partir de sequéncias de L.
pardalis e L. wiedii depositadas no GenBank. A amplificagdo da regido controle foi
realizada nas seguintes condigbes: 35-43 ciclos de 45sa 94 °C,45sa52°Ce 1
min30sa72°C.

O produto da amplificagao foi purificado (para a remogao de reagentes nao
utilizados durante a amplificagdo) e precipitado com etanol, de acordo com
recomendagdes do fabricante (Applied Biosystems), ressuspendido em 10ul de
formamida deionizada e posteriormente injetado e resolvido no sequenciador
automatico ABI 3130xI, sendo utilizado, na reacao, primer forward marcado com
cauda M13.

4.4. Amplificagcao dos microssatélites

Foram usados oito locos microssatélites (FCA043, FCAO075, FCAOQ77,
FCA094, FCA293, FCA441, FCA453 e FCAG678), desenvolvidos por Menotti-
Raymond et al. (1999) para o gato doméstico (Felis catus), mas que tém sido
frequentemente utilizados como primers heter6logos em diversos trabalhos
envolvendo espécies de felideos silvestres (por exemplo, Johnson, et al., 1999;
Ernest, et al., 2003; Moreno et al., 2006; Trigo et al., 2008; Uphyrkkina, et al., 2001).
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Estes loci foram selecionados por suas posicdoes em diferentes cromossomos, para
que assim se possa evitar qualquer efeito causado por desequilibrio de ligagao, e
pelo fato de terem se mostrado polimérficos em estudos prévios com outras

espécies de felideos.

Para facilitar a etapa de genotipagem, foram incorporadas caudas M13(-21) a
extremidade 5 do primer foward dos marcadores microssatélites (método de
Schuelke, 2000). As condicdes da reacao de PCR consistiram num ciclo inicial de 5
min a 94°C para a desnaturagdo do DNA; 35 ciclos de: 94°C por 30 segundos,
temperatura de anelamento de 55°C por 1 min, 72° por 1 min. O ciclo de
amplificacdo encerra apds uma extensao final por 10 min a 72°. Para confirmar o
sucesso da amplificacdo, o produto amplificado foi analisado em gel de agarose

(1%) corado com o intercalante de DNA GelRed (Biotum).

Os produtos da PCR foram diluidos 10X em sua concentragdo. Em 3l de
cada produto diluido foi adicionado 7ul de uma mistura de formamida e ET-400 Rox
(marcador de tamanho) para serem resolvidos em sequenciador automatico ABI
3130xl (Applied Biosystem). Os resultados obtidos foram analisados no software
GeneMapper v4.0. visando identificar o gendtipo de todos os locos para cada
individuo. De acordo com a necessidade, esse processo foi repetido uma ou duas
vezes para alguns locos microssatélites, objetivando conhecer com exatiddo o
genotipo de cada individuo amostrado. Apdés a construgdo da matriz de dados

individual para cada loco genotipado foram feitas as analises estatisticas.

5. Analise de dados

5.1. Identificacao morfoldgica

A identificagdo morfolégica dos espécimes constituiu-se basicamente na
analise da morfologia externa das peles, onde foram observados (1) os padrbes de
manchas e pintas, (2) e o comprimento da cauda em relagéo ao corpo, sendo estas,
caracteristicas diagndsticas para a diferenciagdo das duas espécies. O tamanho do

corpo nao foi levado em consideragao pois individuos subadultos de L. pardalis

18



podem assemelhar-se muito a exemplares de L. wiedii, inclusive apresentando as

mesmas proporg¢des corporais (Oliveira & Cassaro, 2005).

A jaguatirica possui um padrdao de manchas com bandas longitudinais, de
tamanho variado e que usualmente sdo bem distintas. Apresenta ainda uma cauda
proporcionalmente curta em relagdo ao tamanho do corpo (Oliveira & Cassaro,
2005). Ja o gato-maracaja se caracteriza por apresentar um padrao de manchas
com grande pintas soélidas e bandas longitudinais, entretanto, as rosetas sao
tipicamente largas, completas e bem espagadas nas laterais. Além disto, a cauda é

proporcionalmente longa em relagéo ao corpo (Oliveira & Cassaro, 2005).

5.2. DNAmt

As sequéncias obtidas foram editadas manualmente no programa Bioedit
(Hall, 1999) e alinhadas com o auxilio da ferramenta Clustal W (Thompson et al.,
1994) a fim de determinar a ordem exata dos nucleotideos de cada amostra. Todas
as regioes insergoes e delegdes foram excluidas manualmente, afim de analisar

somente as regides informativas das sequéncias.

Em complementagdo aos dados morfologicos, as sequéncias do gene
mitocondrial d-loop foram inicialmente utilizadas na identificagdo molecular dos
espécimes amostrados. Esse processo foi baseado na comparacido das sequéncias
obtidas, com as depositadas no banco de dados do GenBank, por meio da
ferramenta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST),

(http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/).

O programa DNAsp (Rozas et al., 2003) foi utilizado para estimar alguns
parametros estatisticos de diversidade genética, tais como: diversidade nucleotidica

(Pi), numero de haplotipos (H), diversidade haplotipica (Hd).

O d-loop foi basicamente o marcador utilizado nas analises filogeograficas. No
entanto, o cityB foi utilizado para verificarmos se obteriamos os mesmos resultados
do d-loop utilizando um gene codificador de proteina, e assim poder ser utilizado
como controle do DNAmt; uma vez que com d-loop poderiamos correr o risco de

obter resultados de copia nucleares e ndo de linhagem mitocondrial.
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Para acessar as relagdes filogenéticas entre os individuos de L. pardalis e L.
wiedii foi utilizado o programa Treefinder (Jobb et al., 2004), onde as relagdes foram
construidas utilizando-se o critério de Maxima Verossimilhanga utilizando as
sequencias dos genes d-loop e cytB (Anexo | e Il), com robustez de 1000 replicas
nao paramétricas de bootstrap. Para esta analise se utilizou o modelo evolutivo
selecionado pelo programa jMODELTEST (Posada, 2008).

As distancias genéticas entre as linhagens foram obtidas pelo programa
MEGA 5 (Tamura et al., 2011) utlizando-se o modelo evolutivo de maxima

verossimilhanca (Tamura & Kumar, 2004).

5.3. Microssatélites

Para o banco de dados de microssatélites, o calculo da heterozigosidade
observada (Ho) e esperada (He), do desequilibrio de ligagao entre os pares de loci e
o teste do equilibrio de Hardy-Weinberg foi utilizado o programa ARLEQUIN 3.5
(Excoffier & Lischer, 2010). Os niveis de significancia foram corrigidos utilizando o

método de Bonferroni (Rice, 1989).

O programa STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard et al., 2000) foi utilizado para
identificar a presenca de individuos hibridos dentro das espécies estudadas. O
meétodo assume Equilibrio de Hardy-Weinberg para cada loco e Equilibrio de Ligacéo
entre os locos dentro de cada populagdo, sendo que a existéncia de desvios do
equilibrio leva a populagéo a ser dividida em subpopulagdes, as quais os individuos

sao alocados.

Neste método, cada individuo amostrado foi designado probabilisticamente
para uma populacao de acordo com as linhagens previamente estabelecidas a partir
dos dados de filogenia. Foi entdo testado o valor de K (nUmero de populacdes) com
maior probabilidade de inferir corretamente o numero de populagdes contidas na
amostragem. Para o valor de K selecionado, foi avaliada a proporgdo média de
adesdo (Q) das populagdes amostradas (L. pardalis e L. wiedii) para os clusters

inferidos, e a proporgao da participacdo de cada individuo nas espécies estudadas

(9).
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As analises foram realizadas usando o modelo de Markov Chain Monte Carlo
(MCMC) de 50.000 interagbes apdés um periodo de burn-in de 100.000 interagoes,

utilizando o modelo “admixture” assumindo frequéncias alélicas correlacionadas.

Adicionalmente o programa R foi utilizado para testar a probabilidade das
linhagens mitocondriais obtidas estarem distribuidas aleatoriamente na regido
amazoOnica. Também foi testada a probabilidade dos individuos hibridos serem
encontrados de forma aleatéria ou de estarem restritos a apenas uma unica regiao
geografica da Amazoénia. Para estes calculos foi utilizado o Teste Exato de Fisher,
que faz uso de tabelas de contingéncia 2X2, para se comparar 2 grupos.
Determinando assim, a probabilidade exata de ocorréncia de uma frequéncia

observada.

6. Resultados

6.1. Identificagao morfolégica

A partir da analise dos padrbes de manchas e pintas, e do comprimento da
cauda em relagédo ao corpo, foi possivel identificar morfologicamente os espécimes

estudados, sendo 49 individuos de L. pardalis e 26 de L. wiedii.

No entanto alguns individuos apresentaram caracteristicas intermediarias
entre L. pardalis e L. wiedii (Figura 6.), o que dificultou a identificagcdo morfolégica de
todos os individuos. Para estes e aqueles que nao possuiam registros fotograficos, a
identificacdo molecular, a partir das sequéncias de DNAmt, auxiliou na definicao

exata dos espécimes estudados.
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Figura 6. Fotos das peles de trés exemplares estudados. Em (A) um L. pardalis, (B) L. wiedii e (C)
individuo de padrao intermediario.

6.2. DNA mitocondrial

Produtos de PCR da Regiao Controle do DNAmt (d-loop) foram sequenciados
para 49 individuos de L. pardalis e 26 individuos de L. wiedii, obtendo um banco de
dados de sequencias de 482pb, destes 174 foram polimérficos e 103 foram
informativos para parciménia nas duas espécies. Para o gene cytB foram obtidas
sequencias de 458pb para 16 individuos de L. pardalis e 13 de L. wiedii, destes 103

foram polimérficos e 83 foram informativos para parcimdnia nas duas espécies.

Para cada banco de dados foram estimados os parametros de diversidade

genética que podem ser visualizados na Tabela 2.
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Tabela 2. Informagdes de diversidade genética dos 2 genes mitocondriais utilizados no estudo. (H)
numero de haplétipos, (Hd) diversidade haplotipica, (Pi) diversidade nucleotidica.

Leopardus pardalis Leopardus wiedii
H Hd Pi H Hd Pi
d-loop 16 0,762 0,02442 19 0,960 0,05418
cytB 13 0,950 0,02667 09 0,949 0,01508

6.3. Relagées filogeograficas entre as espécies

Analises filogenéticas baseadas no método de Maxima Verossimilhanca (MV)
das sequencias de d-loop e cytB apresentaram resultados similares, com particoes
geograficas claras nas arvores das duas espécies. O modelo evolutivo de Hasegawa
— Kishino — Yano (HKY85), foi o modelo evolutivo selecionado pelo programa
JMODELTEST (Posada, 2008), e considera a composi¢cdo molecular desigual entre
as bases e diferencas na taxa de substituicdo nucleotidica (transicao e transversao).
Este modelo foi usado nas analises de MV. As arvores de MV obtidas para as
sequencias de d-loop e CytB podem ser visualizadas nas figuras 8 e 9,

respectivamente.

Ambas as arvores revelaram a existéncia, bem suportada, de quatro
linhagens distintas ao longo de toda distribuicdo amostral. As linhagens obtidas

foram representadas por Lp1, Lp2, Lw1 e Lw2.

Os espécimes de L. pardalis foram agrupados em dois clados bem
suportados: Lp1 (norte do Rio Amazonas) e Lp2 (sul do Rio Amazonas), os quais
apresentaram suporte de bootstrap de 99% e 79%, respectivamente, baseado nos
dados de d-loop e bootstrap de 91% e 98%, respectivamente, baseado nos dados do
gene cytB. Ja os espécimes de L. wiedii foram agrupados em outros dois clados:
Lw1 (norte do Rio Amazonas) e Lw2 (sul do Rio Amazonas), estes por sua vez
apresentaram suporte de bootstrap de 96% e 89%, respectivamente, baseado nos
dados de d-loop e bootstrap de 58% e 64%, respectivamente, baseado nos dados do

gene cyiB.
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A linhagem Lp1 apresentou uma estruturagdo filogeografica restrita a
microrregiao Amazénica do Rio Negro e a linhagem Lw1 estruturou-se
filogeograficamente nas microrregioes Amazonicas do Japura e Rio Negro.
Similarmente as linhagens Lp2 e Lw2 se concentraram ao sul do Rio Amazonas,
porém ambas nao apresentaram nenhuma estruturacdo filogeografica especifica.
Todos os clados foram identificados como reciprocamente monofiléticos, exceto para

o clado Lp1, que foi retratado como parafilético em relagao a Lp2.

As distancias genéticas entre as linhagens variaram de 5,6%, entre Lw1 e
Lw2, a 10%, entre Lw1 e Lp2, para d-loop e de 2%, entre Lw1 e Lw2, a 7%, entre
Lp1 e Lw2, para o gene cytB. Estes resultados podem ser melhor visualizados nas

tabelas 2 e 3.
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Tabela 3. Estimativas de divergéncia
evolutiva com sequéncias de d-loop entre os
grupos estudados.

Tabela 4. Estimativas de divergéncia
evolutiva com sequéncias de cytB entre os
grupos estudados.

Lp1 Lp2 Lw1 Lw2 Lp1 Lp2 Lw1l Lw2
Lp1 - Lp1 -
Lp2 0,076 - Lp2 0,047 -
Lw1 0,080 0,103 - Lw1 0,063 0,053 -
Lw2 0,065 0,083 0,056 - Lw2 0,065 0,053 0,020 -
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Figura 7. Mapa esquematico com a distribuicdo das linhagens mitocondriais.
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Figura 8. Relagbes filogenéticas entre L. pardalis e L. wiedii baseadas nas analises das sequencias
do gene mitocondrial d-loop.
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6.4. Microssatélites

Foram analisados oito loci autossémicos microssatélites para 44 individuos de
L. pardalis e 25 individuos de L. wiedii. Todos os loci foram polimérficos para as duas

espécies, com um elevado numero de alelos por locus (Tabela 4.).

Tabela 5. Informagdes sobre os 8 microssatélites utilizados no estudo. (NA) numero de alelos, (He)

heterozigosidade esperada, (Ho) heterozigosidade observada.

Leopardus pardalis Leopardus wiedii
NA He Ho NA He Ho
FCA043 12 0,86834 0,77273 13 0,90122 0,80000
FCAQ75 14 0,90361 0,84091 14 0,89306 0,56000
FCAQ77 13 0,91614 0,84091 10 0,88408 0,76000
FCA094 16 0,91902 0,75000 12 0,90449 0,64000
FCA293 07 0,80747 0,47727 07 0,73959 0,36000
FCA441 06 0,65831 0,45455 07 0,65633 0,56000
FCA453 08 0,74660 0,68182 05 0,80408 0,84000
FCAG678 03 0,43391 0,02273 09 0,70449 0,48000

Através da analise dos dados microssatélites pelo método bayesiano
implementado no software STRUCTURE v. 2.3.4, verificou-se que o numero de
populacdes geneticamente distintas com maior probabilidade meédia foi de K=2.
Onde cada uma das duas espécies, divididas a priori em quatro populacdes
mitocondriais (Lp1, Lp2, Lw1 e Lw2), foi associada predominantemente a um dos 2
clusters, apresentando altos valores de associacdo. As duas populacdes de L.
pardalis foram atribuidas ao cluster 2, com a propor¢cao média de adesio sendo de
Q= 0,9681 para Lp1 e de Q=0.8709 para Lp2, e as duas populacbes de L. wiedii
foram agrupadas no cluster 1, com proporc¢des de adesdo sendo de Q=0.9803 para
Lw1 e de Q=0,9907 para Lw2.
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Tanto os 6 individuos pertencentes a linhagem Lw1 quanto os 19 individuos
da linhagem Lw2, todos previamente identificados, com base nas sequéncias de
DNAmt, como sendo L. wiedii, foram agrupados ao cluster 1 com q = 0.94. Dos
individuos previamente identificados como L. pardalis, foram associados ao cluster 2
todos os 5 pertencentes a linhagem Lp1, com propor¢ao de participagdo q = 0,95, e

33 dos 39 individuos da linhagem Lp2 com q = 0,93.

Os 6 individuos restantes da linhagem Lp2 apresentaram proporgdes < 0,90
de participacéo ao cluster 2. Destes, 4 (Lpa28, Lpa86, Lpa88 e Lpa92) tiverem uma
alta probabilidade (g = 0,50) de associagdo ao cluster 1, e os dois individuos
restantes, Lpa90 e Lpa113, apresentaram proporg¢des relativamente baixas (q=0,15
e g=0,16, respectivamente), porém significativas, de participacdo ao cluster 1.
Assumindo um valor g de 0.90 como o limite aceitavel para distinguir individuos
puros de hibridos, como tem sido proposto em estudos similares de hibridagao
(Flamand et al., 2003, Lancaster et al., 2006, Vaha & Primmer, 2006) podemos
considerar, segundo os marcadores utilizados, um total de 6 L. pardalis hibridos na
amostragem total, todos, geograficamente, pertencentes a regido do Cerrado
Beniano, nas proximidades dos municipios de Guajara — Mirim (Ronddnia, Brasil) e

Riberalta (Beni, Bolivia).

De forma complementar, os testes de probabilidade realizados no programa R
revelaram que a probabilidade das linhagens de L. wiedii (Lw1 e Lw2) e de L.
pardalis (Lp1 e Lp2) serem distribuidas de maneira aleatéria na Amazonia € de
p=0,000005201 e p=0,002948 respectivamente. Ja para os 6 individuos hibridos
identificados, a probabilidade deles serem encontrados de maneira aleatéria na
Amazdnia € de p=0,003563.
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Figura 10. Grafico de barras gerado pelo programa STRUCTURE. Cada coluna (linha
vertical) representa um individuo. Cada cor representa grupos ou espécies diferentes
(clusters) e a proporgao das cores em cada coluna representa a probabilidade que
cada individuo tem de pertencer a uma das espécies.

Tabela 6. Proporgado de associagdo dos haplétipos e/ou gendtipos de cada individuo aos clusters
inferidos pela andlise Bayesiana do programa STRUCTURE. Cada coluna contém o valor de “q” para
cada individuo em cada cluster populacional. O asterisco (*) indica os individuos hibridos identificados
no presente estudo

ID. Cluster 1 Cluster 2 ID. Cluster 1 Cluster 2
Lwi003 0.9940 0.0060 Lpa038 0.0092 0.9909
Lwi008 0.9948 0.0053 Lpa049 0.0117 0.9883
Lwi013 0.9948 0.0052 Lpa055 0.0117 0.9883
Lwi029 0.9941 0.0059 Lpa073 0.0273 0.9727
Lwi030 0.9917 0.0083 Lpa074 0.0273 0.9727
Lwi082 0.9954 0.0046 Lpa083 0.0108 0.9892
Lwi087 0.9837 0.0163 Lpa084 0.0218 0.9782
Lwi091 0.9909 0.0092 Lpa086* 0.9281 0.0718
Lwi095 0.9952 0.0048 Lpa088* 0.7957 0.2043
Lwi096 0.9869 0.0131 Lpa089 0.0136 0.9864
Lwi097 0.9867 0.0134 Lpa090* 0.1580 0.8421
Lwi101 0.9908 0.0092 Lpa092* 0.5767 0.4233
Lwi103 0.9938 0.0062 Lpa093 0.0206 0.9794
Lwi110 0.9904 0.0096 Lpa098 0.0412 0.9588
Lwi111 0.9946 0.0054 Lpa099 0.0115 0.9885
Lwi116 0.9748 0.0252 Lpa100 0.0092 0.9908
Lwi131 0.9931 0.0069 Lpa105 0.0111 0.9889
Lwi144 0.9939 0.0061 Lpa106 0.0079 0.9921
Lwi156 0.9829 0.0171 Lpa112 0.0400 0.9601
Lwi169 0.9853 0.0147 Lpa113* 0.1676 0.8323
Lwi014 0.9905 0.0095 Lpal117 0.0261 0.9739
Lwi015 0.9416 0.0583 Lpa139 0.0245 0.9755
Lwi037 0.9886 0.0114 Lpa140 0.0416 0.9585
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Lwi051 0.9855 0.0145 Lpa141 0.0182 0.9819
Lwi129 0.9900 0.0100 Lpa146 0.0304 0.9697
Lpa005 0.0131 0.9869 Lpa147 0.0290 0.9710
Lpa006 0.0630 0.9370 Lpa154 0.0075 0.9925
Lpa011 0.0098 0.9902 Lpa157 0.0186 0.9814
Lpa016 0.0201 0.9799 Lpa162 0.0123 0.9877
Lpa018 0.0319 0.9681 Lpa165 0.0270 0.9731
Lpa024 0.0836 0.9164 Lpa004 0.0313 0.9687
Lpa027 0.0398 0.9602 Lpa020 0.0236 0.9765
Lpa028* 0.7876 0.2125 Lpa133 0.0335 0.9666
Lpa035 0.0082 0.9919 Lpa155 0.0443 0.9557
Lpa036 0.0348 0.9652
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7. Discussao

7.1. Rios como barreira

Os espécimes de L. pardalis foram agrupados em dois clados Lpa1 (norte do
Rio Amazonas) e Lpa2 (sul do Rio Amazonas), os padrdes filogeograficos
observados nestas linhagens apontam para um importante episddio geografico que
dividiu a populagdo por um periodo significativo de tempo. A provavel causa para
essa subdivisdo parece ser uma barreira histérica imposta pelos rios Negro-
Amazonas, uma vez que, cada grupo filogenético ocorre em apenas uma das
margens do rio. Ja os espécimes de L. wiedii foram agrupados em outros dois
clados: Lwi1 (norte do Rio Amazonas) e Lwi2 (sul do Rio Amazonas), e os padrdes
filogeograficos observados parecem ser concordantes, em varios aspectos, aos de
jaguatirica, uma vez que existe uma clara subdivisdo entre linhagens de margens
opostas do Rio Amazonas, o0 que possivelmente tenha sido causado pelo mesmo

evento histérico que dividiu as populag¢des de jaguatirica.

Pelo exposto, nossos resultados claramente suportam a hipdtese de rios
como barreiras. A hipotese de diversificacdo, dos rios como barreira histérica, foi
proposta primariamente por Wallace (1852), que através de observagbes de
espécies de primatas, separadas pelos grandes rios amazdnicos, dividiu a bacia em
quatro dominios biogeograficos principais, delimitados pelos rios Amazonas —
Solimbes, Negro e Madeira. Essa hipbétese propde que grandes populagdes
ancestrais foram fragmentadas em subpopulagées durante o estabelecimento dos
grandes rios numa regido antes de floresta continua (Sick,1967). Os rios agem entao
como uma barreira ao fluxo génico, favorecendo assim a diversificagdo entre as

populagdes isoladas por estes (Gascon et al., 1998).

Quatro suposi¢des derivadas da hipotese de rios como barreiras podem ser
testadas usando-se o enfoque filogeografico: (i) populagdes reciprocamente
monofiléticas para os haplétipos do DNA mitocondrial ocorrerdo em margens
opostas dos grandes rios apos ter decorrido tempo suficiente para a separagao das
linhagens; (i) a divergéncia genética entre populagdes sera positivamente

correlacionada com a presenca de rios separando-as mesmo depois de removidos
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os efeitos da distancia geografica; (iii) a divergéncia genética entre populacdes
separadas por um rio sera maior na regiao de desembocadura do que na cabeceira;
e (iv) os rios atuardo como areas de diferenciacdo primaria em vez de contato
secundario das linhagens (Funk et al., 2007).

Evidéncias para suportar a hipétese de rios como barreira sdo variaveis.
Estudos filogeograficos envolvendo felideos sul-americanos, em particular, tem
evidenciado o efeito dos rios como barreira para o deslocamento das espécies,
como observado em jaguatirica (L. pardalis) e gato-maracaja (L. wiedii) ao longo dos
rios Negro e Amazonas em trabalho desenvolvido por Eizirik et al. (1998). Johnson
et al. (1999) ressaltam a influencia da Bacia do Rio Amazonas no isolamento das
linhagens de L. trigrinus das Américas Central e do Sul. Ja estudos realizados com
onga-pintada (Panthera onca) revelaram pouca estrutura filogeografica, no entanto,
grandes barreiras geograficas como o Rio Amazonas e o estreito de Darien, entre o
norte da América do Sul e América Central parecem ter restringido o fluxo genético
nesta espécie, produzindo uma mensuravel diferenciacdo genética (Eizirik et al.,
2001).

No entanto, esta divergéncia genética ao longo das margens, entre as
populacdes irmas, tende a ser reduzida a medida que se aproxima das cabeceiras
dos rios, pois ha um aumento na taxa de fluxo génico a medida que ha uma
diminui¢do na largura do rio, podendo resultar na formagado de zonas de contato
(Haffer, 1997; Lougheed et al., 1999; Patton et al., 1994).

Neste sentido, a hipétese de rios como barreira nao € um modelo estritamente
alopatrico, devido as taxas de migracao entre margens opostas serem diferente de
zero, especialmente nas cabeceiras. Fato este que pode ser a provavel explicacao
para a ocorréncia de sete individuos de jaguatirica (Lpa11, Lpa16, Lpa17, Lpa18,
Lpad49, Lpa55 e Lpal139) da linhagem Lp2 e um de gato-maracaja (Lwi13) da
Linhagem Lw2 ao norte do Rio Amazonas, sendo a maioria destes pertencentes a

localidade de Sao Gabriel da Cachoeira (Amazonas, Brasil).

A andlise das sequencias de DNA mitocondrial do banco de dados obtido
revelaram que as espécies envolvidas no presente estudo sido reciprocamente

monofiléticas, ndo havendo introgressdao do genoma mitocondrial de uma espécie
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em outra. Estes resultados diferem do que foi observado por Johnson et al. (1999),
onde foram registrados 9 individuos identificados morfologicamente como L. tigrinus
agrupados no clado de L. colocolo. Mais recentemente em trabalho desenvolvido por
Trigo et al. (2008), utilizando DNA mitocondrial e marcadores microssatélites,
registrou-se 8 individuos de L. geoffroyi e 1 de L. colocolo agrupados no clado de L.
tigrinus, 6 L. tigrinus no clado de L. geoffroyi e 5 L. tigrinus incluidos no clado de L.
colocolo, em uma estreita zona de contacto que inclui o sul do Brasil. Estes
resultados observados por estes autores forneceram indicios da existéncia de
eventos de hibridacdo envolvendo as espécies do género Leopardus, o que foi

confirmado principalmente através da analise dos marcadores nucleares.

7.2. Hibridagcao entre L. pardalis e L. wiedii

Ao contrario do observado com os dados de DNA mitocondrial, as analises
com marcadores microssatélites forneceram evidéncias da ocorréncia de hibridacao
entre L. pardalis e L. wiedii, os resultados obtidos pelo programa STRUCTURE
claramente mostram a introgressao génica de individuos de L. wiedii da linhagem
Lwi2 em individuos de L. pardalis da linhagem Lpa2. Um fato que pode explicar este
padrdo é a notavel diferenca de tamanho entre jaguatirica e gato-maracaja.
Entretanto, fémeas subadultas de L. pardalis podem assemelhar-se a exemplares
machos de L. wiedii, apresentando propor¢des corporais semelhantes (Oliveira &
Cassaro, 2005). Este pode ser um fator determinante para a ocorréncia de
hibridagcdo entre estas espécies, além disso, a heranga uniparental do genoma
mitocondrial (origem materna) impossibilita a introgressdo do genoma mitocondrial

de L wiedii em L pardalis.

A visao tradicional de que a hibridacdo € um fendmeno raro em animais, e
com pouca influéncia na especiacdo e evolugcdo, vem sendo cada vez mais
desafiada, uma vez que tem se tornado evidente que um grande numero de
espécies geneticamente distintas se cruzam regularmente, mesmo que apenas uma
pequena fracdo da populagao possa estar envolvida (Dowling & Secor, 1997; Barton,

2001; Mallet, 2005). A hibridacdo tem provado ter, através da introgressdo, uma
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importante influéncia em varios fendbmenos evolutivos, como a origem de caracteres
evolutivos, irradiacao adaptativa e especiagcao (Dowling & Secor, 1997; Seehausen,
2004).

Todos os individuos hibridos (n=6) identificados no presente estudo sé&o,
geograficamente, pertencentes a regido do Cerrado Beniano (Nordeste da Bolivia),
nas proximidades dos municipios de Guajara — Mirim (Rondénia, Brasil) e Riberalta
(Beni, Bolivia), sendo esta, considerada no presente trabalho como a zona hibrida
para L. pardalis e L. wiedii (Figura 11.).

/

Riberalta _ Lgualara - Mirim

- Savana Beniana

Figura 11. Mapa evidenciando a regido das savanas de Beni, nas proximidades do
municipios de Riberalta e Guajara-mirim.

O Cerrado Beniano é uma regido de savanas arborizadas, que sao
sazonalmente inundadas (Hanagarth & Beck 1996). Esta apresenta trés
caracteristicas proprias e bem conhecidas. Em primeiro lugar, essa area permite a
convergéncia de espécies pertencentes a trés diferentes areas biogeograficas,
Amazoénia, Cerrado e Gran Chaco, (Moraes & Beck, 1992; Hanagarth & Beck, 1996).

Isto permite o surgimento de populagdes compostas por espécies com diferentes
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afinidades biogeograficas. Por outro lado, a composi¢cao vegetal e sua distribuigao
espacial estao intimamente relacionadas ao relevo. De um modo geral, quatro tipos
de ambientes estdo presentes nesta regido: florestas inundadas, florestas secas,
savanas secas, e savanas umidas (Walker, 2008). Em terceiro lugar, a dinamica de
inundacdo durante a estagao chuvosa provavelmente cria ciclos de contragdao e
expansao das areas, resultando em fragmentagdes temporais e isolamento das
populagdes. Como resultado destes processos, ndo sé a diversidade regional é
relativamente alta (Beck & Moraes, 1997; Beck & Moraes, 2004), mas os niveis de

adaptacao a enchentes sédo notaveis (Luttge, 1997).

Apesar de L. pardalis e L. wiedii serem espécies simpatricas, elas possuem
nichos ecoldgicos diferentes, o que gera uma importante barreira ecolégica entre
estas espécies. No entanto, este cenario de inundagdo causando fragmentagao
natural de habitat da regido do Cerrado Beniano proporcionaria um contato mais
proximo entre estas espécies, em areas isoladas pela cheia. Tal cenario somado a
uma divergéncia evolutiva recente, e a uma barreira pré-zigética provavelmente
ainda incipiente, poderia favorecer para a ocorréncia de hibridagdo entre as

mesmas.

Investigacbes futuras abordando diferentes aspectos ecolégicos, tais como,
eventos geoldgicos, sazonalidade, selecdo ambiental, bem como processos
historicos de expansdes populacionais e dispersdao, além da antropizagdo do
ambiente serdo importantes para a compreensao do surgimento e manutencéo de
zonas hibridas (Harrison, 1993; Hewitt, 2001), e no caso especifico entre L. pardalis
e L. wiedii, uma vez que o surgimento da mesma se da em resposta direta a estas

diferentes pressdes exercidas no ambiente.
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8. Concluséao

Os resultados obtidos no presente estudo permitem concluir que:

O Rio Amazonas é uma barreira ao fluxo génico tanto em L. pardalis quanto
em L. wiedii.

Existem duas linhagens principais tanto para L. pardalis, quanto para L. wiedli,
estando estas separadas pelo rio Amazonas.

As linhagens de L. pardalis e L. wiedii ndo estédo distribuidas aleatoriamente
na Amazoénia.

A hibridizagao é assimétrica e a introgressao ocorre de forma unidirecional, de
L. wiedii para L. pardalis.

Uma zona de hibridagao foi identificada nesse estudo, a regido das savanas
de Beni, na Bolivia.

A hibridacao entre L. pardalis e L. wiedii nao ocorre de maneira aleatéria na
regido amazoénica, estando restrita as savanas de Beni.
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Anexo |

Sequéncias parciais da Regidao Controle do DNA mitocondrial obtidas para L.

pardalis e L. wiedii. Os numeros acima correspondem as posi¢coes dos sitios

sequenciados.

[

[
Lwi0O03
LwiO13
Lwi029
Lwi095
Lwi097
LwilO1l
LwilOQ7
Lwi030
Lwi082
Lwi096
LwilO3
Lwilll
Lwi0O08
LwiO91
Lwillé
LwillO
Lwil3l
Lwild4
Lwi087
Lwil56
Lwil29
Lwi037
LwiO51
LwiO14
Lpal04
Lpa020
Lpal33
Lpalb5
Lpa006
Lpa0ll
Lpa024
Lpa028
Lpa033
Lpa035
Lpa036
Lpa073
Lpa074
Lpa083
Lpal84
Lpa089
Lpa092
LpalO6
Lpall3
Lpal39
Lpal4dl
Lpa055
Lpa038
Lpa005
Lpa090
Lpa093
Lpal30
Lpal4do6
Lpaléd’
Lpalb54
Lpalb7
Lpal62
Lpa098

111111111122222222223333333333444444444455555555556666666666777777777]
123456789012345678901234567890123456789012345678901234567890123456789012345678]
AAAAAACTAACCCCATAACTTCCATAATTCATATATTGCATACACTCATACTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTTATTTA
AAAAAACTAACCCCATAACTTCCATAATTCATATATTGCATACACTCATACTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTTATTTA
AAAAAACTAACCCCATAACTTCCATAATTCATATATTGCATACACTCATACTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTTATTTA
AAAAAACTAACCCCATAACTTCCATAATTCATATATTGCATACACTCATACTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTTATTTA
AAAAAACTAACCCCATAACTTCCATAATTCATATATTGCATACACTCATACTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTTATTTA
AAAAAACTAACCCCATAACTTCCATAATTCATATATTGCATACACTCATACTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTTATTTA
AAAAAACTAACCCCATAACTTCCATAATTCATATATTGCATACACTCATACTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTTATTTA
AAAAAACTAACCCCATAACTTCCATAATTCATATATTGCATACACCCATACTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTTATTTA
AAAAAACTAACCCCATAACTTCCATAATTCATATATTGCATACACCCATACTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTTATTTA
AAAAAACTAACCCCATAACTTCCATAATTCATATATTGCATACACCCATACTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTTATTTA
AAAAAACTAACCCCATAACTTCCATAATTCATATATTGCATACACCCATACTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTTATTTA
AAAAAACTAACCCCATAACTTCCATAATTCATATATTGCATACACCCATACTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTTATTTA
AAAAAACTAACCCCATAACTTCCATAATTCATATATTGCATACACCCATACTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTTATTTA
AAAAAACTAACCCCATAACTTCCATAATTCATATATTGCATACACCCATACTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTTATTTA
AAAAAACTAACCCCATAACTTCCATAATTCATATATTGCATACACCCATACTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTTATTTA
AAAAAACTAACCCCATAACTTCCATAATTCATATATTGCATACACCCATACTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTTATTTA
AAAAAACTAACCCCATAACCTCCATAATTCATATATTGCATACACCCATACTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTTATTTA
AAAAAACTAACCCCATAACTTCCATAATTCATATATTGCATACACCCATACTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTTATTTA
AAAAAACTAACCCCATAACTTCCATAATTCATATATTGCATACACTCATACTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTTATTTA
AAAAAACTAACCCCATAACTTCCATAATTCATATATTGCATACACTCATACTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTTATTTA
AAAAAACCAACCCCATGACTTCCATAATTCATATATTGCATACACCCATACTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTTATTTA
AAAAAACCAACCCCATGACTTCCATAATTCATATATTGCATACACTCATACTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTTATTTA
AAAAAACCAACCCCATGACTTCCATAATTCATATATTGCATACACTCATACTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTTATTTA
AAAAAACCAACCCCATGACTTCCATAATTCATATATTGCATACACTCATACTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTTATTTA
AAAAAACCAACCCTATGACTTCCATAATTCATATATTGCATATACTCATACTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTCATTTA
AAAAAACCAACCCTATGACTTCCATAATTCATATATTGCATATACTCATACTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTCATTTA
AAAAAACCAACCCTATGACTTCCATAATTCATATATTGCATATACTCATACTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTCATTTA
AAAAAACCAACCCTATGACTTCCATAATTCATATATTGCATATACTCATACTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTCATTTA
AAAAAACTAACCCCATGACTTCCATAATTCATATATTGCATATACCCATGCTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTTATTTA
AAAAAACTAACCCCATGACTTCCATAATTCATATATTGCATATACCCATGCTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTTATTTA
AAAAAACTAACCCCATGACTTCCATAATTCATATATTGCATATACCCATGCTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTTATTTA
AAAAAACTAACCCCATGACTTCCATAATTCATATATTGCATATACCCATGCTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTTATTTA

AAAAAACTAACCCCATGACTTCCATAATTCATATATTGCATATACCCATGCTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTTATTTA
AAAAAACTAACCCCATGACTTCCATAATTCATATATTGCATATACCCATGCTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTTATTTA
AAAAAACTAACCCCATGACTTCCATAATTCATATATTGCATATACCCATGCTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTTATTTA
AAAAAACTAACCCCATGACTTCCATAATTCATATATTGCATATACCCATGCTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTTATTTA
AAAAAACTAACCCCATGACTTCCATAATTCATATATTGCATATACCCATGCTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTTATTTA
AAAAAACTAACCCCATGACTTCCATAATTCATATATTGCATATACCCATGCTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTTATTTA
AAAAAACTAACCCCATAACTTCCATAATTCATATATTGCATATACCCATGCTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTTATTTA
AAAAAACTAACCCCATGACTTCCATAATTCATATATTGCATATACCCATGCTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTTATTTA
AAAAAACTAACCCCATGACTTCCATAATTCATATATTGCATATACCCATGCTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTTATTTA
AAAAAACTAACCCCATGACTTCCATAATTCATATATTGCATATACCCATGCTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTTATTTA
AAAAAACTAACCCCATGACTTCCATAATTCATATATTGCATATACCCATGCTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTTATTTA
AAAAAACTAACCCCATGACTTCCATAATTCATATATTGCATATACCCATGCTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTTATTTA
AAAAAACTAACCCCATGACTTCCATAATTCATATATTGCATATACCCATGCTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTTATTTA
AAAAAACTAACCCCATGACTTCCATAATTCATATATTGCATATACCCATGCTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTTATTTA
AAAAAACTAACCCCATGACTTCCATAATTCATATATTGCATATACCCATGCTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTTATTTA
AAAAAACTAACCCCATGACTTCCATAATTCATATATTGCATATACCCATGCTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTTATTTA
AAAAAACTAACCCCATGACTTCCATAATTCATATATTGCATATACCCATGCTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTTATTTA
AAAAAACTGACCCCATGACTTCCATAATTCATATATTGCATATACCCATGCTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTTATTTA
AAAAAACTAACCCCATGACTTCCATAATTCATATATTGCATATACCCATGCTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTTATTTA
AAAAAACTAACCCCATGACTTCCATAATTCATATATTGCATATACCCATGCTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTTATTTA
AAAAAACTAACCCCATGACTTCCATAATTCATATATTGCATATACCCATGCTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTTATTTA
AAAAAACTAACCCCATGACTTCCATAATTCATATATTGCATATACCCATGCTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTTATTTA
AAAAAACTAACCCCATGACTTCCATAATTCATATATTGCATATACCCATGCTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTTATTTA
AAAAAACTAACCCCATGACTTCCATAATTCATATATTGCATATACCCATGCTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTTATTTA
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Lpa099
Lpal0O0
Lpal05
Lpall7
LpalO4
Lpall2
Lpal4d0
Lpal4d9
LpalOlé6
Lpa018
Lpa027
Lpa086
Lpa088
Lpall5
Lpal28
Lpa017

[

[

[
Lwi003
Lwi013
Lwi029
Lwi095
Lwi097
LwilOl
Lwil07
Lwi030
Lwi082
Lwi096
LwilO3
Lwilll
Lwi008
Lwi091
Lwillé
LwillO
Lwil3l
Lwiléd4
Lwi087
Lwil56
Lwil29
Lwi037
LwiO51
LwiO14
Lpal04
Lpa020
Lpal33
Lpalb5
Lpa006
Lpa0ll
Lpal24
Lpa028
Lpa033
Lpa035
Lpa036
Lpa073
Lpa074
Lpa083
Lpa084
Lpa089
Lpal092
Lpal06
Lpall3
Lpal39
Lpaldl
Lpa055
Lpa038
Lpa005
Lpa090

AAAAAACTAACCCCATGACTCCCATAATTCATATATTGCATATACCCATGCTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTTATTTA
AAAAAACTAACCCCATGACTTCCATAATTCATATATTGCATATACCCATGCTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTTATTTA
AAAAAACTAACCCCATGACTTCCATAATTCATATATTGCATATACCCATGCTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTTATTTA
AAAAAACTAACCCCATGACTTCCATAATTCATATATTGCATATACCCATGCTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTTATTTA
AAAAAACTAACCCCATGACTTCCATAATTCATATATTGCATATACCCATGCTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTTATCTA
AAAAAACTAACCCCATGACTTCCATAATTCATATATTGCATATACCCATGCTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTTATCTA
AAAAAACTAACCCCATGACTTCCATAATTCATATATTGCACATACCCATGCTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTTATTTA
AAAAAACTAACCCCATGACTTCCATAATTCATATATTGCATATACCCATGCTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTTATTTA
AAAAAACTAACCCCATGACTTCCATAATTCATATATTGCATATACCCATGCTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTTATTTA
AAAAAACTAACCCCATGACTTCCATAATTCATATATTGCATATACCCATGCTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTTATTTA
AAAAAACTAACCCCATGACTTCCATAATTCATATATTGCATATACCCATGCTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTTATTTA
AAAAAACTAACCCCATGACTTCCATAATTCATATATTGCATATACCCATGCTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTTATTTA
AAAAAACTAACCCCATGACTTCCATAATTCATATATTGCATATACCCATGCTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTTATTTA
AAAAAACTAACCCCATGACTTCCATAATTCATATATTGCATATACCCATGCTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTTATTTA
AAAAAACTAACCCCATGACTTCCATAATTCATATATTGCATATACCCATGCTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTTATTTA
AAAAAACTAACCCCATGACTTCCATAATTCATATATTGCATATACCCATGCTGTGCTTGCCCAGTATGTCTTTATTTA

111111111111111111111111111111111111111111111111111111111]
788888888889999999999000000000011111111112222222222333333333344444444445555555]
901234567890123456789012345678901234567890123456789012345678901234567890123456]

CCACAAAAACAAGTAA-AAACCCCCTATCACTACGCTAGAAACACATAACGCAAAA-———————————————— CCAAC
CCACAAAAACAAGTAA-AAACCCCC-ATCACTACGCTAGAAACACATAACGCAAAAA-——————————————=— CCAAC
CCACAAAAACAAGTAA-AAACCCCCTATCACTACGCTAGAAACACATAACGCAAAA-———————————————— CCAAC
CCACAAAAACAAGTAA-AAACCCCCTATCACTACGCTAGAAACACATAACGCAAAA-———————————————— CCAAC
CCACAAAAACAAGTAA-AAACCCCCTATCACTACGCTAGAAACACACAACGCAAAA-———————————————— CCAAC
CCACAAAAACAAGTAA-AAACCCCCTATCACTACGCTAGAAACACATAACGCAAAA-———————————————— CCAAC
CCACAAAAACAAGTAA-AAACCCCCTATCACTACGCTAGAAACACATAACGCAAAA-———————————————— CCAAC
CCACAAAAACAAGTAA-AAACCCCCTATCACTACGCTAGAAACACATAACGCAAAA-———————————————— CCAAC
CCACAAAAACAAGTAA-AAACCCCCTATCACTACGCTAGAAACACATAACGCAAAA-———————————————— CCAAC
CCACAAAAACAAGTAA-AAACCCCCTATCACTACGCTAGAAACACATAACGCAAAA-———————————————— CCAAC
CCACAAAAACAAGTAA-AAACCCCCTATCACTACGCTAGAAACACATAACGCAAAA-———————————————=— CCAAC
CCACAAAAACAAGTAA-AAACCCCCTATCACTACGCTAGAAACACATAACGCAAAA-———————————————— CCAAC
CCACAAAAACAAGTAA-AAACCCTCTATCACTACGCTAGAAACACATAACGCAAAA-———————————————— CCAAC
CCACAAAAACAAGTAA-AAACCCTCTATCACTACGCTAGAAACACATAACGCAAAA-———————————————— CCAAC
CCACAAAAACAAGTAA-AAACCCTCTATCACTACGCTAGAAACACATAACGCAAAA-———————————————— CCAAC
CCACAAAAACAAGTAATAAACCCTCTATCACTACGCTAGAAACACATAACGCAAAA-———————————————— CCAAC
CCACAAAAACAAGTAA-AAACCCTCTATCACTACGCTAGAAACACATAACGCAAAA-———————————————— CCAAC
CCACAAAAACAAGTAA-AA-CCCCCTATCACTACGCTAGAAACACATAACGCAAAA-———————————————— CCAAC
CCACAAAAACAAGTAA-AAACCCCCTATCACTACGCTAGAAACACATAACGCAAAA-———————————————— CCAAC
CCACAAAAACAAGTAA-AAACCCCCTATCACTACGCTAGAAACACATAACGCAAAA-———————————————— CCAAC
CCACAAAAACAAGTAA-AAACCCCTTATCACCACACTACAAACGCATAACGCTAAA--CCAACCCACCAGTCACCAAC

CCACAAAAACAAGTAA-AAACCCCCTATCACCACACTACAAACGCATAACGCTAAA--CCAACCCACCAGTCACCAAC
CCACAAAAACAAGTAA-AAACCCCTTATCACCACACTACAAACGCATAACGCTAAA--CCAACCCACCAGTCACCAAC
CCACAAAAACAAGTAA-AAACCCCC-ATCACCACACTACAAACGCATAACGCAAAG--CCAACCCACCAGTCACCAAC
CCACAAAAACAAGTAA-AA--CCCCTGTTACCGCGCCACAAACGCATAACGTAAAA--TCACCTCATCAACCACCAAC
CCACAAAAACAAGTAA-AA--CCCCTGTTACCACGCCACAAACGCATAACGTAAAA--TCACCTCATCAATCACCAAC
CCACAAAAACAAGTAA-AA--CCCCTGTTACCACGCCACAAACGCATAACGTAAAA--TCACCTCATCAATCACCAAC
CCACAAAAACAAGTAA-AA--CCCCTGTTACCGCGCCACAAACGCATAACGTAAAA--CCACCTCATCAACCACCAAC
CCATAAAAACAAGTAA-AA--CCCCTATTACCACGCTACAAACGCATAACGCAAAA--TTAACTCATCAACCACCAAC
CCATAAAAACAAGTAA-AA--CCCCTATTACCACGCTACAAACGCATAACGCAAAA--TTAACTCATCAACCACCAAC
CCATAAAAACAAGTAA-AA--CCCCTATTACCACGCTACAAACGCATAACGCAAAA--TTAACTCATCAACCACCAAC
CCATAAAAACAAGTAA-AA--CCCCTATTACCACGCTACAAACGCATAACGCAAAA--TTAACTCATCAACCACCAAC
CCATAAAAACAAGTAA-AA--CCCCTATTACCACGCTACAAACGCATAACGCAAAA--TTAACTCATCAACCACCAAC
CCATAAAAACAAGTAA-AA--CCCCTATTACCACGCTACAAACGCATAACGCAAAA--TTAACTCATCAACCACCAAC
CCATAAAAACAAGTAA-AA--CCCCTATTACCACGCTACAAACGCATAACGCAAAA--TTAACTCATCAACCACCAAC
CCATAAAAACAAGCAA-AA--CCCCTATTACCACGCTACAAACGCATAACGCAAAA--TTAACTCATCAACCACCAAC
CCATAAAAACAAGTAA-AA--CCCCTATTACCACGCTACAAACGCATAACGCAAAA--TTAACTCATCAACCACCAAC
CCATAAAAACAAGTAA-AA--CCCCTATTACCACGCTACAAACGCATAACGCAAAA--TTAACTCATCAACCACCAAC
CCATAAAAACAAGTAA-AA--CCCCTATTACCACGCTACAAACGCATAACGCAAAA--TTAACTCATCAACCACCAAC
CCATAAAAACAAGTAA-AA--CCCCTATTACCACGCTACAAACGCATAACGCAAAA--TTAACTCATCCACCACCAAC
CCATAAAAACAAGTAA-AA--CCCCTATTACCACGCTACAAACGCATAACGCAAAA--TTAACTCATCAACCACCAAC
CCATAAAAACAAGTAA-AA--CCCCTATTACCACGCTACAAACGCATAACGCAAAA--TTAACTCATCAACCACCAAC
CCATAAAAACAAGTAA-AA--CCCCTATTACCACGCTACAAACGCATAACGCAAAA--TTAACTCATCAACCACCAAC
CCATAAAAACAAGTAA-AA--CCCCTATTACCACGCTACAAACGCATAACGCAAAA--TTAACTCATCAACCACCAAC
CCATAAAAACAAGCAA-AA--CCCCTATTACCACGCTACAAACGCATAACGCAAAA--TTAACTCATCAACCACCAAC
CCATAAAAACAAGTAA-AA--CCCCTATTACCACGCTACAAACGCATAGCGCAAAAA-TTAACTTACCAACCACCAAC
CCATAAAAACAAGTAA-AA--CCCCTATTACCACACTACAAACGCATAACGCAAAAA-TTAACTTATCAACCACCAAC
CCATAAAAACAAGTAA-AA--CCCCTATTACCACACTACAAACGCATAACGCAAAAA-TTAACTTATCAACCACCAAC
CCATAAAAACAAGTAA-AA--CCCCTATTACCACACTACAAACGCATAACGCAAAAA-TTAACTTATCAACCACCAAC
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Lpa093
Lpal30
Lpald6
Lpald?
Lpalb4
Lpalb7
Lpal62
Lpa098
Lpa099
Lpal00
Lpal0O5
Lpall7?
LpalO4
Lpall2
Lpal40
Lpal4d9
Lpall6
Lpa0l1l8
Lpa027
Lpa086
Lpa088
Lpall5
Lpal28
Lpal0l17

[

[

[
LwiOO03
LwiO13
Lwi029
Lwi095
Lwi097
LwilOl
LwilO7
Lwi030
Lwi082
Lwi096
LwilO03
Lwilll
Lwi008
Lwi091
Lwillé
LwillO
Lwil3l
Lwiléd4
Lwi087
Lwilb56
Lwil29
Lwi037
LwiO51
LwiO1l4
Lpa004
Lpa020
Lpal33
Lpal55
Lpa006
Lpalll
Lpa024
Lpa028
Lpa033
Lpa035
Lpa036
Lpa073
Lpal74
Lpa083
Lpa084
Lpa089
Lpa092

CCATAAAAACAAGTAA-AA--CCCCTATTACCACACTACAAACGCATAACGCAAAAA-TTAACTTATCAACCACCAAC
CCATAAAAACAAGTAA-AA--CCCCTATTACCACGCTACAAACGCATAACGCAAAA--TTAACTCATCAACCACCAAC
CCATAAAAACAAGTAA-AA--CCCCTATTACCACGCTACAAACGCATAACGCAAAA--TTAACTCATCAACCACCAAC
CCATAAAAACAAGCAA-AA--CCCCTATTACCACGCTACAAACGCATAACGCAAAA--TTAACTCATCAACCACCAAC
CCATAAAAACAAGTAA-AA--CCCCTATTACCACGCTACAAACGCATAACGCAAAA--TTAACTCATCAACCACCAAC
CCATAAAAACAAGTAA-AA--CCCCTATTACCACGCTACAAACGCATAACGCAAAA--TTAACTCATCAACCACCAAC
CCATAAAAACAAGTAA-AA--CCCCTATTACCACGCTACAAACGCATAACGCAAAA--TTAACTCATCAACCACCAAC
CCATAAAAACAAGTAA-AA--CCCCTATTACCACACTACAAACGCATAACGCAAAAA-TTAACTTATCAACCACCAAC
CCATAAAAACAAGTAA-AA--CCCCTATTACCACACTACAAACGCATAACGCAAAAA-TTAACTTATCAACCACCAAC
CCATAAAAACAAGTAA-AA--CCCCTATTACCACACTACAAACGCATAACGCAAAAA-TTAACTTATCAACCACCAAC
CCATAAAAACAAGTAA-AA--CCCCTATTACCACACTACAAACGCATAACGCAAAAA-TTAACTTATCAACCACCAAC
CCATAAAAACAAGTAA-AA--CCCCTATTACCACACTACAAACGCATAACGCAAAAA-TTAACTTATCAACCACCAAC
CCATAAATACAAGTAA-AA--CCCCTATTACCACATTACAAACGCATAACGCAAAAA-TTAACTTATCAACCACCAAC
CCATAAATACAAGTAA-AA--CCCCTATTACCACATTACAAACGCATAACGCAAAAA-TTAACTTATCAACCACCAAC
CCATAAAAACAAGTAA-AA--CCCCTATTACCACGCTACAAACGCATAACGCAAAAA-TTAACTTATCAACCACCAAC
CCATAAAAACAAGTAA-AA--CCCCTATTACCACGCTACAAACGCATAGCGCAAAAAATTAACTTATCAACCACCAAC
CCATAAAAACAAGTAA-AA--CCCCTATTACCACGCTACAAACGCATAACGCAAAAAATTAACTTATCGACCACCAAC
CCATAAAAACAAGTAA-AA--CCCCTATTACCACGCTACAAACGCATAACGCAAAAAATTAACTTATCGACCACCAAC
CCATAAAAACAAGTAA-AA--CCCCTATTACCACGCTACAAACGCATAACGCAAAA--TTAACTCATCAACCACCAAC
CCATAAAAACAAGTAA-AA--CCCCTATTACCACGCTACAAACGCATAACGCAAAA--TTAACTCATCAACCACCAAC
CCATAAAAACAAGTAA-AA--CCCCTATTACCACGCTACAAACGCATAACGCAAAA--TTAACTCATCAACCACCAAC
CCATAAAAACAAGTAA-AA--CCCCTATTACCACGCTACAAACGCATAACGCAAAA--TTAACTCATCAACCACCAAC
CCATAAAAACAAGTAA-AA--CCCCTATTACCACGCTACAAACGCATAACGCAAAA--TTAACTCATCAACCACCAAC
CCATAAAAACAAGTAA-AA--CCCCTATTACCACGCTACAAACGCATAACGCAAAA--TTTAATCATCAACCACCAAC

111111111111111111111111111111111111111111122222222222222222222222222222222222]
555666666666677777777778888888888999999999900000000001111111111222222222233333]
789012345678901234567890123456789012345678901234567890123456789012345678901234]

TCAC--—-=-——————————— CCCGCCTATATGAAGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATGAATAT
TCAC--=-=——————————— CCCGCCTATATGAAGCATACTATGTATGTCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATGAATAT
TCAC--=———————————— CCCGCCTATATGAAGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCCTGAATAT
TCAC--=-———————————— CCCGCCTATATGAAGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCCTGAATAT
TCAC---—-——————————— CCCGCCTATATGAAGCATACTATGTATGTCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATGAATAT
TCAC---—-——————————— CCCGCCTATATGAAGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCCTGAATAT
TCAC-—-=-=———————————— CCCGCCTATATGAAGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATGAATAT
TCAC-—-=-=———————————— CCCGCCCATGTGAAGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATGAATGT
TCAC--—-———————————— CCCGCCCATGTGAAGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATGAATAT
TCAC--—-———————————— CCCGCCCATATGAAGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATGAATAT
TCAC--=-———————————— CCCGCCCATGTGAAGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATGAATAT
TCAC--=-=-——————————— CCCGCCCATGTGAAGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATGGATAT
TCAT--—-———————————— CCCGCCCATATGAAGCATACTATGTATATCGTACATTGACTGCTGATCCCCATGAATAT
TCAT--—-———————————-— CCCGCCCATATGAAGCATACTATGTATATCGTACATTAACTGCTGGTTCCCATGAATAT
TCAT----——————————— CCCGCCCATATGAAGCATACTATGTATATCGTACATTAACTGCTGGTCCCCATGAATAT
CCAT----——————————— CCCGCCCATATGAAGCATACTATGTATATCGTACATTAACTGCTAGTCCCCATGAATAT
CCAT-—-————————————— CCCGCCCATATGAAGCATACTATGTATATCGTACATTGACTGCTGGTCCCCATGAATAT
TCAC-—=———————————— CCCGCCTATATGAAGCATACCATGTATATCGTACATTAATTGTTAGTCCCCATGAATAT
TCAC--—-———————————— CCCGCCTATATGAAGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATGAATAT
TCAC--—-———————————- CCCGCCTATATGAAGCATACTATGTATATCGTACATTAACTGCTAGTCCCCATGAATAT
TCAC--==——————————— CCCGCCTATATAAGACATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCAAG??7?272?
TCAC--=-=——————————— CCCGCCTATATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAACTGCTAGTCCCCATGAATAT
TCAC--==——————————— CCCGCCTATATAAGACATACTATGTATATCGTGCATTAACTGCTAGCCCCCATGAATAT
TCAC--==——————————-— CCCGCCTATAT---=-—————————————— CGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATGAATAT
TCACACTCCC——=-=-==———— CCACCTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATGAATAT
TCACACTCCC——=-===———— CCACCTATATAAGACATACTATGTATATCGTGCATTAACTGCTAGTCCCCATGAATAT
TCACACTCCC—————————— CCACCTATATA-GACATACTATGTATATAGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATGAATAT
TCACACTCCC—————————— CCACCTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATGAATAT
TTACACTCCCCACAAATCCTCCGCCTATACA-AACACACTATGTATATCGTGCATTAACTGCTAGCCCCCATGAATAT

TTACACTCCCCACAAATCCTCCGCCTATACA-AACACACTATGTATACCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATGAATAT
TTACACTCCCCACAAATCCTCCGCCTATACA-AACACACTATGTATGCCGTGCATTAACTGCTAGTCCCCATGAATAT
TTACACTCCCCACAAATCCTCCGCCTATACA-AACACACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATGAATAT
TTATACTCCCCACAAACCCTCCGCCTATACA-AACACATTATGTATATCGTACATTAACTGCTAGTCCCCATGAATAT
TTACACTCCCCACAAATCCTCCGCCTATACA-AACACACTATGTATATCGTGCATTAACTGCTAGTCCCCATGAATAT
TTACACTCCCCACAAATCCTCCGCCTATACA-AACACACTATGTATATCGTGCATTAACTGCTAGCCCCCATGAATAT
TTACACTCCCCACAAACCCTCCGCCTATACA-AACACACTATGTATGTCGTGCATTAACTGCTAGCCCCCATGAATAT
TTACACTCCCCACAAATCCTCCGCCTATACA-AACACACTATGTATATCGTGTATCAACTGCTAGTCCCCATGAATAT
TTACACTCCCCACAAATCCTCCGCCTATACA-AACACACTATGTATATCGTGCATTAACTGCTAGTCCCCATGAATAT
TTACACTCCCCACAAATCCTCCGCCTATACA-AACACACTATGTATATCGTACATTAACTGCTAATTCCCAGGAATAT
TTACACTCCCCACAAACCCTCCGCCTATACA-AACACACTATGTACATCGTACATTAACTGCTAGCCCCCATGAATAT
TTACACTCCCCACAAATCCTCCGCCTATACA-AACACACTATGAATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCCTGAATAT
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TTACACTCCCCACAAATCCTCCGCCTATACA-AACACACTATGTATATCGTACATTAACTGCTAATTCCCAGGAATAT
TTACACTCCCCACAAATCCTCCGCCTATACA-AACACACTATGTATATCGTACATTAACTGCTAATTCCCAGGAATAT
TTACACTCCCCACAAATCCTCCGCCTATACA-AACACACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATGAATAT
TTACACTCCCCACAAACCCTCCGCCTATACA-AACACACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATGAATAT
TTACACTCCCCACAAACTCTCCGCCTATGCA-AACACACTATGTATGTCGTACATTAACTGCTAGTCCCCATGAATAT
TTACACTCCCCACAAACTCTCCGCCTATACA-A-TATACTATGTATATCGTGCATTGATTGCTAGCCCCCATGAATAT
CTACACTCCCCACAAACTCTCCGCCTATACA-AATATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATGAATAT
TTACACTCCCCACAAACTCTCCGCCTATACA-AATATACTATGTATATCGTACATTGATTGCTAGCCCCCATGAATAT
TTACACTCCCCACAAACTCTCCGCCTATACA-AATATACTATGTATACCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATGAA???

TTACACTCCCCACAAATCCTCCGCCTATACA-AACACACTATGTATATCGTACATTAACTGCTAGTCCCCATGAATAT
TTACACTCCCCACAAACCCTCCGCCTATACA-AACACACTATGTATATCGTGCATTAACTGCTAGCCCCCATGAATAT
TTACACTCCCCACAAATCCTCCGCCTATACA-AACACACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATGAATAT
TTACACTCCCCACAAATCCTCCGCCTATACA-AACACACTATGTATATCGTATATCAACTGCTAGTCCCCATGAATAT
TTACACTCCCCACAAATCCTCCGCCTATACA-AACACACTATGTATATCGTACATTAACTGCTAATTCCCATGAATAT
TTACACTCCCCACAAACTCTCCGCCTATACA-AATATACTATGTATATCGTACATTGATTGCTAGCCCCCATGAATAT
TTACACTCCCCACAAACTCTCCGCCTATACA-AATATACTATGTATATCGTACATTGATTGCTAGCCCCCATGAATAT
TTACACTCCCCACAAACTCTCCGCCTATACA-A-TATACAATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATGAATAT
TTACACTCCCCACAAACTCTCCGCCTATACA-AATATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGCCCCCCTGAATAT
TTACACTCCCCACAAACTCTCCGCCTATACA-AATATACTATGTATATCGTACATTGATTGCTAGCCCCCATGAATAT
TTACACTCCCCACAAACTCTCCGCCCATACA-AATATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCCTGAATAT
TTACACTCCCCACAAACTCTCCGCCCATACA-AATATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCCTGAATAT
TTACACTCCCCACAAACTCTCCGCCTATACA-AATATACTATGTACATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCCTGAATAT
TTACACTCCCCACAAACTCTCCGCCTATGCA-AACACACTATGTATGTCATGCATTAACTGCTAGTCCCCATGAATAT
TTACATTCCCCACAAACCCTCCGCCTATACA-AACACACTATGTATACCGTACATTGACTGCTGGCCCCCATGAATAT
TTACATTCCCCACAAACCCTCCGCCTATACA-AACACACTATGTATACCGTACATTGACTGCTGGCCCCCATGAATAT
TTACACTCCCCACAAATCCTCCGCCTATACA-AACACACAATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATGAATAT
TTACACTCCCCACAAATCCTCCGCCTATACA-AACACACTATGAATATCGTACATTAACTGCTAATTCCCAAGAATAT
TTACACTCCCCACAAATCCTCCGCCTATACA-AACACACTATGAATATCGTGCATTAAATGCTAATCCCCAAGAATAT
TTACACTCCCCAAAAATCCTCCGGCTATACA-AACACACTATGAATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATGAATAT
TTAAACTCCCCAAAAAACCTCCGGCTATA-ATAACAAACTACGAATATTGTGAATTAATTGCTAATCCCCAAGAATAT

222222222222222222222222222222222222222222222222222222222222222223333333333333]
333334444444444555555555566666666667777777777888888888899999999990000000000111]
567890123456789012345678901234567890123456789012345678901234567890123456789012]
TAAGCATGTACGGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATG???
TAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATGAAT

TAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCAT??272?
TAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAACTGCTAGTCCCCATGAAT

TAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGACATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATGAAT
TAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATG???

TAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATGAAT
TAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATGGAT
TAGGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATATTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATGAAT
TAGGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATATTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATG???
TAGGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATATTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCAT??2727?
TAGGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATGAAT
TAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATATTATGTATATCGTGCATTGACTGCTAGTCCCCATGAAT
TAAGCATGTACAGTAATTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATGAAT
TAAGCATGTACAGTAATCTATATATATTACATAAGACATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCAAR???

TAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATGAAT
il R R R R R R R R e R R R e R R R R R R R R R e e R Rl e kRl e L R L ol bl i b il Tl e R R Rl

TAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATG??2?
TAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGACATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATG???
TAGGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATGAAT
TAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATGAAT
TAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGACATACTATGTATATCGTGCATTAACTGCTAGTCCCCATGAAT
TAAGCATGTACAGTATTTTATATATATTACATAAGACATACTATGTATATAGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATGAAT
TAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAAATGCTAGTCCCCATGAAT
TAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATGAAT
TAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCAAGTCCCCATGAAT
TAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATGCCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATGAAT
TAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAAATGCTAGTCCCCAT??272?
TAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTACATTAACTGCTAGTCCCCATGAAT
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TAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATGAAT
TAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATGAAT
TAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAACTGCTAGCCCCCATGAAT
TAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAACTGCTAGTCCCCATGAAT
TAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATGAAT
TAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGCCCCCATGAAT
TAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAACTGCTAGCCCCCATGAAT

TAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAACTGCTAGCCCCCATGAAT
TAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATGAAT
TAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATGAAT
TAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATGAAT
TAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGACATACTATGTATATCGTGCATTAACTGCTAGTCCCCATGAAT
TAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGACATACTATGTATATCGTGCATTAATCGCTAGTCCCCATGAAT
TAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCAT??272?

TAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATGAAT
PR P R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R PR R R R R R PR 2222222222°2°2°2°7

TAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAACCGCTAGTCCCCATGAAT
TAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCAAATAATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCAT??272?
TAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGCGCATTAATTGCTAGTCCCCAT????
TAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTAAGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCAT????
TAGGCATGTACAGTAATTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTACATTAACTGCTAATTCCCATGAAT
TAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGCCCCCATGAAT
TAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATGAAT

TAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATGAAT
TAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATGAAT
TAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCCCAAAT

TAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATGAAT
TAAGCATGTACAGTAGTTTATATATTTTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATGAAT
TAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATGAAT
TAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACAATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCAA????
TAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCAA????
TAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCCAR????

TAAACAAGGACAGTAATTTATATATATTACATAAGGCATACTATGAATATCGTGGATTAATTGCTAGTCCCCAA????
PRl il R R R Rl R R R Rl bl kRl el kRl Rl b il i i il L bl b Rl bl il b R e bl St ke S 2]

333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333]
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DRV RRRRDRRR2RRRVDRRRRR0RD22202202202222200222222222220202222°2°20272222°2°2°2°°

ATTAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCAT??
el Rl R R R R R R R R e R R Rl R R R e R el Rl L L L L i i b bl i Tl i R o Rl

ATTAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATGA
b e e e b i b L L b b b L L b b L L L b b b bl b i il bl il i drto o l]

GTTAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGACATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATG?
2R R R R R R R R R R R R R R PR R R R R R R R R R R R R R R R 2222222222222 2222222222°2222°2°2°2°

ATTAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATG?
ATTAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCAT??

ATTAGGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATATTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATGA
PR PP P P P P R R R R R R R P R P R R R R R R R R R R P P P R R R R R R R R R P P R R R R R R R P PR 22222222°2°2°2°

ATTAGGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCAAATGA
ATTAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATATTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCAAAA

ATTAAGCATGTACAGTAATTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGCGCATTAATTGCTAGTCCCCATAA
b e i L b L L i i b L L b L L b i b bl b i il il bl i doto telo]

ATTAGGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCCAAA
ATTAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATGA
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ATTAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGACATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATGA

ATTAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCAT??
PR R PR R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R PR R R R R R R0 R R0 0222222222°2°2°2°

ATTAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTACATTAACTGCTAGTCCCCA???
ATTAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATGA
ATCAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATGA
ATTAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATGA
ATTAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAACTGCTAGTCCCCATGA
ATTAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATGA
ATTAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATGA

ATTAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAACTGCTAGCCCCCATGA
b e e b b L L L b L i b L b i b bl b i il il bl i doto o l]

ATTAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCA???
ATTAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATGA
ATTAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATGA
ATTAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATATTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCA???
ATTAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGACATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATGA

ATTAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGACATACAATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATGA
il Rl e R R R e R R R R R e R R R R R R R e R e Rl L L L i bl bl i Tl i R ool

ATTAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATGA
b e e e i b L L b b b L L L b b L L b b b bl b i il bl le i ot o l]

ATTAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAAATGCTAGTCCCCA-—--
PR PR P R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R0 022222222°2°2°2°

ATTAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGCCCCCATGA

ATTAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCA???
PR PP P P P P R R R R R R R P R P R R R R R R R R R R P P R R R R R R R R R R P P R R R R R R R P PP 22222222°2°2°2°

ATTAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCA???
ATTAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATGA

ATTAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCCCATGA
PR PP PP P P R R R R R R P P P P R R R R R R R R P P P R R R R R R R PP P P R R R R R R R PP PR R R R0 2222222°2°2°2°2°

333333333444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444]
999999999000000000011111111112222222222333333333344444444445555555555666666666]
123456789012345678901234567890123456789012345678901234567890123456789012345678]

R e R R R e R e e e e R R R e R R R R e e e e R R e e e e R R R R R R R A R e R A Rr R Rr Rr Rr Re e A Rr Rr Rr Rr el

—-—-ATA-TTAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCC
PR PP P P P P R R R R R R R P R P R R R R R R R R R R P P P R R R R R R R R R P P R R R R R R R P PR 22222222°2°2°2°
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GGAAATTTAAGCAGGACCAGAATTTAATATATATTACATAAGGCATACTAGGTATATCGGGCATAAATTGCTAGCCCC
b e e e b i b L L b b b L i b L L L b b b bl b i il bl il i drdo o l]

--ATA-TTAGGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCC
--ATA-TTAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCC

—-—-ATA-TTAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGACATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCC
PR PP P P P P R R R R R R R R R P P R R R R R R R R R P P R R R R R R R PR R P P R R R R R R R PP P PR R 22222 22222222°2°2°2°

--ATA-TTAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCC
PR PR P P R R R R R R R R P R R R R R R R R R R P R R R R R R R R R PR R R R R R R R PR 2222 222222222°2°2°2°

--ATA-TTAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCC
--ATA-TCAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCC
--ATA-TTAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCC
--ATA-TTAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCC

-—-ATA-TTAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCC

-—-ATA-TTAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCC
PR PR P P P R R R R R R R P R P P R R R R R R R R R P P R R R R R R R R R R P R R R R PR R P PR PR 222222 2222222°2°2°2°

--ATA-TTAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCC

-—-ATA-TTAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCC
PR PR P R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R0 022222222°2°2°2°

--ATA-TTAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCC
PR P R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R PR R R R R R PR P22 222 2222222°2°2°2°7

--ATA-TTAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCC
PR PR R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R PR R R R R R0 222222222°2°2°2°

--ATA-TTAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCC
P e e b i L L b b b L L L b b L L bk b b i b i il bl bl i drto o l]

--ATA-TTAAGCATGTACAGTAGTTTATATATATTACATAAGGCATACTATGTATATCGTGCATTAATTGCTAGTCCC
PR P P R R R R R R R R R R R R R R R R R R P R R R R R R R R R PR R R R R R R R PR 0222222222°2°2°2°7

4444]
6777]
9012]
22272
22272
27722
27722
CATG
s
22?7
22?7
Fararars
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Lwi096
LwilO03
Lwilll
Lwi008
LwiO91
Lwillé
LwillO
Lwil3l
Lwiléd4
Lwi087
Lwil56
Lwil29
Lwi037
LwiO51
LwiO1l4
Lpa004
Lpa020
Lpal33
Lpalb5
Lpa006
Lpa0ll
Lpa024
Lpa028
Lpa033
Lpa035
Lpa036
Lpa073
Lpal74
Lpa083
Lpa084
Lpa089
Lpal092
LpalO6
Lpall3
Lpal39
Lpal4dl
Lpa055
Lpa038
Lpa005
Lpa090
Lpa093
Lpal30
Lpalédo6
Lpald?
Lpalb4
Lpalb7
Lpal6?2
Lpa098
Lpa099
LpalO0
Lpal05
Lpall7
LpalO4
Lpall2
Lpal4d0
Lpaléd9
LpalOlé6
Lpa018
Lpa027
Lpa086
Lpa088
Lpall5
Lpal28
Lpa017

27?722
27?722
2?77
2?77
27722
27722
CATG
Fararars
CA??
22?7
27722
?7?72?
22272
22272
CATG
CATG
CATG
s
22?7
CATG
Fararars
Fararars
22?27
22?27
CATG
CATG
CATG
CATG
27722
CATG
CATG
Fararars
22?7
CATG
CATG
?7?72?
CATG
22272
27722
27722
Fararars
s
22?7
22?7
Fararars
Fararars
22?27
CATG
27?722
27?722
2?77
CATG
27722
27722
Fararars
CATG
22?7
CATG
?7?72?
?7?72?
22272
22272
27722
27722
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Anexo Il

Sequéncias parciais do gene citocromo b obtidas para L. pardalis e L. wiedii. Os

numeros acima correspondem as posigoes dos sitios sequenciados.

11

11 1111122222 2222333333 3333444444 4455555566 6667777777 7788888888 8999999900

1234567801 4567901235 6789012345 6789012346 7902356923 4580123456 7901234568 9124567801
]

#Puma yagouaroundi = ——-—------= —-mmoo—mmm oo o TGATGA ATTGGTCTTA GGTTGCCTAA TCTACAAATC TACGGCCTTT
#Lpad TCATTCATGA TACCGCTCCT CCAACATCTC AGCATGATGA ATTGGTCTTA GGTTGCCTAA TCTACAAATC TACGGCCTTT
#Lpa20 TCATTCATGA TACCGCTCCT CCAACATCTC AGCATGATGA ATTGGTCTTA GGTTGCCTAA TCTACAAATC TACGGCCTTT
#Lpa70  mmmmmmmmem e o o TGATGA ATTGGTCTTA GGTTGCCTAA TCTACAAATC TACGGCCTTT
#Lpals TCATTCATGA TACCGCTCCT CCAACATCTC AGCATGATGA ATTGGTCTTA GGTTGCCTAA TCTACAAATC TACGGCCTTT
#Lpal6 TCATTCATGA TACCGCTCCT CCAACATCTC AGCATGATGA ATTGGTCTTA GGTTGCCTAA TCTACAAATC TACGGCCTTT
#Lpa24 TCATTCATGA TACCGCTCCT CCAACATCTC AGCATGATGA ATTGGTCTTA GGTTGCCTAA TCTACAAATC TACGGCCTTT
#Lpa23 TGATGA ATTGGTCTTA GGTTGCCTAA TCTACAAATC TACGGCCTTT
#Lpa36 TGATGA ATTGGTCTTA GGTTGCCTAA TCTACAAATC TACGGCCTTT
#Lpall TCATTCATGA TACCGCTCCT CCAACATCTC AGCATGATGA ATTGGTCTTA GGTTGCCTAA TCTACAAATC TACGGCCTTT
#Lpa6 TCATTCATGA TACCGCTCCT CCAACATCTC AGCATGATGA ATTGGTCTTA GGTTGCCTAA TCTACAAATC TACGGCCTTT
#Lpa33  mmmmmmmmem e o o TGATGA ATTGGTCTTA GGTTGCCTAA TCTACAAATC TACGGCCTTT
#Lpa35  mmmmmmmmem e oo o TGATGA ATTGGTCTTA GGTTGCCTAA TCTACAAATC TACGGCCTTT
#Lpa55 TCATTCATGA TACCGCTCCT CCAACATCTC AGCATGATGA ATTGGTCTTA GGTTGCCTAA TCTACAAATC TACGGCCTTT
#Lpa73 TCATTCATGA TACCGCTCCT CCAACATCTC AGCATGATGA ATTGGTCTTA GGTTGCCTAA TCTACAAATC TACGGCCTTT
#Lpa74 TCATTCATGA TACCGCTCCT CCAACATCTC AGCATGATGA ATTGGTCTTA GGTTGCCTAA TCTACAAATC TACGGCCTTT
#Lpa38 TCATTCATGA TACCGCTCCT CCAACATCTC AGCATGATGA ATTGGTCTTA GGTTGCCTAA TCTACAAATC TACGGCCTTT
#Lwild TCATTCATGA TACCGCTCCT CCAACATCTC AGCATGATGA ATTGGTCTTA GGTTGCCTAA TCTACAAATC TACGGCCTTT
#Lwils TCATTCATGA TACCGCTCCT CCAACATCTC AGCATGATGA ATTGGTCTTA GGTTGCCTAA TCTACAAATC TACGGCCTTT
#Lwil3 TCATTCATGA TACCGCTCCT CCAACATCTC AGCATGATGA ATTGGTCTTA GGTTGCCTAA TCTACAAATC TACGGCCTTT
#Lwi8 TCATTCATGA TACCGCTCCT CCAACATCTC AGCATGATGA ATTGGTCTTA GGTTGCCTAA TCTACAAATC TACGGCCTTT
#Lwi3 TCATTCATGA TACCGCTCCT CCAACATCTC AGCATGATGA ATTGGTCTTA GGTTGCCTAA TCTACAAATC TACGGCCTTT
#Lwi29 TCATTCATGA TACCGCTCCT CCAACATCTC AGCATGATGA ATTGGTCTTA GGTTGCCTAA TCTACAAATC TACGGCCTTT
#Lwi30 TCATTCATGA TACCGCTCCT CCAACATCTC AGCATGATGA ATTGGTCTTA GGTTGCCTAA TCTACAAATC TACGGCCTTT
#Lwig7 TCATTCATGA TACCGCTCCT CCAACATCTC AGCATGATGA ATTGGTCTTA GGTTGCCTAA TCTACAAATC TACGGCCTTT
#Lwil03 TCATTCATGA TACCGCTCCT CCAACATCTC AGCATGATGA ATTGGTCTTA GGTTGCCTAA TCTACAAATC TACGGCCTTT
#LwillO TCATTCATGA TACCGCTCCT CCAACATCTC AGCATGATGA ATTGGTCTTA GGTTGCCTAA TCTACAAATC TACGGCCTTT
#Lwi37  mmmmmmmmmm mmmmeeem o o TGATGA ATTGGTCTTA GGTTGCCTAA TCTACAAATC TACGGCCTTT
#Lwi69  mmmmmmmmmm mmmmeem oo o TGATGA ATTGGTCTTA GGTTGCCTAA TCTACAAATC TACGGCCTTT
#LwiSl  mmmmmm oo e -CTACAAATC TACGGCCTTT
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]
#Puma yagouaroundi
#Lpa4d
#Lpa20
#Lpa70
#Lpals8
#Lpal6
#Lpa24
#Lpa23
#Lpa36
#Lpall
#Lpab6
#Lpa33
#Lpa35s
#Lpab55
#Lpa73
#Lpa74
#Lpa38
#Lwild
#Lwil5
#Lwil3
#Lwis
#Lwi3
#Lwi29
#Lwi30
#Lwi87
#Lwil03
#LwillO
#Lwi37
#Lwi69
#Lwi51

1111111111

0000011111

3467902345

CTGCATCACT
CTGCATCACT
CTGCATCACT
CTGCATCACT
CTGCATCACT
CTGCATCACT
CTGCATCACT
CTGCATCACT
CTGCATCACT
CTGCATCACT
CTGCATCACT
CTGCATCACT
CTGCATCACT
CTGCATCACT
CTGCATCACT
CTGCATCACT
CTGCATCACT
CTGCATCACT
CTGCATCACT
CTGCATCACT
CTGCATCACT
CTGCATCACT
CTGCATCACT
CTGCATCACT
CTGCATCACT
CTGCATCACT
CTGCATCACT
CTGCATCACT
CTGCATCACT
CTGCATCACT

1111111111

1112222222

6890123567

AACATCAACA
AACATCAACA
AACATCAACA
AACATCAACA
AACATCAACA
AACATCAACA
AACATCAACA
AACATCAACA
AACATCAACA
AACATCAACA
AACATCAACA
AACATCAACA
AACATCAACA
AACATCAACA
AACATCAACA
AACATCAACA
AACATCAACA
AACATCAACA
AACATCAACA
AACATCAACA
AACATCAACA
AACATCAACA
AACATCAACA
AACATCAACA
AACATCAACA
AACATCAACA
AACATCAACA
AACATCAACA
AACATCAACA
AACATCAACA

1111111111

2233333334

8923467890

CAAACGCCTT
CAAACGCCTT
CAAACGCCTT
CAAACGCCTT
CAAACGCCTT
CAAACGCCTT
CAAACGCCTT
CAAACGCCTT
CAAACGCCTT
CAAACGCCTT
CAAACGCCTT
CAAACGCCTT
CAAACGCCTT
CAAACGCCTT
CAAACGCCTT
CAAACGCCTT
CAAACGCCTT
CAAACGCCTT
CAAACGCCTT
CAAACGCCTT
CAAACGCCTT
CAAACGCCTT
CAAACGCCTT
CAAACGCCTT
CAAACGCCTT
CAAACGCCTT
CAAACGCCTT
CAAACGCCTT
CAAACGCCTT
CAAACGCCTT

1111111111

4444444455

2345678912

TCATCAGTAC
TCATCAGTAC
TCATCAGTAC
TCATCAGTAC
TCATCAGTAC
TCATCAGTAC
TCATCAGTAC
TCATCAGTAC
TCATCAGTAC
TCATCAGTAC
TCATCAGTAC
TCATCAGTAC
TCATCAGTAC
TCATCAGTAC
TCATCAGTAC
TCATCAGTAC
TCATCAGTAC
TCATCAGTAC
TCATCAGTAC
TCATCAGTAC
TCATCAGTAC
TCATCAGTAC
TCATCAGTAC
TCATCAGTAC
TCATCAGTAC
TCATCAGTAC
TCATCAGTAC
TCATCAGTAC
TCATCAGTAC
TCATCAGTAC

1111111111

5555556666

4567890123

CACATCTGCC
CACATCTGCC
CACATCTGCC
CACATCTGCC
CACATCTGCC
CACATCTGCC
CACATCTGCC
CACATCTGCC
CACATCTGCC
CACATCTGCC
CACATCTGCC
CACATCTGCC
CACATCTGCC
CACATCTGCC
CACATCTGCC
CACATCTGCC
CACATCTGCC
CACATCTGCC
CACATCTGCC
CACATCTGCC
CACATCTGCC
CACATCTGCC
CACATCTGCC
CACATCTGCC
CACATCTGCC
CACATCTGCC
CACATCTGCC
CACATCTGCC
CACATCTGCC
CACATCTGCC

1111111111

66667717777

6789023567

GACGTAATAT
GACGTAATAT
GACGTAATAT
GACGTAATAT
GACGTAATAT
GACGTAATAT
GACGTAATAT
GACGTAATAT
GACGTAATAT
GACGTAATAT
GACGTAATAT
GACGTAATAT
GACGTAATAT
GACGTAATAT
GACGTAATAT
GACGTAATAT
GACGTAATAT
GACGTAATAT
GACGTAATAT
GACGTAATAT
GACGTAATAT
GACGTAATAT
GACGTAATAT
GACGTAATAT
GACGTAATAT
GACGTAATAT
GACGTAATAT
GACGTAATAT
GACGTAATAT
GACGTAATAT

1111111111

7788888888

8901234578

GGCTGAATAT
GGCTGAATAT
GGCTGAATAT
GGCTGAATAT
GGCTGAATAT
GGCTGAATAT
GGCTGAATAT
GGCTGAATAT
GGCTGAATAT
GGCTGAATAT
GGCTGAATAT
GGCTGAATAT
GGCTGAATAT
GGCTGAATAT
GGCTGAATAT
GGCTGAATAT
GGCTGAATAT
GGCTGAATAT
GGCTGAATAT
GGCTGAATAT
GGCTGAATAT
GGCTGAATAT
GGCTGAATAT
GGCTGAATAT
GGCTGAATAT
GGCTGAATAT
GGCTGAATAT
GGCTGAATAT
GGCTGAATAT
GGCTGAATAT

1111111111
8999999999
9012346789

CCGATAATAC
CCGATAATAC
CCGATAATAC
CCGATAATAC
CCGATAATAC
CCGATAATAC
CCGATAATAC
CCGATAATAC
CCGATAATAC
CCGATAATAC
CCGATAATAC
CCGATAATAC
CCGATAATAC
CCGATAATAC
CCGATAATAC
CCGATAATAC
CCGATAATAC
CCGATAATAC
CCGATAATAC
CCGATAATAC
CCGATAATAC
CCGATAATAC
CCGATAATAC
CCGATAATAC
CCGATAATAC
CCGATAATAC
CCGATAATAC
CCGATAATAC
CCGATAATAC
CCGATAATAC
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]
#OutgroupHerpailurus
#Lpa4d
#Lpa20
#Lpa70
#Lpals8
#Lpal6
#Lpa24
#Lpa23
#Lpa36
#Lpall
#Lpab6
#Lpa33
#Lpa35s
#Lpab55
#Lpa73
#Lpa74
#Lpa38
#Lwild
#Lwil5
#Lwil3
#Lwis
#Lwi3
#Lwi29
#Lwi30
#Lwi87
#Lwil03
#LwillO
#Lwi37
#Lwi69
#Lwi51

2222222222

0000000001

0123567891

ATGCAACGGG
ATGCAACGGG
ATGCAACGGG
ATGCAACGGG
ATGCAACGGG
ATGCAACGGG
ATGCAACGGG
ATGCAACGGG
ATGCAACGGG
ATGCAACGGG
ATGCAACGGG
ATGCAACGGG
ATGCAACGGG
ATGCAACGGG
ATGCAACGGG
ATGCAACGGG
ATGCAACGGG
ATGCAACGGG
ATGCAACGGG
ATGCAACGGG
ATGCAACGGG
ATGCAACGGG
ATGCAACGGG
ATGCAACGGG
ATGCAACGGG
ATGCAACGGG
ATGCAACGGG
ATGCAACGGG
ATGCAACGGG
ATGCAACGGG

2222222222

1111111222

2345789013

CCTCATATTT
CCTCATATTT
CCTCATATTT
CCTCATATTT
CCTCATATTT
CCTCATATTT
CCTCATATTT
CCTCATATTT
CCTCATATTT
CCTCATATTT
CCTCATATTT
CCTCATATTT
CCTCATATTT
CCTCATATTT
CCTCATATTT
CCTCATATTT
CCTCATATTT
CCTCATATTT
CCTCATATTT
CCTCATATTT
CCTCATATTT
CCTCATATTT
CCTCATATTT
CCTCATATTT
CCTCATATTT
CCTCATATTT
CCTCATATTT
CCTCATATTT
CCTCATATTT
CCTCATATTT

2222222222

2222223333

4567890135

TTATCTGCTT
TTATCTGCTT
TTATCTGCTT
TTATCTGCTT
TTATCTGCTT
TTATCTGCTT
TTATCTGCTT
TTATCTGCTT
TTATCTGCTT
TTATCTGCTT
TTATCTGCTT
TTATCTGCTT
TTATCTGCTT
TTATCTGCTT
TTATCTGCTT
TTATCTGCTT
TTATCTGCTT
TTATCTGCTT
TTATCTGCTT
TTATCTGCTT
TTATCTGCTT
TTATCTGCTT
TTATCTGCTT
TTATCTGCTT
TTATCTGCTT
TTATCTGCTT
TTATCTGCTT
TTATCTGCTT
TTATCTGCTT
TTATCTGCTT

2222222222

3333444444

6789123578

ACATCACTGG
ACATCACTGG
ACATCACTGG
ACATCACTGG
ACATCACTGG
ACATCACTGG
ACATCACTGG
ACATCACTGG
ACATCACTGG
ACATCACTGG
ACATCACTGG
ACATCACTGG
ACATCACTGG
ACATCACTGG
ACATCACTGG
ACATCACTGG
ACATCACTGG
ACATCACTGG
ACATCACTGG
ACATCACTGG
ACATCACTGG
ACATCACTGG
ACATCACTGG
ACATCACTGG
ACATCACTGG
ACATCACTGG
ACATCACTGG
ACATCACTGG
ACATCACTGG
ACATCACTGG

2222222222

4555555555

9012346789

ACGAGGATAT
ACGAGGATAT
ACGAGGATAT
ACGAGGATAT
ACGAGGATAT
ACGAGGATAT
ACGAGGATAT
ACGAGGATAT
ACGAGGATAT
ACGAGGATAT
ACGAGGATAT
ACGAGGATAT
ACGAGGATAT
ACGAGGATAT
ACGAGGATAT
ACGAGGATAT
ACGAGGATAT
ACGAGGATAT
ACGAGGATAT
ACGAGGATAT
ACGAGGATAT
ACGAGGATAT
ACGAGGATAT
ACGAGGATAT
ACGAGGATAT
ACGAGGATAT
ACGAGGATAT
ACGAGGATAT
ACGAGGATAT
ACGAGGATAT

2222222222

6666666677

0235678901

ATAGGCTCCT
ATAGGCTCCT
ATAGGCTCCT
ATAGGCTCCT
ATAGGCTCCT
ATAGGCTCCT
ATAGGCTCCT
ATAGGCTCCT
ATAGGCTCCT
ATAGGCTCCT
ATAGGCTCCT
ATAGGCTCCT
ATAGGCTCCT
ATAGGCTCCT
ATAGGCTCCT
ATAGGCTCCT
ATAGGCTCCT
ATAGGCTCCT
ATAGGCTCCT
ATAGGCTCCT
ATAGGCTCCT
ATAGGCTCCT
ATAGGCTCCT
ATAGGCTCCT
ATAGGCTCCT
ATAGGCTCCT
ATAGGCTCCT
ATAGGCTCCT
ATAGGCTCCT
ATAGGCTCCT

2222222222

7777778888

2567890123

ACCTTCTCAG
ACCTTCTCAG
ACCTTCTCAG
ACCTTCTCAG
ACCTTCTCAG
ACCTTCTCAG
ACCTTCTCAG
ACCTTCTCAG
ACCTTCTCAG
ACCTTCTCAG
ACCTTCTCAG
ACCTTCTCAG
ACCTTCTCAG
ACCTTCTCAG
ACCTTCTCAG
ACCTTCTCAG
ACCTTCTCAG
ACCTTCTCAG
ACCTTCTCAG
ACCTTCTCAG
ACCTTCTCAG
ACCTTCTCAG
ACCTTCTCAG
ACCTTCTCAG
ACCTTCTCAG
ACCTTCTCAG
ACCTTCTCAG
ACCTTCTCAG
ACCTTCTCAG
ACCTTCTCAG

2222222222
8888889999
4567890235

AAACATGAAA
AAACATGAAA
AAACATGAAA
AAACATGAAA
AAACATGAAA
AAACATGAAA
AAACATGAAA
AAACATGAAA
AAACATGAAA
AAACATGAAA
AAACATGAAA
AAACATGAAA
AAACATGAAA
AAACATGAAA
AAACATGAAA
AAACATGAAA
AAACATGAAA
AAACATGAAA
AAACATGAAA
AAACATGAAA
AAACATGAAA
AAACATGAAA
AAACATGAAA
AAACATGAAA
AAACATGAAA
AAACATGAAA
AAACATGAAA
AAACATGAAA
AAACATGAAA
AAACATGAAA
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]
#Puma yagouaroundi
#Lpa4d
#Lpa20
#Lpa70
#Lpals8
#Lpal6
#Lpa24
#Lpa23
#Lpa36
#Lpall
#Lpab6
#Lpa33
#Lpa35s
#Lpab55
#Lpa73
#Lpa74
#Lpa38
#Lwild
#Lwil5
#Lwil3
#Lwis
#Lwi3
#Lwi29
#Lwi30
#Lwi87
#Lwil03
#LwillO
#Lwi37
#Lwi69
#Lwi51

2223333333

9990000000

6890124567

TGGAATATAC
TGGAATATAC
TGGAATATAC
TGGAATATAC
TGGAATATAC
TGGAATATAC
TGGAATATAC
TGGAATATAC
TGGAATATAC
TGGAATATAC
TGGAATATAC
TGGAATATAC
TGGAATATAC
TGGAATATAC
TGGAATATAC
TGGAATATAC
TGGAATATAC
TGGAATATAC
TGGAATATAC
TGGAATATAC
TGGAATATAC
TGGAATATAC
TGGAATATAC
TGGAATATAC
TGGAATATAC
TGGAATATAC
TGGAATATAC
TGGAATATAC
TGGAATATAC
TGGAATATAC

3333333333

0111111222

8123479235

TTATTCGATG
TTATTCGATG
TTATTCGATG
TTATTCGATG
TTATTCGATG
TTATTCGATG
TTATTCGATG
TTATTCGATG
TTATTCGATG
TTATTCGATG
TTATTCGATG
TTATTCGATG
TTATTCGATG
TTATTCGATG
TTATTCGATG
TTATTCGATG
TTATTCGATG
TTATTCGATG
TTATTCGATG
TTATTCGATG
TTATTCGATG
TTATTCGATG
TTATTCGATG
TTATTCGATG
TTATTCGATG
TTATTCGATG
TTATTCGATG
TTATTCGATG
TTATTCGATG
TTATTCGATG

3333333333

2223333334

6891234570

CACGCCTTAG
CACGCCTTAG
CACGCCTTAG
CACGCCTTAG
CACGCCTTAG
CACGCCTTAG
CACGCCTTAG
CACGCCTTAG
CACGCCTTAG
CACGCCTTAG
CACGCCTTAG
CACGCCTTAG
CACGCCTTAG
CACGCCTTAG
CACGCCTTAG
CACGCCTTAG
CACGCCTTAG
CACGCCTTAG
CACGCCTTAG
CACGCCTTAG
CACGCCTTAG
CACGCCTTAG
CACGCCTTAG
CACGCCTTAG
CACGCCTTAG
CACGCCTTAG
CACGCCTTAG
CACGCCTTAG
CACGCCTTAG
CACGCCTTAG

3333333333

4444455555

1467903567

GAGTCTCTGA
GAGTCTCTGA
GAGTCTCTGA
GAGTCTCTGA
GAGTCTCTGA
GAGTCTCTGA
GAGTCTCTGA
GAGTCTCTGA
GAGTCTCTGA
GAGTCTCTGA
GAGTCTCTGA
GAGTCTCTGA
GAGTCTCTGA
GAGTCTCTGA
GAGTCTCTGA
GAGTCTCTGA
GAGTCTCTGA
GAGTCTCTGA
GAGTCTCTGA
GAGTCTCTGA
GAGTCTCTGA
GAGTCTCTGA
GAGTCTCTGA
GAGTCTCTGA
GAGTCTCTGA
GAGTCTCTGA
GAGTCTCTGA
GAGTCTCTGA
GAGTCTCTGA
GAGTCTCTGA

3333333333

5566666667

8913456781

GGCAATATCT
GGCAATATCT
GGCAATATCT
GGCAATATCT
GGCAATATCT
GGCAATATCT
GGCAATATCT
GGCAATATCT
GGCAATATCT
GGCAATATCT
GGCAATATCT
GGCAATATCT
GGCAATATCT
GGCAATATCT
GGCAATATCT
GGCAATATCT
GGCAATATCT
GGCAATATCT
GGCAATATCT
GGCAATATCT
GGCAATATCT
GGCAATATCT
GGCAATATCT
GGCAATATCT
GGCAATATCT
GGCAATATCT
GGCAATATCT
GGCAATATCT
GGCAATATCT
GGCAATATCT

3333333333

7777788888

3456901236

TGAGGCAACT
TGAGGCAACT
TGAGGCAACT
TGAGGCAACT
TGAGGCAACT
TGAGGCAACT
TGAGGCAACT
TGAGGCAACT
TGAGGCAACT
TGAGGCAACT
TGAGGCAACT
TGAGGCAACT
TGAGGCAACT
TGAGGCAACT
TGAGGCAACT
TGAGGCAACT
TGAGGCAACT
TGAGGCAACT
TGAGGCAACT
TGAGGCAACT
TGAGGCAACT
TGAGGCAACT
TGAGGCAACT
TGAGGCAACT
TGAGGCAACT
TGAGGCAACT
TGAGGCAACT
TGAGGCAACT
TGAGGCAACT
TGAGGCAACT

3333333333

8889999999

7892345789

AATCCAACTC
AATCCAACTC
AATCCAACTC
AATCCAACTC
AATCCAACTC
AATCCAACTC
AATCCAACTC
AATCCAACTC
AATCCAACTC
AATCCAACTC
AATCCAACTC
AATCCAACTC
AATCCAACTC
AATCCAACTC
AATCCAACTC
AATCCAACTC
AATCCAACTC
AATCCAACTC
AATCCAACTC
AATCCAACTC
AATCCAACTC
AATCCAACTC
AATCCAACTC
AATCCAACTC
AATCCAACTC
AATCCAACTC
AATCCAACTC
AATCCAACTC
AATCCAACTC
AATCCAACTC

4444444444
0000000111
0134579023

CTTCACATCC
CTTCACATCC
CTTCACATCC
CTTCACATCC
CTTCACATCC
CTTCACATCC
CTTCACATCC
CTTCACATCC
CTTCACATCC
CTTCACATCC
CTTCACATCC
CTTCACATCC
CTTCACATCC
CTTCACATCC
CTTCACATCC
CTTCACATCC
CTTCACATCC
CTTCACATCC
CTTCACATCC
CTTCACATCC
CTTCACATCC
CTTCACATCC
CTTCACATCC
CTTCACATCC
CTTCACATCC
CTTCACATCC
CTTCACATCC
CTTCACATCC
CTTCACATCC
CTTCACATCC
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[

[

[
#Puma yagouaroundi
#Lpad
#Lpa20
#Lpa70
#Lpal8
#Lpalé6
#Lpa24
#Lpa23
#Lpa36
#Lpall
#Lpab
#Lpa33
#Lpa35
#Lpab55
#Lpa73
#Lpa74
#Lpa38
#Lwild
#Lwil5s
#Lwil3
#Lwi8
#Lwi3
#Lwi29
#Lwi30
#Lwi87
#Lwil03
#LwillO
#Lwi37
#Lwi69
#Lwib1

4444444444
1112222222
5690123457
TATCGGAACA
TATCGGAACA
TATCGGAACA
TATCGGAACA
TATCGGAACA
TATCGGAACA
TATCGGAACA
TATCGGAACA
TATCGGAACA
TATCGGAACA
TATCGGAACA
TATCGGAACA
TATCGGAACA
TATCGGAACA
TATCGGAACA
TATCGGAACA
TATCGGAACA
TATCGGAACA
TATCGGAACA
TATCGGAACA
TATCGGAACA
TATCGGAACA
TATCGGAACA
TATCGGAACA
TATCGGAACA
TATCGGAACA
TATCGGAACA
TATCGGAACA
TATCGGAACA
TATCGGAACA

4444444444
2333333344
9135678901
CTGAGAATGA
CTGAGAATGA
CTGAGAATGA
CTGAGAATGA
CTGAGAATGA
CTGAGAATGA
CTGAGAATGA
CTGAGAATGA
CTGAGAATGA
CTGAGAATGA
CTGAGAATGA
CTGAGAATGA
CTGAGAATGA
CTGAGAATGA
CTGAGAATGA
CTGAGAATGA
CTGAGAATGA
CTGAGAATGA
CTGAGAATGA
CTGAGAATGA
CTGAGAATGA
CTGAGAATGA
CTGAGAATGA
CTGAGAATGA
CTGAGAATGA
CTGAGAATGA
CTGAGAATGA
CTGAGAATGA
CTGAGAATGA
CTGAGAATGA

4444444444
4444444555
2345679245
ATCTGAGGTT
ATCTGAGGTT
ATCTGAGGTT
ATCTGAGGTT
ATCTGAGGTT
ATCTGAGGTT
ATCTGAGGTT
ATCTGAGGTT
ATCTGAGGTT
ATCTGAGGTT
ATCTGAGGTT
ATCTGAGGTT
ATCTGAGGTT
ATCTGAGGTT
ATCTGAGGTT
ATCTGAGGTT
ATCTGAGGTT
ATCTGAGGTT
ATCTGAGGTT
ATCTGAGGTT
ATCTGAGGTT
ATCTGAGGTT
ATCTGAGGTT
ATCTGAGGTT
ATCTGAGGTT
ATCTGAGGTT
ATCTGAGGTT
ATCTGAGGTT
ATCTGAGGTT
ATCTGAGGTT

444]
555]
678]
CTC
CTC
CTC
CTC
CTC
CTC
CTC
CTC
CTC
CTC
CTC
CTC
CTC
CTC
CTC
CTC
CTC
CTC
CTC
CTC
CTC
CTC
CTC
CTC
CTC
CTC
CTC
CTC
CTC
CTC
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