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RESUMO

Aeromonas sao bacilos gram-negativos, encontrados em ambientes
aquaticos, capazes de causar diversas infeccdes em humanos destacando-se a
diarréia. Os objetivos deste trabalho foram sequenciar o genoma da estirpe A. caviae
8LM, isolada a partir de fezes diarreicas, e realizar analises de genémica comparativa.
O sequenciamento foi realizado empregando os sistemas 454 GS Junior, Illlumina
MiSeq e PacBio. Nas analises de genémica comparativa foram empregadas diversas
ferramentas de bioinformatica para analise estrutural e do conteudo génico de estirpes
de Aeromonas. O genoma de A. caviae 8LM apresenta 4,6Mb, conteudo GC de
61,7%, dispondo de 4.101 CDS e 10 operons de rRNA distribuidos proximos da origem
de replicagdo. Foram identificados diversos genes relacionados com viruléncia
incluindo motilidade e adeséo, toxinas, sistemas de secrecéo tipo Il e VI, entre outros.
As analises de gendmica comparativa mostram a similaridade do genoma de A. caviae
8LM com outras estirpes da espécie. As analises realizadas indicaram divergéncias
na identificagdo de algumas Aeromonas e outras, identificadas apenas ao nivel de
género puderam ser identificadas ao nivel de espécie. O pan-genoma de Aeromonas
é formado por 9.785 genes e o core genoma 701 genes. Foram detectadas regides
do genoma que podem conter possiveis marcadores moleculares para a espécie A.
caviae. Os resultados deste trabalho trazem informacgdes sobre o genoma e viruléncia
de A. caviae 8LM, e sugerem a presenca de possiveis marcadores moleculares com
potencial para o desenvolvimento de testes diagndsticos.

Palavras-chave: Aeromonas. Genoma completo. Gendmica comparativa.



ABSTRACT

Aeromonas are gram-negative bacilli, found in aquatic environments, are
capable of causing several human infections, highlighting diarrhea. The proposes of
this work were to sequence the genome of strain A. caviae 8LM, isolated from diarrheal
feces, and carry out comparative genomics analyzes. Sequencing was performed
applying the 454 GS Junior, lllumina MiSeq and PacBio systems. In comparative
genomics analyzes, several bioinformatics tools were applied for structural and gene
content analysis of Aeromonas strains. The genome of A. caviae 8LM presents 4.6Mb,
GC content of 61.7%, 4,101 CDS and 10 distributed rRNA operons close to the origin
of replication. Several genes related to virulence including motility and adhesion,
toxins, type Il and VI secretion systems, among others were identified. Comparative
genomics analyzes exhibited the similarity of the genome of A. caviae 8LM with other
strains of the species. The analyzes indicated differences in identification of some
Aeromonas and others that were only identified at genus level could be identified at
species level. The pan-genome of Aeromonas consists of 9,785 genes and the core
genome 701 genes. Genomic regions containing possible molecular markers for A.
caviae species were detected. The results of this work provide information about the
genome and virulence of A. caviae 8LM, and suggest the presence of possible
molecular markers with potential for the development of diagnostic tests.

Key-words: Aeromonas. Complete genome. Comparative genomics.
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1 INTRODUGAO

Aeromonas sao bacilos gram-negativos, anaerdbios facultativos, oxidase
positiva e fermentam a glucose (MARTIN-CARNAHAN & JOSEPH, 2005). Sao
amplamente distribuidas em ambientes aquaticos (KUHN et al., 1997; KHAJANCHI et
al., 2010; MORRIS & HORNEMAN, 2017), e algumas espécies sdo capazes de causar
uma grande variedade de doencas em humanos. A manifestagcdo mais comum entre
as infecgdes causadas por Aeromonas em humanos é a diarreia (MORRIS &
HORNEMAN, 2017).

As doencgas diarreicas sao a segunda maior causa de morte em todo o mundo.
Estas infec¢gdes causam morbidade significativa e morte, particularmente em pessoas
idosas e criangas abaixo de 5 anos de idade. Segundo o relatério de 2015 sobre os
Niveis e Tendéncias em Mortalidade Infantil, divulgado pelo Fundo da Organizagao
das Nagdes Unidas para a Infancia (UNICEF) e outras agéncias colaboradoras, o
numero de mortes de criangas menores de 5 anos, devido a diarreia, caiu de 12,7
milhées por ano em 1990 para 5,9 milhdes em 2015. Apesar desta reducao, a diarreia
infecciosa continua como um dos principais problemas de saude publica em todo o
mundo (KELLY, 2011).

A diarreia contribui para a ma nutricio e para o retardamento do
desenvolvimento fisico e mental (O'LOUGHLIN et al., 1991). Embora a maioria dessas
infecgdes se resolva apds poucos dias, com ou sem intervencdo medicamentosa,
pode ocorrer progressao para quadros severos tais como bacteremia, meningite e
sindrome urémico-hemolitica deixando sequelas crénicas como insuficiéncia renal e
problemas neurolégicos (LINDSAY, 1997; SWAMINATHAN et al., 1999).

Os primeiros indicios sobre o papel etiologico de Aeromonas como causa de
diarreia datam da década de 1960 (FARMER Ill, 2006). Mas estas bactérias
emergiram como importantes enteropatdégenos devido a suspeita de terem provocado
surtos de doenga diarreica (CHOPRA & HOUSTON, 1999; HOFER et al., 2006), e do
seu isolamento de pessoas com diarreia do viajante (CHOPRA & HOUSTON, 1999;
VILA et al., 2003).

No entanto, a maioria dos laboratorios clinicos ndo pesquisa Aeromonas na
rotina laboratorial para a identificagdo de enteropatégenos (MORRIS & HORNEMAN,
2017), o que sugere que muitos casos de diarreia causados por estas bactérias n&o

séo diagnosticados.
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Trés espécies de Aeromonas sao isoladas de casos de diarreia com maior
frequéncia: A. hydrophila, A. caviae e A. veronii biovar sobria (KANNAN et al., 2001;
AGUILERA-ARREOLA et al., 2007; von GRAEVENITZ, 2007). Entre estas, A.
hydrophila € a espécie melhor estudada (ZHANG et al.,, 2005; YU et al.,, 2005;
SESHADRI et al., 2006; GRIM et al., 2013, 2014; PANG et al., 2015).

Ainda ha poucos estudos sobre Aeromonas realizados no Brasil, mas estes
indicam que A. caviae é uma causa importante de diarreia no pais (HOFER et al.,
2006, GUERRA et al., 2007; SUREK et al., 2010; ASSIS et al., 2014).

Os avangos na tecnologia de sequenciamento de DNA e o desenvolvimento da
bioinformatica permitiram o sequenciamento em grande escala de genomas inteiros
de patdgenos e a sua comparagao e analise detalhada, ampliando a capacidade para
o estudo de agentes infecciosos (KWONG et al., 2015).

A genbmica tem muitas aplicagdes potenciais na microbiologia médica, como o
desenvolvimento de ferramentas para diagnéstico de agentes infecciosos,
identificacdo de marcadores de viruléncia e de resisténcia a antimicrobianos e o
desenvolvimento de meios de cultura especificos (FOURNIER et al., 2014).

Assim, o sequenciamento do genoma de A. caviae 8LM, isolada de fezes de
uma crianga com diarreia, pode revelar informagdes importantes sobre a biologia do
patogeno, permitir o reconhecimento de marcadores de resisténcia a antimicrobianos,
e auxiliar na compreensdo da patogenicidade desse micro-organismo através da

identificacdo de genes associados a viruléncia.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 CARACTERISTICAS DE Aeromonas

Aeromonas sao bacilos gram-negativos retos, anaerdbios facultativos, quimio-
organotréficos e ndo esporulam. Ocorrem isoladamente, ocasionalmente aos pares
ou em cadeias curtas. Apresentam metabolismo fermentativo e respiratério com
oxigénio como aceptor final de elétrons. Reduzem nitratos a nitritos mas néo
desnitrificam. Sais de amoénio s&o utilizados como unica fonte de nitrogénio. S&o
catalase e oxidase positivos (MARTIN-CARNAHAN & JOSEPH, 2005).

Atualmente sdo reconhecidas 27 espécies de Aeromonas (BEAZ-HIDALGO et
al., 2015), a maioria é mesofilica, mas existem espécies psicrofilicas; geralmente s&o
moveis, via flagelo polar, e algumas estirpes podem expressar flagelos laterais, e
ainda algumas espécies sdo imoveis (MARTIN-CARNAHAN & JOSEPH, 2005).

Aeromonas s&o organismos primariamente aquaticos, isolados mais
frequentemente de agua doce (rios, lagos, aguas subterraneas, aguas estuarinas) e
em associagdo com animais aquaticos (MARTIN-CARNAHAN & JOSEPH, 2005;
KHAJANCHI et al., 2010). Também podem ser encontradas em agua potavel, aguas
residuais e esgotos com varios niveis de tratamento (HOLMES et al., 1996; KUHN et
al., 1997; KHAJANCHI et al., 2010).

No Brasil, um dos estudos sobre a distribuigdo ambiental de Aeromonas foi
realizado por FALCAO e colaboradores (1998). A bactéria foi encontrada em 50% das
amostras de agua corrente, 33,4% das amostras de agua de irrigagéo, e de 16,6% da
agua de reservatorio na cidade de Araraquara — SP. A maioria dos isolados pertencia
a espécie A. hydrophila.

Aeromonas também foram isoladas em agua corrente na regido de Londrina —
PR, e os isolados foram identificados como A. hydrophila, A. caviae e A. sobria. As
amostras de agua analisadas foram coletadas em area nao poluida, proxima a
nascente (GIBOTTI et al., 2000). Portanto estes micro-organismos estdo presentes
em ambientes aquaticos de diferentes regides geograficas.

Além disso, Aeromonas podem ser isoladas de animais domésticos,
invertebrados, passaros, insetos e do solo, sendo ubiquitarias na biosfera microbiana
(JANDA & ABBOTT, 2010). A presenca de Aeromonas também foi detectada em

diversos tipos de alimentos incluindo produtos lacteos, vegetais, carnes e aves,
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mariscos e em peixes (BORREL et al.,, 1998; NEYTS et al.,, 2000; MCMAHON &
WILSON, 2001).

A ampla distribuicdo de Aeromonas facilita seu contato com humanos e o
eventual desenvolvimento de infecgdo (JANDA & ABBOTT, 2010).

2.2 INFECCOES CAUSADAS POR Aeromonas

Bactérias do género Aeromonas sao importantes causas de doengas em peixes
e animais pecilotérmicos, e algumas espécies também s&o responsaveis por varias
infeccbes em humanos, tanto em individuos sadios como imunocomprometidos
(JANDA & ABBOTT, 2010; CHUANG et al., 2011).

Trés espécies — A. hydrophila, A. caviae e A. veronii bv. sobria — sdo
responsaveis pela grande maioria (= 85%) das infecgdes humanas causadas por
bactérias deste género (JANDA & ABBOTT, 1998; PARKER & SHAW, 2011; TOMAS,
2012; COLSTON et al., 2014).

As infecgbes clinicas causadas por Aeromonas em humanos sdo comumente
classificadas em quatro categorias: sindromes do trato gastrointestinal, infecgbes em
tecidos moles e lesbes, septicemia e infecgdes diversas, que incluem doencas de
menor frequéncia (JANDA & ABBOTT, 2010).

2.2.1 Sindromes do trato gastrointestinal

Entre as infecgbes humanas causadas por Aeromonas a gastrenterite € a mais
frequente (FIGUEIRAS, 2005; PARKER & SHAW, 2011; ASSIS et al., 2014). E
adquirida através da ingestdo de agua ou de alimentos contaminados com a bactéria
(BUCHAMAN et al., 1984; NOJIMOTO et al.,1997; JANDA & ABBOTT, 2010;
KHAJANCHI et al., 2010; TOMAS, 2012). Ocorre mundialmente e acomete pessoas
de todas as idades; a frequéncia varia de 0,09 a 13% como indicam diferentes estudos
realizados em distintas regides geograficas (ESSERS et al., 2000; JANDA & ABBOTT,
2010).

As manifestagcdes clinicas decorrentes das infec¢gdes gastrointestinais
causadas por Aeromonas variam e incluem diarreia secretora aguda, frequentemente
acompanhada por vomito; diarreia disentérica aguda com sangue e muco; diarreia
cronica durando mais de 10 dias; diarreia colérica com fezes “em agua de arroz”;

diarreia do viajante. Foram relatados dois casos associados com a sindrome urémico-
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hemolitica (MORRIS & HORNEMAN, 2017). Pode ainda haver complicagbes como a
peritonite, colite e colangite (PARKER & SHAW, 2011).

Estudos tém demonstrado um aumento no isolamento dessas bactérias em
amostras fecais durante os meses mais quentes do ano. A elevada concentragao
dessas bactérias nos ambientes aquaticos durante os meses quentes do ano pode
levar a um aumento da exposi¢cdo a Aeromonas e consequente desenvolvimento de
infecc&o ou colonizagdo por essas bactérias (JANDA & ABBOTT, 2010).

Essa mesma sazonalidade € observada em infec¢des extra-intestinais
causadas por Aeromonas, como a septicemia, na qual 42 a 67% dos casos ocorrem
durante o verdo (KELLY et al., 1993; LLOPIS et al., 2004; TSAI et al., 2006).

O estudo de Aeromonas como patdégeno entérico ainda é escasso no Brasil.
NOJIMOTO e colaboradores (1997) observaram a presenga de Aeromonas em 21,9%
das fezes diarreicas de criangcas na cidade de Goiania — GO. Foram isoladas as
seguintes espécies: A. caviae (7,7%), A. salmonicida subsp. salmonicida (6,6%), A.
sobria (4,3%), A. hydrophila (2,2%) e A. salmonicida subsp. achromogenes (1,1%).

Em 2004 foi relatado um surto de diarreia ocorrido em S&o Bento do Una — PE,
no qual foram registrados 2.170 casos da doenca. Das 582 amostras analisadas
19,5% apresentavam Aeromonas, das quais 9,8% eram A. caviae, 3,9% A. veronii
biovar sobria, 2,6% A. veronii biovar veronii e 3,2% de outras espécies (HOFER et al.,
2006).

PEREIRA e colaboradores (2008) avaliaram 2.323 neonatos hospitalizados em
unidades de terapia intensiva com sintomas de diarreia aguda na cidade do Rio de
Janeiro durante o periodo de 1998 a 2006. Foram isoladas 56 estirpes de Aeromonas,
sendo 42,8% A. caviae, 25% A. media, 10,7% A. veronii biogrupo sobria, 9% A.
hydrophila e 5,3% A. veronii biogrupo veronii. Foi sugerido que Aeromonas seja
considerada nas diretrizes de controle preventivo de infec¢cdes hospitalares em
unidades de terapia intensiva neonatal.

No Parana a prevaléncia de Aeromonas foi de 2,6% em uma amostragem de
pessoas atendidas em laboratorios clinicos particulares. A. caviae foi a espécie
predominante (SUREK et al., 2010). No entanto, em pacientes com diarreia atendidos
pelo Sistema Unico de Saude, através do Laboratério Municipal de Satde de Curitiba,
a frequéncia de Aeromonas foi de 14,6%, sendo 10,5% de A. caviae (ASSIS et al.,
2014).
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2.2.2 Infecgdes de pele e tecidos moles

Pele e tecidos moles representam o segundo sitio anatébmico do qual
Aeromonas s&o mais frequentemente isoladas (JANDA & ABBOTT 1998; 2010). Estas
infecgdes ocorrem frequentemente nas extremidades, apds traumas aquaticos e
podem variar de lesdes topicas leves, como lesdes postulares, a infecgbes graves
com risco de vida (MORRIS & HORNEMAN, 2017) como mionecrose e fasciite
necrotizante (BEHERA et al., 2014; SOOD & NERURKAR, 2014).

Estas infec¢des sao frequentemente decorrentes de traumas ocupacionais ou
lesdes decorrentes de atividades recreativas esportivas, tais como pesca e natacgao.
O contato direto de pequenas lesbes e abrasdes com ambientes aquaticos
contaminados com Aeromonas como riachos e lagos também pode resultar em
infeccdo (JANDA e ABBOTT, 1998; LAl et al., 2007a). Isto pode ser demonstrado pelo
fato de Aeromonas estar entre os isolados bacterianos mais comuns recuperados de
ferimentos de vitimas do tsunami ocorrido no oceano indico em 2004 e da inundagao
em Nova Orleans em 2005 (MORRIS e HORNEMAN, 2017).

Lesao tecidual mais acentuada pode resultar de traumas como mordidas de
animais ou da introdugdo de corpos estranhos (terra, madeira ou metal) contendo
Aeromonas nos tecidos mais profundos (JANDA & ABBOTT, 2010).

A infeccdo de feridas por Aeromonas através de picadas de cobra
(MUKHOPADHYAY et al., 2008) e mordidas de varios animais € uma das rotas mais
negligenciadas, no entanto a microbiota da orofaringe de répteis, principalmente de
cobras, muitas vezes abriga espécies de Aeromonas (JANDA e ABBOTT, 2010).

Queimaduras por fogo ou eletricidade sdo muitas vezes controladas
inicialmente pela imersao total ou parcial da area lesionada em agua de torneira, bicas
ou riachos contaminados por Aeromonas (KIENZLE et al., 2000). Tal agdo pode
resultar na colonizagéo por Aeromonas ou infecgéo dos tecidos lesionados, resultando
até em septicemia (KIENZLE et al., 2000; WILCOX et al.; 2000; CHIM & SONG, 2007;
LAl et al., 2007b).

2.2.3 Septicemia

Trés espécies de Aeromonas, A. hydrophila, A. caviae e A. veronii bv. sobria,

sao responsaveis por mais de 95% dos casos de septicemia causadas por Aeromonas
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(JANDA & ABBOTT, 2010). No entanto, a espécie A. dhakensis, recentemente
descrita (BEAZ-HIDALGO et al., 2013), esta sendo relatada como causa importante
de septicemia (MORINAGA et al., 2013).

A maioria dos casos de septicemia associada a Aeromonas € observada em
pessoas imunocomprometidas. Neste grupo, os individuos com maior risco de
desenvolver septicemia sdo os que apresentam doenga cronica no figado (TSAl et al.,
2005; LAl et al., 2007a; WU et al., 2007), cancer e doencgas hepatobiliares (WU et al.,
2007; JANDA & ABBOTT 2010). As portas de entrada mais comuns de Aeromonas
nesses pacientes sao por meio do trato gastrointestinal, tecidos moles, intra-
abdominal e o uso de catéteres de longa permanéncia contaminados.

Septicemia por Aeromonas também pode ocorrer em pacientes com historico
de evento traumatico severo precedendo imediatamente a infeccdo. As principais
portas de entrada para o micro-organismo s&o o trato respiratério e tecidos cutaneo e
subcuténeo. Este grupo de individuos muitas vezes ndo apresenta condi¢des pré-
existentes que os levariam a desenvolver bacteremia causada por Aeromonas
(JANDA & ABBOTT, 2010).

A septicemia causada por espécies de Aeromonas também pode ocorrer em
pessoas sadias, sem fatores de risco aparentes, na auséncia de traumas, e as portas
de entrada do micro-organismo nao sado conhecidas. DWIVEDI e colaboradores
(2008), descreveram casos de septicemia adquirida na comunidade em pessoas
imunocompetentes, previamente saudaveis, sem histéria recente de diarreia. No
entanto a mesma bactéria foi isolada das fezes dos doentes indicando que eram
portadores assintomaticos de Aeromonas e sugerindo que o micro-organismo, a partir
do intestino, teve acesso a corrente circulatoria causando septicemia (DWIVEDI et al.,
2008).

Por fim, outro grupo de pacientes com septicemia causada por Aeromonas
inclui pessoas que se submeteram a cirurgia reconstrutiva. Nestes, a terapia medicinal
com sanguessugas, as quais sao frequentemente aplicadas em tecidos ou areas de
reimplante como resultado da cirurgia plastica e reconstrutiva a fim de aliviar o
acumulo sanguineo, pode ter sido a porta de entrada de Aeromonas pelo tecido lesado
(JANDA & ABBOTT, 2010).
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2.2 4Infecgdes diversas

Varios outros tipos de infecgdo podem ser causados por Aeromonas afetando
diversos sitios anatdémicos. Estas incluem artrite séptica (TSENG et al.,, 2013);
infeccbes abdominais (TENA et al., 2007); do trato hepatobiliar (WU et al., 2007; LAMY
et al., 2009); trato respiratorio (MUKHOPADHYAY et al., 2008; LAMY et al., 2009;
CHAO et al., 2013); peritonite (CHOI et al., 2008; LAMY et al., 2009); meningite
(OUDERKIRK et al., 2004; BUKHARI et al., 2011; PAMPIN et al., 2012); infeccdo do
trato urinario (AL-BENWAN et al., 2007; TENA et al.,, 2007; LAMY et al., 2009);
prostatite (HUANG et al., 2007); doencga inflamatéria pélvica (MUKHOPADHYAY et
al., 2008); infec¢ao ocular (LAMY et al., 2009).

2.3 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

Nas ultimas décadas ocorreu uma grande expansdo no numero de novas
espécies bacterianas. Este fato € devido em grande parte a relativa facilidade com
que as sequéncias do gene 16S rRNA s&o determinadas.

Para o género Aeromonas, que em 1980 compreendia apenas quatro espécies
— A. hydrophila, A. punctata, A. salmonicida e A. sobria — foram descritas sete novas
especies desde 2002 e atualmente existem 27 espécies validadas (JANDA &
ABBOTT, 2010; COLSTON et al., 2014; BEAZ-HIDALGO et al., 2015).

A identificacdo de Aeromonas ao nivel de espécie pode ser um desafio e
pouquissimos laboratérios clinicos sdo capazes de identificar as espécies
clinicamente significativas além do nivel de complexos (JANDA & ABBOTT, 2010),
como os complexos A. hydrophila e A. caviae.

Aeromonas crescem bem em meios utilizados na rotina laboratorial como por
exemplo, agar sangue e agar MacConkey. A hemolise em agar sangue é variavel. A
maioria das espécies incluindo A. hydrophila e A. veronii apresenta hemolise total (8)
e muitas A. caviae exibem hemolise parcial (a) embora também possam apresentar
zonas estreitas de B hemolise. Em agar MacConkey a maioria cresce como n&o
fermentadores de lactose, mas muitos isolados de A. caviae fermentam a lactose
(MARTIN-CARNAHAN & JOSEPH, 2005), como Escherichia coli e podem n&o ser
distinguidos desta (MORRIS & HORNEMAN, 2017).
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Aeromonas podem ser confundidas com bactérias de outros géneros como
Vibrio e Plesiomonas (ABBOTT et al.,, 2003; JANDA & ABBOTT, 2010). Testes
especificos tais como a resisténcia ao agente vibriostatico 2,4-diamino-6,7-di-
isopropil-pteridina (O129), habilidade de crescer em caldo nutriente com
concentragdes entre 0 a 3% de NaCl, e inabilidade de crescer em agar TCBS sé&o
necessarios, mas estes ndo sdo empregados na rotina dos laboratérios clinicos
(JANDA & ABBOTT, 2010).

A identificacdo de Aeromonas por testes bioquimicos convencionais requer a
utilizagdo de um grande numero de testes (ABBOTT et al., 2003; MARTIN-
CARNAHAN & JOSEPH, 2005). Mesmo assim, nem sempre é possivel chegar a
identificacdo de uma espécie.

SUREK e colaboradores (2010) compararam a identificagcdo de Aeromonas por
provas bioquimicas convencionais e pelo kit comercial APl 20E. Para todas as estirpes
analisadas foi necessario realizar provas bioquimicas adicionais para distinguir entre
Vibrio fluvialis e Aeromonas ou para identificar as estirpes ao nivel de espécie. Este
dado mostra que mesmo sistemas comerciais para identificacdo bacteriana podem
apresentar dificuldades na identificagdo de Aeromonas.

A ferramenta molecular mais comumente empregada em laboratorios clinicos
para a identificagdo bacteriana é o sequenciamento do gene 16S rRNA (JANDA &
ABBOTT, 2007). Entretanto, esse gene ndo & considerado um bom marcador para o
género Aeromonas, pois as espécies sdo estreitamente relacionadas, e niveis
elevados de similaridade na sequéncia de 16S rRNA (97,8 a 100%) s&o observados.
(MARTINEZ-MURCIA et al., 1992; MARTIN-CARNAHAN & JOSEPH, 2005). Outro
fator é o elevado numero de cépias do gene que varia de 8 a 11 nas diferentes estirpes
(ROGER et al., 2012) e a sua heterogeneidade intragendmica, cuja frequéncia de
polimorfismos varia de 0,06 a 1,5% (MORANDI et al., 2005; ALPERI et al., 2008).
Assim, o sequenciamento de 16S rRNA define claramente um isolado apenas ao nivel
de género (MARTIN-CARNAHAN & JOSEPH, 2005).

Devido a esses fatores, o sequenciamento dos genes gyrB (subunidade beta
da DNA girase), rpoD (fator sigma 70), ou rpoB (subunidade beta da RNA polimerase),
tem sido utilizado para a separagado das espécies de Aeromonas, ja que permitem a
diferenciagdo de grupos intimamente relacionados (SOLER et al., 2004; MARTIN-
CARNAHAN & JOSEPH, 2005).
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2.4 GENOMICA

O sequenciamento de genomas tem contribuido enormemente para os estudos
de taxonomia. Com o avango tecnoldgico novas metodologias de sequenciamento
foram desenvolvidas e 0 numero de genomas bacterianos disponiveis nos bancos de
dados publicos aumentou consideravelmente (van TONDER et al.,, 2014).
Consequentemente, a utilizagdo dessas sequéncias genéticas oferece novas
oportunidades para a caracterizagdo bacteriana e esta abordagem vem sendo
utilizada para esclarecer posigdes taxonémicas duvidosas (COLSTON et al., 2014;
BEAZ-HIDALGO et al., 2015).

Além disso, o aumento da capacidade computacional favoreceu os estudos de
genbmica comparativa envolvendo um numero grande de sequéncias, bem como o
desenvolvimento de metodologias analiticas fazendo com que as analises de
gendmica comparativa se tornem mais acessiveis a comunidade cientifica (van
TONDER et al., 2014). Atualmente, a comparagao de genomas inteiros representa
uma conduta primordial na classificacdo de espécies bacterianas (COLSTON et al.,
2014; BEAZ-HIDALGO et al., 2015).

Nas analises de gendmica comparativa verifica-se que ha genes comuns a
todas as espécies de um determinado género, denomina-se este conjunto de genes
como core-genoma. Os outros genes que sdo compartilhados por algumas espécies
e aqueles que sao especificos de uma determinada espécie fazem parte do chamado
genoma acessorio. O pan-genoma é o somatorio do core-genoma e do genoma
acessorio (ALCARAZ, 2014). Dessa maneira, as espécies bacterianas podem ser
definidas pelo seu pan-genoma (van TONDER et al., 2014).

Questdes evolutivas também podem ser respondidas com a analise de core-
genoma como, por exemplo, quais s&o 0s genes conservados ao longo da escala
evolutiva, quais os valores de corte para similaridade. Além disso, a reconstrugao
filogenética utilizando a totalidade do genoma talvez esteja mais proxima da historia
evolutiva do organismo que a genealogia de genes individuais (LUCIANI et al., 2012).

Com os dados do pan-genoma, o padrédo de presenga e auséncia de genes no
genoma acessorio das bactérias analisadas poderia dar indicios da perda e aquisicéo
de genes por meio de transferéncia horizontal ao longo do processo evolutivo (RENO
& HELD, 2009).
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A relacdo de aquisi¢ao e perda de genes pode ser importante na determinagéo
da estirpe, bem como na localizagdo de espécies (filogeografia) e na dinédmica
populacional. A determinagéo do pan-genoma é importante para a manutengéo de um
registro completo das capacidades metabdlicas de um grupo de organismos. Assim
como, as diferengas no genoma acessorio de bactérias proximas podem dar indicios
da adaptagdo ao ambiente e estilo de vida desses micro-organismos (RENO & HELD,
2009).

Na tentativa de melhor resolver a identificacdo de espécies bacterianas, foram
desenvolvidas ferramentas para analise de similaridade entre genomas. A
hibridizacdo DNA-DNA (DDH) foi amplamente utilizada na determinac&o de espécies
e por muito tempo foi o unico método capaz de mensurar o grau de similaridade entre
genomas (RICHTER & ROSSELLO-MORA, 2009).

Posteriormente, o GGDC-DDH foi criado como uma ferramenta in silico para
atender as necessidades advindas dos avangos no sequenciamento de genomas.
Nessa analise, o genoma em estudo é comparado in silico com um genoma de
referéncia, através de sua sequencia de nucleotideos, e a distancia intergenémica é
calculada pela soma de todas as identidades encontradas nos segmentos de alta
pontuagao (HSPs) divida pelo comprimento global de HSPs. Dessa maneira, os dados
sdo convertidos em valores de similaridade analogas ao DDH para apoiar a deciséo
sobre o parentesco da nova estirpe com estirpes conhecidas (MEIER-KOLTHOFF,
2013; AUCH et al., 2010a, 2010b).

A abordagem da identidade nucleotidica meédia, do inglés Average Nucleotide
Identity, (ANI) é semelhante a do GGDC-DDH, porém essa metodologia estima a
identidade média de nucleotideos entre dois genomas. O genoma em estudo é
fragmentado in silico em segmentos de 1.020 nucleotideos, os quais s&o alinhados
utilizando o algoritmo do BLAST contra um genoma de referéncia a fim de calcular a
identidade média dos nucleotideos (GORIS et al., 2007).

Conforme estudos realizados por COLSTON e colaboradores (2014), essas
ferramentas mostraram-se bastante promissoras na separagdo de espécies
proximamente relacionadas, demonstrando que a gendmica comparativa pode ser um

bom caminho para a resolugao taxonémica de Aeromonas.
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2.5 VIRULENCIA

As bactérias do género Aeromonas podem produzir uma variedade de
elementos denominados fatores de viruléncia, associados com a sua capacidade de
causar doenca. Estes fatores incluem caracteristicas com variadas fun¢des, e incluem
desde adesinas e toxinas a sistemas de secrecédo (JANDA & ABBOTT, 2010; PARKER
E SHAW, 2011).

A colonizacdo do hospedeiro € uma etapa inicial do processo de infecgao.
Inicia-se pela adesao da bactéria as células do hospedeiro e esta relacionada com a
presenga de estruturas como pilus (ou fimbrias) e adesinas.

As adesinas s&o estruturas que permitem a ligagdo da bactéria a receptores
especificos nas células hospedeiras. Em Aeromonas diversas adesinas foram
descritas e incluem as adesinas fimbriais, presentes na extremidade dos pili/fimbrias,
e as localizadas na membrana externa da bactéria.

Pili sdo estruturas proteicas, filamentosas, formadas por subunidades de pilina.
Diversas fungdes podem estar associadas com diferentes tipos de pili, tais como sitios
receptores de bacteriofagos, transferéncias de material genético durante a
conjugagao, formacgao de biofilme, agregacao celular, além de aderéncia e invasao de
células hospedeiras. Foi observado que em Aeromonas pili do tipo IV desempenham
funcdo na adesao e colonizagao de células epiteliais (BARNETT & KIROV, 1999).

Ao menos dois pili tipo IV diferentes foram identificados em Aeromonas
associadas com gastroenterite, o bundle-forming pili (Bfp) e Tap (BARNETT et al.,
1997; CHOPRA et al.,, 2000; RASMUSSEN-IVEY et al., 2016). O pili Bfp esta
associado com a adesao as ceélulas intestinais (BARNETT & KIROV, 1999; KIROV et
al., 1999; TOMAS, 2012; RASMUSSEN-IVEY et al., 2016) e também é denominado
mannose-sensitive hemaglutinin (Msh) em decorréncia da homologia da sequéncia
com o pili hemaglutinina sensivel a manose de Vibrio cholerae (HADI et al., 2012;
TOMAS, 2012).

Ja o pilus tipo Tap, apresenta homologia como pilus tipo IV de Pseudomonas e
espécies patogénicas de Neisseria (BARNETT & KIROV, 1999; TOMAS, 2012;
RASMUSSEN-IVEY et al.,, 2016) e n&o parece ter um papel significativo na
colonizagao intestinal por Aeromonas, diferentemente do observado para Bfp cuja
remogao resulta em redugéo de cerca de 80% na adeséo as células intestinais (KIROV
et al. 1999, 2000).
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Além de pili, outras estruturas associadas com adesao de Aeromonas séo os
flagelos. Dois tipos de flagelos foram descritos em bactérias desse género, o flagelo
polar e os flagelos laterais. O flagelo polar € constitutivo e responsavel pela motilidade
em meios liquidos (swimming). Ja o flagelo lateral, esta presente somente em algumas
estirpes e é expresso em meios soélidos, sendo responsavel pela motilidade em
superficie (swarming) (KIROV et al., 2002; 2004). A motilidade decorrente da
expressao dos flagelos polar ou lateral auxilia a bactéria nos processos de adeséo,
colonizacdo e invasdo das células hospedeiras e na formagao de biofilme (GAVIN et
al., 2002; KIROV et al., 2002; 2004; GRIM et al., 2014).

O papel dos flagelos polar e lateral na adesao de Aeromonas em linhagens de
células intestinais Henle 407 e Caco-2 foi demonstrada por KIROV e colaboradores
(2004). Estirpes sem flagelo polar praticamente ndo aderiram as células, enquanto a
auséncia dos flagelos laterais resultou na redugao de 60% na adesdo em comparagao
com a bactéria selvagem, indicando que ambos os flagelos sdo adesinas de
enterdcitos (KIROV et al., 2004).

Outros fatores associados com viruléncia em Aeromonas incluem a produgao
de uma série de toxinas e enzimas extracelulares como proteases, lipases, amilases,
nucleases, entre outras. Essas enzimas podem contribuir para a sobrevivéncia dessas
bactérias em diferentes nichos.

As proteases tém um papel na patogenicidade, promovendo invasao pelo dano
direto de tecidos do hospedeiro, uma vez que sdo capazes de degradar proteinas
presentes no tecido conectivo incluindo fibrinogénio, elastina e colageno, bem como
na ativacdo proteolitica de toxinas (JANDA e ABBOTT, 2010; TOMAS, 2012).

Diversas exotoxinas ja foram descritas em Aeromonas. Entre elas, a toxina
RtxA, cuja atividade é contato dependente, sendo capaz de romper a actina do
citoesqueleto de células HelLa resultando em alteragao do fendtipo celular provocando
arredondamento e induzindo apoptose (SUAREZ et al., 2012).

Em Aeromonas existem dois tipos de enterotoxinas, as citotoxicas e citotonicas.
A enterotoxina citotoxica Act, causa degeneragao das criptas e vilosidades intestinais
e geralmente é encontrada em estirpes isoladas de pacientes com diarreia,
apresentando atividades hemolitica, citotoxica e enterotdxica. As toxinas citoténicas,
como a termo-labil Alt e a termo-estavel Ast, ndo produzem leséo epitelial e seu

mecanismo de agao esta associado ao aumento dos niveis de adenosina monofostato
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ciclico (cAMP) e prostaglandinas no intestino, causando secre¢cdo de fluidos no
hospedeiro (ALBERT et al., 2000; SHA et al., 2002; RASMUSSEN-IVEY et al., 2016).

Além das enterotoxinas citotoxicas com atividade hemolitica, Aeromonas
podem produzir hemolisinas n&o enterotoxicas que sao classificadas em dois grupos,
a-hemolisinas e B-hemolisinas. As a-hemolisinas apresentam efeito citotoxico
reversivel e lise incompleta dos eritrocitos. Ja as -hemolisinas levam a formagao de
poros culminando na lise e destruigdo dos eritrécitos (TOMAS, 2012).

Existem ao menos quatro tipos de hemolisinas em Aeromonas, a aerolisina A
(AerA), a hemolisina termo-labil extracelular (AHH1), AhyA e Asa1. Aquela prevalente
em Aeromonas hydrophila € AHH1, entretanto as estirpes mais virulentas possuem
tanto a AHH1 como AerA (WANG et al., 2003; RASMUSSEN-IVEY et al., 2016).

A secrecdo de proteinas € de fundamental importancia no ciclo de vida dos
micro-organismos, esta envolvida na biogénese de organelas, aquisicdo de nutrientes,
liberacdo de fatores de viruléncia e interagdo com outros organismos (TOMAS, 2012;
WANDERSMAN, 2013). E um processo complexo, principalmente para bactérias
Gram-negativas, nas quais o processo de transporte ocorre a partir do seu local de
sintese no citoplasma através do envelope celular (membrana interna, periplasma e
membrana externa) (TOMAS, 2012; WANDERSMAN, 2013).

Apesar do vasto numero, diversidade e fungdes das proteinas que sao
secretadas, elas sao translocadas utilizando um numero limitado de mecanismos. Até
o momento foram identificados seis sistemas de secrecdo em bactérias Gram-
negativas, denominados sistemas de secregéo tipo | — VI, mostrados na FIGURA 1.

Estes sistemas s&o estruturalmente distintos, variam em relacdo aos
mecanismos de secrecado dos respectivos substratos, que pode ocorrer em uma ou
duas etapas, e ainda quanto ao destino do produto secretado — meio ambiente, ou
injetado diretamente no citoplasma de células eucaridticas (TSENG, et al., 2009;
HAYES et al., 2010).

Em Aeromonas trés sistemas de secrecao foram associados com viruléncia, os
sistemas de secrecgao tipo || (ROSENZWEIG & CHOPRA, 2013), tipo Il (VILCHES et
al., 2004) e tipo VI (SUAREZ et al., 2010).
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FIGURA 1 — SISTEMAS DE SECRECAO EM BACTERIAS
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NOTA: Esquema da estrutura dos sistemas de secrecgao do tipo | a VI.
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para Bacterial secretion system (map03070) (2017).

O sistema de secrecgao tipo Il (T2SS) é utilizado por muitas bactérias Gram-
negativas para exportar proteinas do citoplasma, ja enoveladas, para a superficie
celular ou para o meio externo (MICHEL & VOULHOUX, 2009; TAUSCHEK et al.,
2002). Contém de 12 a 15 proteinas, as quais geram um poro que transpassa ambas
as membranas, é amplamente conservado em bactérias Gram-negativas e tem sido
estudado principalmente em patogenos de plantas, animais e humanos (MICHEL &
VOULHOUX, 2009; RONDELET & CONDEMINE, 2013).

A fungdo das proteinas secretadas pelo T2SS é extremamente diversa e
incluem toxinas, fatores de viruléncia associados a superficie celular, citocromos e
uma ampla gama de enzimas que hidrolizam macromoléculas como lipideos,
polissacarideos. Estas proteinas podem estar envolvidas em varios processos
biolégicos como respiragdo, formacado de biofiime, ligacdo a substrato e fixagao
bacteriana (RONDELET & CONDEMINE, 2013).

Em Aeromonas o T2SS esta relacionado com a secregao extracelular de varios
fatores de viruléncia como aerolisinas, amilases, DNAases e proteases
(RASMUSSEN-IVEY et al., 2016). ROSENZWEIG e CHOPRA (2013) demonstraram

gue a enterotoxina Act é secretada por esse sistema.
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O T3SS é um sistema estruturalmente complexo, formado por dois anéis que
geram um canal continuo através das membranas interna e externa da bacteria,
incluindo a camada de peptideoglicano. Uma estrutura em agulha é associada com o
anel presente na membrana externa e se projeta a partir da superficie bacteriana. As
proteinas secretadas sdo denominadas “efetoras” e transportadas, através da
estrutura, diretamente na célula hospedeira através de poros gerados pelas proteinas
do T3SS. Muitas destas proteinas representam fatores de viruléncia que promovem
alteragao nas células hospedeiras (COBURN et al., 2007).

Esse sistema é formado por aproximadamente 20 proteinas e encontrado em
varias bactérias gram-negativas, patogénicas e comensais, nas quais esta associado
a fungdes de adeséo, colonizagao e invasdo (SORG & CORNELIS, 2009).

Os efetores sao na maioria das vezes distintos, com fun¢des Unicas adequadas
a estratégia de viruléncia de um determinado patdégeno. Entretanto, homdlogos
efetores também existem entre os diferentes tipos de bactérias que possuem esse
sistema (COBURN et al., 2007).

Em Aeromonas esse sistema é encontrado principalmente em isolados clinicos
(COBURN et al., 2007). Inicialmente descrito em A. hydrophila, o T3SS compreende
35 genes dispostos de maneira similar a encontrada em Pseudomonas aeruginosa
(VILCHES et al., 2004). Mutagcbes em genes que compdem o T3SS em Aeromonas,
ocasionam redug¢ado da viruléncia em relagdo ao selvagem. Estudos realizados com
estirpes desse género demonstram que este sistema é co-regulado pelo contato com
a célula hospedeira (SHA et al., 2002).

O T6SS é codificado por um cluster de 13 genes conservados em diversos
organismos (BOYER et al., 2009). E amplamente distribuido em bactérias Gram-
negativas e sua fungdo denota ser muito versatil, podendo ser utilizado para interagir
com células eucarioticas ou bacterias competidoras (SHA et al., 2013).

Provavelmente desempenha um papel importante nas interacdes inter-
bacterianas, afetando a estrutura das comunidades em varios nichos ambientais, na
competigao das bactérias patogénicas com rivais, facilitando, assim, a colonizagéo de
sitios de infeccdo nos quais a microbiota esta presente. Além de poder atuar na
interacdo direta de certos patdogenos e simbiontes com seus hospedeiros eucariéticos
(CASCALES, 2008; SILVERMAN et al., 2012; DINIZ et al., 2015)

Em Aeromonas esse sistema foi inicialmente descrito em A. hydrophila e

apresenta 18 genes conservados. A porg¢ao inicial do cluster € bastante variada com
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a presenca de genes acessorios (SUAREZ et al., 2008). Em algumas espécies o0 T6SS
esta relacionado com a formacéo de biofilme (SHA et al., 2013) e evasao do sistema
imune (SUAREZ et al., 2010).

Como a nomenclatura dos genes do T6SS difere em diversos estudos
adotamos a proposta por SHALOM e colaboradores (2007), como mostra a TABELA
1.

TABELA 1 — NOMENCLATURA DOS GENES DO T6SS

A B ¢ A. hydrophila
COGID SHALOM RAST Aeromonas ATCC7966 °
COG3157 hcp-2 hep hcp-2 AHA 1826
COG3501 vgrG-2 vgrG|vgrG-3 vgrG-2 AHA 1827
COG3516 tssB impB impB AHA_ 1832
COG3517 tssC impC impC AHA_ 1833
COG3518 tssE pvc109 pvc109 AHA 1834
COG3519 tssF impG|vasA Vasa AHA 1835
COG3520 tssG impH|vasB vasB AHA 1836
COG3456 fha impllvasC vasC AHA_1837
COG3521 tssJ vasD AHA 1838
COG3522 tssK impdJ|vasE Vase AHA 1839
COG3455  tssL impKjvast vasF AHA 1840

opmA/motB
COG0542 tssH clpB clpB AHA 1841
sigma-54
COG2204  vasH dependent vasH AHA_1842
transcriptional
regulator
COG3515 tssA(1) impA AHA 1844
COG3523 tssM icmF vask AHA 1845
COG3515  tssA(2) hypothetical AHA_1846
protein
Uropathogenic
COG4104 PAAR specific AHA 1847
protein
COG3501 vgrG-3 vgrG|vgrG-3 vgrG-3 AHA_ 1848
COG3157 hcp-1 hep hep-1
COG3501 Vng-1 vgrG|vgrG-3 vgrG-1

NOTA: A= o numero do COG (BOYER et al. 2009). B= nomenclatura proposta por SHALOM et al. 2007.
C= nomenclatura utilizada por Suarez et al. 2008. D= os respectivos loci em A. hydrophila subsp.
hydrophila ATCC 7966 (SESHADRI et al. 2006, COULTHURST 2013).

FONTE: a autora (2017).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi sequenciar o genoma de Aeromonas caviae

8LM e realizar analises de genémica comparativa.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Sequenciamento do genoma

Sequenciar o genoma de A. caviae estirpe 8LM,;

Montar o genoma sequenciado;

Anotar automaticamente os genes presentes no genoma de A. caviae estirpe
8LM;

.  Genbmica comparativa

Determinar a similaridade entre os genomas de Aeromonas;

Comparar estruturalmente o genoma sequenciado com outras espécies de
Aeromonas;

Comparar o conteudo génico obtido com outras bactérias presentes no género;
Estabelecer um pan-genoma utilizando as sequéncias genémicas de todas as
espécies de Aeromonas depositadas no banco de dados do NCBI;

Determinar o conjunto de genes representativos do core-genoma;

Realizar analise filogenética das espécies de Aeromonas;

Verificar a presenca de genes associados com viruléncia em Aeromonas;
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

A bacteria Aeromonas caviae 8LM foi isolada a partir de cultura de fezes de
uma crianga de nove meses de idade, com diarréia e baixo peso. O exame
parasitologico de fezes foi negativo, e a coprocultura negativa para Salmonella,
Shigella, EPEC (Escherichia coli enteropatogénica) e EIEC (Escherichia coli
enteroinvasiva).

A bactéria foi identificada por ASSIS (2014) através de testes bioquimicos
segundo a metodologia proposta por ABBOTT e colaboradores (2003). Os resultados
estao apresentados na TABELA 2. A estirpe A. caviae 8LM é mantida no Laboratério

de Bacteriologia da Universidade Federal do Parana em meio Cary—-Blair a 4°C

TABELA 2 — TESTES BIOQUIMICOS PARA IDENTIFICACAO DE A. caviae 8LM

PROVA BIOQUIMICA RESULTADO PROVA BIOQUIMICA RESULTADO
Agente vibriostatico 0129 (150ug) Resistente Indol Positivo
Arabinose Positivo Inositol Negativo
Arginina Positivo Lactose Negativo
Cefalotina 30ug Resistente Lisina/ornitina Negativo
Celobiose Positivo Manitol Positivo
Citrato Negativo Manose Negativo
Crescimento 0-3% NaCl (0-1-3) " Motilidade Positivo
~ Positivo ; s
teste de concentracéo Oxidase Positivo
Crescimento 6% NaCl Negativo Rhamnose Negativo
Esculina Positivo Sacarose Positivo
Fermentag&o da glucose Positivo Sorbitol Negativo
Gas glucose Negativo Ureia Negativo
Hemolise em sangue de carneiro Negativo VP Negativo

FONTE: ASSIS et al., com modificagbes (2014).

4.2 CONDIGOES DE CULTIVO

Uma aliquota do estoque bacteriano mantido a 4°C, foi transferida para caldo
BHI — Brain Heart Infusion — e incubada em estufa bacterioldégica a 37°C por 24 horas.

Apo6s o crescimento as células foram utilizadas para a extracdo do DNA total da

bactéria.
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4.3 EXTRAGCAO DO DNA

A extracdo do DNA de A. caviae 8LM foi realizada utilizando os kits “High Pure
PCR template preparation kit® — Roche e “MasterPure™ DNA Purification Kit for Blood
Version I’ — Epicentre Biotechnologies, ambos seguindo as recomendagdes do
fabricante. A qualidade do DNA foi verificada por eletroforese em gel de agarose a

1%, e a quantificacao foi realizada utilizando o NanoDrop (ThermoFisher Scientific).
4.4 SEQUENCIAMENTO

A metodologia de Sanger e suas modificacbes, baseadas no uso de
terminadores dideoxinucleotideostrifosfatados acoplados a fluoroforos, foram
amplamente utilizadas para o sequenciamento do DNA (ROGERS & VENTER, 2005).

Posteriormente, novas tecnologias de sequenciamento foram desenvolvidas e
trés delas foram utilizadas neste trabalho. O pirosequenciamento, tecnologia adotada
na plataforma 454 (Roche), foi a primeira a ser comercializada (RONAGHI et al.,
1998). E um método n&o-eletroforético baseado na emisséo de bioluminescéncia
gerada apos a liberagdo de pirofosfato, quando da adigdo de desoxinucletideos a
cadeia de DNA pela enzima DNA polimerase. Este é convertido em ATP, pela enzima
ATP sulfurilase, e utilizado pela enzima luciferase pela oxidagcdo da luciferina
produzindo um sinal de luz capturado pela camera CCD (METZKER, 2010).

O sequenciamento na plataforma Illlumina, amplamente utilizado, é baseado na
sintese da molécula de DNA, por meio da terminagéao reversivel ciclica. Este método
utiliza a enzima DNA polimerase e nucleotideos terminadores marcados com
fluoroforos (CARVALHO & SILVA, 2010). Em um processo reversivel e ciclico, ocorre
a incorporagdo de nucleotideos, sua clivagem e obtencdo de imagens de
fluorescéncia (METZKER, 2010).

A plataforma PacBio, usada mais recentemente, emprega uma metodologia de
sequenciamento em tempo real (SCHADT et al., 2010). As sequencias, produzidas
por moléculas unicas de DNA polimerase, sdo obtidas através das imagens da
incorporagao continua dos nucleotideos marcados, que geram espectros de emissao
de fluorescéncia distintos, durante a sintese de DNA (METZKER, 2010; RHOADS &
AU, 2015).
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4 .4 1 Plataforma 454 GS Jr.

O DNA gendmico de A. caviae 8LM foi extraido pelo “High Pure PCR template
preparation kit™ (Roche) e o sequenciamento foi realizado pelo método de whole
genome shotgun empregando a técnica de pirosequenciamento no sistema 454 GS
Jr. Para isso, foram utlizados todos os kits e reagentes especificos para este tipo de
sequenciamento e equipamento, seguindo todas as orientagbes preconizadas pelo

fabricante.
4 .4 2 Plataforma lllumina

O sequenciamento na plataforma lllumina MiSeq foi realizado no
Departamento de Bioquimica da Universidade Federal do Parana. O DNA foi extraido
pelo kit “High Pure PCR template preparation kit® (Roche) e para o sequenciamento
foi utilizado o método de pair-end segundo as especificagbes descritas no protocolo

do fabricante.
4 4 3 Plataforma PacBio

O DNA gendbmico da bactéria foi extraido pelo “MasterPureTM DNA
Purification Kit for Blood Version I’ (Epicentre Biotechnologies) e enviado para o
sequenciamento na plataforma da PacBio. O preparo e envio do material genético foi
realizado segundo as condi¢des estabelecidas pela empresa.

O sequenciamento na plataforma PacBio foi realizado na Freie Universitat
Berlin e no Instituto Robert Koch, Berlim — Alemanha, como parte do projeto de

doutorado sanduiche no periodo de setembro de 2015 a agosto de 2016.
4.5 MONTAGEM DOS CONTIGS
4.5.1 Plataforma 454 GS Junior

Os reads obtidos do sequenciamento na plataforma 454 GS Junior foram
montados em contigs pelo software GS Data Analysis versdo 2.7 empregando a

ferramenta GS de novo Assembler.
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4.5.2 Plataforma lllumina MiSeq

A montagem dos reads obtidos no sequenciamento da plataforma lllumina

MiSeq em contigs foi realizada pelo software CLC Genomics Workbench versao 6.5.1.
4.5.3 Plataforma PacBio

No sequenciamento realizado na plataforma PacBio, os reads foram montados
em contigs pelo software SMRT Analysis versédo 2.3.0. Isto foi realizado durante o

estagio de doutorado sanduiche na Alemanha.
4.6 ANOTACAO DO GENOMA
4.6.1 Rapid Annotation using Subsystem Technology — RAST

A anotacdo do genoma de A. caviae 8LM foi realizada por meio do servigo web
RAST (Rapid Annotation using Subsystem Technology — http.//rast.nmpdr.org) usando
0s parametros padrdo do programa, um servigo online automatizado para anotar
genomas de Bacteria e Archaea.

O RAST identifica genes codificadores de proteinas, bem como de rRNA e
tRNA, atribui fungbes para os genes, prevé quais subsistemas estao representados
no genoma, utilizando esta informacgéo para reconstruir uma rede metabdlica e os
resultados podem ser facilmente transferiveis para o usuario.

Além disso, o genoma anotado pode ser pesquisado em um ambiente que
suporta a analise comparativa com os genomas anotados mantidos no ambiente
SEED (AZIZ et al., 2008).

4.6.2 Ori-Finder

A origem de replicagdo do genoma de A. caviae 8LM foi inferida utilizando as
configuragbes padrdo do programa Ori-Finder (http://tubic.tjiu.edu.cn/Ori-Finder/),
baseado em um método integrado que compreende a analise da assimetria da
composi¢cado de base usando o método da curva Z, distribuicdo de dnaA boxes e a
ocorréncia de genes frequentemente proximos a oriC.

A curva Z é uma curva tridimensional que constitui uma representacdo da

sequéncia de DNA, cujos componentes representam trés distribuigdes independentes.
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As componentes Xn, Yn € Z, exibem as distribuicbes de purina versus pirimidina (R vs.
Y), amino versus ceto (M vs. K) e ligacdes fortes de hidrogénio versus liga¢des fracas
de hidrogénio (S vs. W) ao longo da sequéncia de DNA, respectivamente.

Entre eles, os componentes x, e y, sdo denominados de curvas de disparidade

RY e MK, respectivamente. As curvas de disparidade AT e GC sao definidas por

+ —
(x"zy") e (xnzy"), que mostram o excesso de A sobre T e G sobre C ao longo da

sequencia de DNA, respectivamente.
As curvas de disparidade RY e MK, bem como as curvas de disparidade AT e
GC, poderiam ser usadas para prever origens de replicagdo, uma vez que as curvas
Z podem exibir as distribuicées assimétricas de nucleotideos em torno de oriC (GAO,
2015).
Os resultados foram exportados em um relatéorio HTML, que oferece

visualizagbes em formatos graficos e tabulares (GAO & ZHANG, 2008).
4.6.3 RNAmmer

As sequéncias de RNA ribossémico (rRNA) 5S, 16S e 23S foram preditas
utilizando o programa RNAmmer 1.2 (http://www.cbs.dtu.dk/services/RNAmmer/), o
qual utiliza a base de dados de RNA ribossomal europeia (WUYTS et al., 2004) e a
de RNA ribossomal 5S (SZYMANSKI et al., 2002; LAGESEN, 2007).

As sequéncias de todos os rRNA foram alinhadas pelo Clustal Omega
(SIEVERS et al., 2011; MCWILLIAN et al., 2013; LI et al., 2015) para verificagdo dos

sitios variaveis.
4.7 ORDENACAO DOS CONTIGS E FECHAMENTO DE GAPS
4.7.1 Ordenacgao dos contigs

Os contigs foram ordenados empregando a sequéncia de nucleotideos da
espécie referéncia Aeromonas caviae FDAARGOS 75. Os contigs foram utilizados
para o alinhamento global de sequéncias contra a espécie referéncia usando o
programa MUMmer versao 3.0 (Maximal Unique Matches -
http://mummer.sourceforge.net).

Este programa € um sistema para o rapido alinhamento de genomas completos

ou incompletos, baseado na estrutura de dados em suffix tree. E também um dos
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sistemas mais rapidos e eficientes disponiveis para esta tarefa, permitindo sua
utilizacdo em sequéncias muito longas (KURTZ et al., 2004).

O sistema MUMmer é acondicionado como trés modulos independentes:
construcdo da suffix tree (arvore sufixo), classificagdo e extragdo do LIS (longest
increasing subsequence — maior subsequéncia crescente) e na produgdo de
alinhamentos Smith-Waterman para todas as regides em MUM’s (maximal unique
match — correspondéncia unica maxima) (DELCHER et al., 1999).

O novo sistema MUMmer, versdo 3.0, inclui novos moédulos graficos para
visualizagdo das comparagbes de montagem, bem como a visualizagdo de
alinhamentos de espécies com parentesco mais distante (KURTZ et al., 2004).

Os contigs ordenados foram concatenados em uma unica sequéncia utilizando
o software TextWrangler (Bare Bones Software, Inc.©), unindo uns aos outros pela

adicdo de um ‘N’, formando assim uma pseudomolécula.

4.7.2 Fechamento de GAPS

A pseudomolécula do genoma de A. caviae 8LM foi submetida a ferramenta
FGAP (PIRO et al., 2014) utilizando uma biblioteca de contigs obtida das diversas
montagens geradas pelo CLC Genomics Workbench versdo 6.5.1 e pelo GS Data
Analysis versao 2.7, além da sequéncia de nucleotideos do genoma de referéncia A.
caviae FDAARGOS 75.

4.7.3 Submissao das sequéncias

As sequéncias de nucleotideos dos contigs foram depositadas no banco de
dados do NCBI sob o numero de acesso LAFHO1.

4.8 GENOMICA COMPARATIVA

Para a comparagdo gendmica foram utilizados todos os genomas das
espéecies de Aeromonas depositadas no banco de dados no NCBI até o release 210
(outubro de 2015) (NCBI RESOURCE COORDINATORS, 2016), as estirpes podem
ser observadas nas TABELAS A1 e A2 disponiveis no ANEXO A.
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4.8.1 Similaridade entre genomas

4.8.1.1 Genome-to-Genome Distance Calculator - GGDC

A hibridizacdo DNA-DNA (DDH) foi aplicada para obter uma estimativa da
semelhanga global entre dois genomas em estudo. Foi utilizado o GGDC (Genome-
to-Genome Distance Calculator — http://ggdc.dsmz.de/distcalc2.php) verséo 2.0.

O GGDC-DDH é um servigo web que calcula as distancias intergendmicas e
as converte em valores de similaridade analogas ao DDH para apoiar a decis&o sobre
o parentesco da nova estirpe com estirpes conhecidas (MEIER-KOLTHOFF, 2013;
AUCH et al., 2010a, 2010b).

O GGDC-DDH compara o genoma em estudo com um genoma de referéncia
e calcula uma distancia intergendmica sob trés formulas diferentes. A formula
recomendada € a numero 2, a qual soma todas as identidades encontradas em pares
de segmento de alta pontuacéo (HSPs) e divide pelo comprimento total dessas HSPs.
Essa formula também é independente do tamanho do genoma, podendo ser utilizada
em genomas incompletos.

Estirpes que apresentaram porcentagens de similaridade acima de 70%
demonstram que os genomas analisados pertencem a mesma espécie. O genoma de

A. caviae 8LM foi comparado com todos os genomas de Aeromonas (ANEXO B).

4.8.1.2 Average Nucleotide Identity — ANI

Nessa metodologia o genoma em estudo é fragmentado in silico em segmentos
de 1.020 nucleotideos, os quais sao alinhados utilizando o algoritmo do BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) contra um genoma de referéncia a fim de calcular a
identidade média dos nucleotideos.

Valores superiores a 95% indicam que os genomas analisados pertencem a
mesma espéecie (GORIS et al., 2007).

O genoma de A. caviae 8LM foi analisado frente as outras espécies do género,
disponiveis no ANEXO C, através do ANI Calculator (Average Nucleotide Identity
Calculator — http://enve-omics.ce.gatech.edu/ani/) desenvolvido pelo laboratério
Kostas (KONSTANTINIDIS & TIEDJE, 2005).
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4 8.2 Analise estrutural

Para a comparagao estrutural foram utilizadas as sequéncias de nucleotideos
em formato ‘FASTA’ do genoma de A. caviae 8LM e das Aeromonas com genoma
completo foram submetidas ao software MUMmer versao 3.0, utilizando a ferramenta
PROmer.

4.8.3 Analise do conteudo génico
4.8.3.1 BLAST Ring Image Generator — BRIG

A comparacdo do conteudo génico foi realizada através do programa BRIG
(BLAST Ring Image Generator). Foram utilizadas nessa analise somente as estirpes
de Aeromonas que apresentavam genoma completo.

As sequéncias de nucleotideos em formato ‘FASTA’ do genoma sequenciado
e das espécies de Aeromonas com genoma completo foram utilizadas para a
producdo de um Blast Atlas, por meio do algoritmo de alinhamento BLASTnN
(Nucleotide Basic Local Alignment Search Tool).

O BRIG é um aplicativo livre multi-plataforma que realiza comparagdes entre
um grande numero de genomas, por meio do algoritmo BLAST (ALIKHAN et al., 2011).

A imagem de saida mostra a semelhanga entre uma sequéncia de referéncia
central e outras sequéncias como um conjunto de anéis concéntricos, além de uma
escala indicativa do percentual de identidade entre as sequéncias. E um programa de
facil acesso que nao requer conhecimento computacional avangado (ALIKHAN et al.,
2011).

4.8.3.2 llhas genbmicas

A predicao das ilhas gendmicas em A. caviae 8LM foi realizada pelo software
Gipsy versao 1.1.2, que considera os seguintes parametros na analise: (i) desvio da
assinatura gendmica, ou seja, diferencas no conteudo de G+C e/ou no uso de codons;
(i) a presenca de genes que codificam transposases, fatores de viruléncia, genes
associados com metabolismo, resisténcia a antibidticos ou simbiose; (iii) presenca de

genes codificando RNA transportadores flanqueando a regido; e (iv) auséncia dos
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genes em outros organismos do mesmo género ou especies intimamente
relacionadas (SOARES et al., 2016).

Nesta analise utilizou-se as sequéncias em formato genbank, foram aplicados
os parametros padréao do programa e como referéncia a estirpe A. caviae FDAARGOS
75.

O software prevé quatro classes de ilhas gendmicas classificadas em (i) ilhas
de patogenicidade (PAls), que carreiam genes de viruléncia; (ii) ilhas metabdlicas
(MlIs), que abrigam genes associados a biossintese de metabdlitos secundarios; (iii)
ilhas de resisténcia (Rls) que contém genes codificadores de proteinas relacionadas
com resisténcia a antibiéticos; e (iv) ilhas simbioticas (ISs) que fornecem a bacteria
um repertorio gendémico para sustentar uma relagdo simbidtica hospedeiro-bactéria
(SOARES et al., 2016).

4.8.3.3 Agrupamento de genes

As analises de agrupamento génico foram realizadas na Freie Universitat Berlin
e no Instituto Robert Koch, Berlim — Alemanha, como parte do projeto de doutorado
sanduiche no periodo de setembro de 2015 a agosto de 2016.

Quando é realizada a comparagédo de um conjunto de genes de duas ou mais
espécies pertencentes ao mesmo género, € possivel determinar os genes comuns a
todas as espécies, este conjunto de genes é denominado core genoma.

Os outros genes que séo compartilhados com algumas espécies e aqueles que
sdo especificos uma determinada espécie fazem parte do chamado genoma
acessorio. Ja o pan-genoma € a soma de todos os genomas utilizados na analise
comparativa.

Os genomas das 115 estirpes de Aeromonas depositadas no NCBI até o
release 210, foram utilizados para a elaboragdo das analises de agrupamento de
genes. Primeiro, foi realizado o agrupamento somente com os genomas completos de
Aeromonas e posteriormente, uma analise com todos os genomas. Essas duas
analises foram realizadas através do software Roary verséo 3.6.1 (PAGE et al., 2015).
Roary é um pipeline de alta velocidade que recebe montagens anotadas pelo Prokka
(SEEMANN, 2014) e determina o pangenoma.
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As sequéncias de nucleotideos dos genomas foram anotadas pelo Prokka e
posteriormente as proteinas preditas foram agrupadas pelo pipeline Roary de modo a
investigar a variagdo gendmica do conjunto de sequéncias.

O método baseia-se na filtragem e pré-agrupamento das proteinas mediante a
comparacgao de todos contra todos usando o algoritmo BLASTp (Protein Basic Local
Alignment Search Tool) e subsequente agrupamento com MCL (Markov Cluster
Algorithm).

O critério utilizado para identificar o core genoma foi a presenga dos genes em
todos os isolados. Para definir o genoma acessorio, os parametros utilizados foram:
para o soft core genoma presenga dos genes entre 95 a 99% dos isolados, para o
shell genoma entre 15 a 95% dos isolados e para o cloud genoma em menos de 15%
dos isolados (PAGE et al., 2015).

4.9 ANALISE FILOGENETICA

As analises filogenéticas foram efetuadas utilizando o software MEGA versao
7. E uma ferramenta integrada para a realizagéo do alinhamento de sequéncias, inferir
arvores filogenéticas, estimar tempos de divergéncia, extrair bases de dados online,
estimar taxas de evolugcdo molecular, inferir sequéncias ancestrais e testar hipéteses
evolutivas (KUMAR et al., 2016).

Os alinhamentos multiplos foram verificados no Gblocks Server
(CASTRESANA, 2000; TALAVERA & CASTRESANA, 2007), o qual elimina posi¢des
mal alinhadas e regides divergentes de um alinhamento de DNA ou proteina a fim de

se tornar mais adequado para analise filogenética.
4.9.1 Multilocus Sequence Analysis — MLSA

Na analise de sequéncias multilocus foram utilizadas as sequéncias de
aminoacidos em formato ‘FASTA'’ de genes housekeeping, ou seja, mantenedores das
fungdes celulares basicas, expressos em todos os organismos sob condi¢gdes
normais.

Os genes foram selecionados segundo estudos realizados com genes
housekeeping em Aeromonas (SAAVEDRA et al., 2006; SESHADRI et al., 2006;
MARTINEZ-MURCIA et al., 2011; BEAZ-HIDALGO et al., 2013; COLSTON et al.,
2014; SANGLAS et al., 2017). A TABELA 3 apresenta os genes usados na analise.
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TABELA 3 — GENES HOUSEKEEPING UTILIZADOS PARA A RECONSTRUGAO FILOGENETICA

SIGLA DO GENE PROTEINA

atpD Beta subunit of the membrane ATP synthase
dnaG DNA primase

dnad Molecular chaperone DnaJ
dnaX DNA polymerase Il subunits gamma and tau
ftsZ Cell division protein

ginA Glutamine synthetase

gltA Citrate synthase

groEL Heat-shock protein 60
gyrB DNA gyrase beta subunit
ileS Isoleucyl-tRNA synthetase
infC Translation initiation factor IF-3
mdh Malate dehydrogenase
pyrG CTP synthase

rplB Ribosomal protein L2
plC Ribosomal protein L3
rplD Ribosomal protein L4
rplE Ribosomal protein L5

rplF Ribosomal protein L6
rpIM Ribosomal protein L13
rplS Ribosomal protein L19
rplT Ribosomal protein L20
rpsE Ribosomal protein S5
rpsl! Ribosomal protein S9
smpB SsrA-binding protein

FONTE: a autora (2017).

Inicialmente, foram obtidas as sequéncias de aminoacidos dos genes
housekeeping no anotador automatico RAST via BLASTp.

O alinhamento multiplo das sequéncias foi realizado no software MEGA versao
7, empregando o algoritmo MUSCLE (EDGAR, 2004). Foram utilizadas as
configuragdes padrdes do programa para o alinhamento — score de -2.9 para abertura
de gap, 0 para extensdo de gap, 1.2 para multiplicador de hidrofobicidade e maximo
de iteragdes 8.

Posteriormente, os alinhamentos foram submetidos ao Gblocks Server e as
sequéncias resultantes concatenadas para construgao da arvore filogenética.

A historia evolutiva foi inferida usando o método de Maxima Verossimilhanca
baseado no modelo de matriz JTT (JONES et al., 1992). A arvore de consenso
bootstrap, deduzida de 50 réplicas, foi utilizada para representar a historia evolutiva
dos taxa analisados (FELSENSTEIN, 1985).

Os ramos correspondentes as particdes reproduzidos em menos de 50% das

repeticdes de bootstrap foram recolhidos. A(s) arvore(s) inicial(is) para a pesquisa
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heuristica foram obtidas automaticamente aplicando os algoritmos Neighbor-Joing e
BioNJ a uma matriz de distancias pairwise estimadas usando um modelo JTT e
selecionando a topologia com o valor elevado de verossimilhanga logaritmica.

A analise envolveu 115 sequéncias de aminoacidos e todas as posi¢ées com
gaps e dados em falta foram eliminadas. Analises evolutivas foram realizadas em
MEGA 7 (KUMAR et al., 2016).

4.9.2 Reconstrucéo filogenética baseada no core genoma

A reconstrucdo filogenética baseada no core genoma foi realizada na Freie
Universitat Berlin e no Instituto Robert Koch, Berlim — Alemanha, como parte do
estagio de doutorado sanduiche.

Os genes representativos do core genoma foram utilizados para a reconstru¢ao
filogenética.

A obtencg&o do core genoma, o alinhamento das sequéncias e a constru¢ao
da arvore filogenética foram realizados utilizando o software Roary versdo 3.6.1
(PAGE et al., 2015).

410 VIRULENCIA E RESISTENCIA

Como a anotagao automatica pode gerar erros foi necessaria a verificagao
manual dos genes e sequéncias anotados para atestar a sua fidelidade.

Inicialmente, os genes de viruléncia relacionados aos sistemas de secregéo,
motilidade e adesao, resisténcia a antibidticos, quorum-sensing, toxina, aquisicao de
ferro e outros fatores foram verificados quanto a sua presenca e auséncia em A.
caviae 8LM e foram obtidas as sequéncias de aminoacidos no anotador automatico
RAST (AZIZ et al., 2008).

Adicionalmente, foi realizada a anotacdo manual pelo alinhamento das
sequéncias de aminoacidos por meio do algoritmo BLASTp, considerando como
valores minimos 95% de identidade e cobertura. Para isso, foram utilizadas como
referéncias as espécies Aeromonas hydrophila 4AK4 (GAO et al., 2013), Aeromonas
hydrophila AH-3 (CANALS et al., 2006), Aeromonas hydrophila SSU (SUAREZ et al.,
2008), Aeromonas hydrophila subsp. hydrophila ATCC 7966 (SESHADRI et al., 2006)

e Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida A449 (REITH et al., 2008).
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A presenca do sistema de secrecéo tipo VI (T6SS) foi investigada quanto a sua
presenca em A. caviae 8LM. Para a comprovacao e verificagdo das sequéncias, foi
selecionada a estirpe A. hydrophila SSU como referéncia para a anotagdo manual,
pois ja existiam dados da literatura (SUAREZ et al., 2008, 2010a, 2010b; SHA et al.,
2013; GRIM et al., 2014) mostrando experimentalmente a presenca e funcionalidade
do T6SS.

As sequéncias de proteinas do T6SS em A. hydrophila SSU esta disponivel no
banco de dados do NCBI sob o numero de acesso DQ667172. Na analise, seguimos
a nomenclatura proposta por SHALOM e colaboradores (2007).

A verificagdo manual das sequéncias dos genes do T6SS foi realizada através
da comparagao frente a espécie referéncia utilizando o algoritmo de alinhamento local

de sequéncias de proteinas BLASTp.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Este estudo relata a obtengdo do genoma completo de A. caviae 8LM, sua

comparagao com genomas de outras estirpes de Aeromonas.

5.1 SEQUENCIAMENTO E MONTAGEM DOS CONTIGS

As leituras (reads) obtidas no sequenciamentodo DNA realizado na plataforma
454 GS Jr. foram submetidas a ferramenta GS de novo assembler para a montagem
dos contigs, enquanto que os reads obtidos na plataforma lllumina MiSeq foram
analisados pelo software CLC Genomics Workbench versao 6.5.1.
No sequenciamento realizado na plataforma PacBio, os reads foram
analisados com o software SMRT Analysis versdo 2.3.0. Os resultados estéo
indicados na TABELA 4.

TABELA 4 — DADOS DO SEQUENCIAMENTO DE A. caviae 8LM

CARACTERISTICAS 454 GS Jr. lllumina MiSeq PacBio
Tamanho do genoma  4.374.623 4.468.794 4.560.001

Numero de contigs 379 50 1
Reads 127.870 5.635.640 54.241
Reads mapeados 125.332 5.534.571 51.910
Reads n&o mapeados 2.538 101.069 2.331
Cobertura 10 385 113,07
GC% 61,7 61,8 61,7

FONTE: a autora (2017).

O sequenciamento pela plataforma PacBio resultou na obtencdo de um unico
contig, no entanto, para fechar o genoma foi necessario associar os resultados das
trés tecnologias.

As montagens realizadas com as leituras obtidas com as plataformas de
sequenciamento 454 GS Jr e lllumina MiSeq produziram, respectivamente, 379 e 50
contigs. Esses numeros sdo explicados pela presenga de sequéncias de regides
repetidas em que os montadores ndo reconheceram como repeticoes e produziram
sequéncias unicas, tais como os contigs formados apenas por uma copia das

sequéncias dos genes ribossomais.
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O sequenciamento realizado na plataforma PacBio resolveu os problemas de
repeticdes, entretanto apresentava regides de baixa qualidade e auséncias de bases
gue puderam ser observadas na anotacao através da detecgao de frameshifts.

Ao mapear as leituras das duas primeiras corridas na montagem obtida dos
dados sequenciados no PacBio, permitiu-se obter uma Unica sequéncia consenso que

foi considerada a sequéncia completa do genoma de A. caviae 8LM.
5.1.1 Genomas de Aeromonas

A primeira estirpe de Aeromonas a ter seu genoma sequenciado foi A.
hydrophila subsp. hydrophila ATCC 7966 em 2006 (SESHADRI et al., 2006), seguido
pelo sequenciamento do genoma de A. salmonicida subsp. salmonicida A449 em 2008
(REITH et al., 2008).

Porém, a partir de 2012 houve um aumento consideravel no numero de
genomas de Aeromonas sequenciados, culminando em 115 genomas até outubro de
2015, conforme release 210 do banco de dados do NCBI (NCBI RESOURCE
COORDINATORS, 2016). O GRAFICO 1 representa o numero de genomas de

Aeromonas sequenciados por ano e a fonte do isolado.
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GRAFICO 1 - NUMERO DE GENOMAS DE Aeromonas DEPOSITADOS NO NCBI
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NOTA: Quantidade de genomas de Aeromonas sequenciados por ano e fonte do isolado. No eixo x
estdo representados os anos, no eixo y, o numero de isolados de Aeromonas diponiveis no banco de
dados do NCBI até o release 210.

FONTE: a autora (2017).

Em relagéo a fonte do isolado bacteriano, no total, 44 sdo isolados clinicos,
36 ambientais, 25 de peixes e 10 de outros animais. A maioria dos genomas
corresponde a isolados clinicos entre os quais predominam as espécies A. hydrophila
(18), A. caviae (6) e A. veronii (5), refletindo sua importancia como patdégenos
humanos, como citados em diversos estudos (JANDA & ABBOTT, 2010 PARKER &
SHAW, 2011)

Em Aeromonas a espécie com o maior numero de genomas sequenciados é
A. hydrophila, representando 33% do total, e também com o maior numero de

genomas completos, como indicado na TABELA 5.



TABELA 5 — GENOMAS DE Aeromonas spp. SEQUENCIADOS
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ESPECIES NCBI COMPLETOS ESPECIES NCBI COMPLETOS
Aeromonas allosaccharophila 2 0 Aeromonas lacus 1 0
Aeromonas aquatica 1 0 Aeromonas media 4 1
Aeromonas australiensis 1 0 Aeromonas molluscorum 1 0
Aeromonas bestiarum 1 0 Aeromonas piscicola 1 0
Aeromonas bivalvium 1 0 Aeromonas popofii 1 0
Aeromonas caviae 11 2 Aeromonas rivuli 1 0
Aeromonas dhakensis 4 0 Aeromonas salmonicida 10 1
Aeromonas diversa 2 0 Aeromonas sanarellii 1 0
Aeromonas encheleia 1 0 Aeromonas schubertii 1 0
Aeromonas enteropelogenes 4 0 Aeromonas simiae 1 0
Aeromonas eucrenophila 1 0 Aeromonas sobria 1 0
Aeromonas finlandiensis 1 0 Aeromonas sp. 6 0
Aeromonas fluvialis 1 0 Aeromonas taiwanensis 1 0
Aeromonas hydrophila 38 10 Aeromonas tecta 1 0
Aeromonas jandaei 3 0 Aeromonas veronii 12 1

FONTE: a autora (2017).

O genoma de A. caviae 8LM é o terceiro genoma completo da espécie, possui

tamanho e conteudo G+C (TABELA 4) semelhante a A. caviae FDAARGOS 72 e A.
caviae FDAARGOS 75, dados disponiveis na TABELA A1 do ANEXO A.

5.2 ANOTACAO DO GENOMA
5.2.1 Rapid Annotation using Subsystem Technology — RAST

O genoma de A. caviae 8LM foi anotado automaticamente pelo web-service
RAST. O conteudo de G+C do genoma é 61,7%, foram preditos 4.256 genes, 4.102
CDS (regides codificadoras de proteina) e 154 RNA estruturais (RNA ribossémico e
transportador).

Foram anotados 3.350 genes categorizados em diversos subsistemas, como
indicado no GRAFICO 2.
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GRAFICO 2 - ANOTAGAO DO GENOMA DE A. caviae 8LM PELO RAST

co-fatores, vitaminas, grupos prostéticos, pigmentos (278) M parede celular e capsula (196)
viruléncia, doenga e defesa (90) metabolismo do potassio (29)
\ diversos (38) fagos, profagos, elementos de transposicéo e plasmideos (11)
¥ transporte de membrana (191) aquisigéo de ferro e metabolismo (47)
= metabolismo de RNA (214) ® nucleotideos e nucleosideos (94)
\ metabolismo de proteinas (285) ® divisdo celular e ciclo celular (40)
= motilidade e quimiotaxia (165) ® regulacao e sinalizagao celular (87)
® metabolismo secundario (4) metabolismo de DNA (113)
l acidos graxos, lipidios e isoprendis (112) metabolismo do nitrogénio (50)
' dorméncia e esporulagéo (4) respiragéo (151)

resposta ao stress (152) metabolismo de compostos aromaticos (13)
aminoacidos e derivados (504) metabolismo do enxofre (38)

/- _‘ metabolismo do fésforo (47) carboidratos (401)

FONTE: a autora (2017).

Os genes responsaveis pelo metabolismo de carboidratos, aminoacidos e
proteinas relacionados com os processos de obtengdo de energia e manutengao
celular, correspondem a mais de um quarto do conteudo génico.

Entre os diversos genes anotados (GRAFICO 2) destaca-se a presenca
daqueles relacionados com motilidade e quimiotaxia, resposta ao stress, viruléncia e
resisténcia a antibiéticos, bem como, genes pertencentes aos sistemas de secrec¢ao,
alguns dos quais ja foram associados com a capacidade do micro-organismo causar

doenga.
5.2.2 Ori-Finder

A origem de duplicacdo (OriC) é uma regido do cromossomo que contem de
100 a 1000 pb, na qual € iniciada o processo de duplicacdo do DNA. Apresenta um
conteudo de AT elevado em relagdo ao genoma (GAO & ZHANG, 2008; SERNOVA &
GELFAND, 2008), além de possuir sitios de ligagdo para a proteina DnaA (proteina
iniciadora da replicagdo) denominados dnaA boxes (GAO & ZHANG, 2008).

A OriC pode ser inferida in silico pela identificagdo dos multiplos sitios de
ligacdo de DnaA e pela diferenga entre o conteudo GC% (REITH et al., 2008). O
software Ori-Finder foi utilizado para inferir a origem de duplicagdo do genoma de A.
caviae 8LM.

Os resultados indicados no GRAFICO 3, sugerem que a origem da duplicacéo
esta localizada entre os nucleotideos 4535698 e 4536149, contendo 452 pb com
conteudo de AT de 54,42%.
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GRAFICO 3 — CURVAS Z PARA O GENOMA DE A. caviae 8LM
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NOTA: Grafico de curvas Z, distribuicdo das dnaA boxes, localizagdo de genes indicadores
putativos e predita regido oriC. Os picos roxos com os diamantes indicam os conjuntos de dnaA
boxes. A seta em vermelho representa a origem de replicacao.
FONTE: a autora (2017).

Foram encontradas trés possiveis dnaA box na origem de duplicagdo de A.
caviae 8LM, utilizando como referéncia Escherichia coli cuja sequéncia € ttatccaca
(GAO & ZHANG, 2008). As sequéncias estdo representadas na FIGURA 2 e

destacadas em maiusculo e negrito.

FIGURA 2 — SEQUENCIA DE dnaA box EM A. caviae 8LM

acgggctgccgcectgttgctgecttcggttcecctgcatgaccgccaccgacgacgatcacatcaa
attgttcatggtattgcattggggatcaccttgatctgcacgcctgaagatctttgtttgec
tggtctgaagggcggatcattctatctgtttagcatccggaggggaacgtctacttcaggat
cagtatggatcagggatcggttaaatagatcttaaggatctttagatcgatcttttattgga
tcttttattaggatccgecgacttcTGTTGATAAggcatttttgatcataaagatcattecggt
taaggtcgatcgctgctTGTGGAAAAGgCcttggatccggagggggcgaacgggggataacatyg
ggtttTTATACACAgatacatggtcggcaagatctaatacatgaataactataggttttgca
gagcttggtaccgaagTT

NOTA: Sequéncia de nucleotideos da origem de duplicagdo do cromossomo de A. caviae
8LM, em negrito as possiveis dna boxes.

FONTE: a autora (2017).

Dentre os genomas completos sequenciados e publicados apenas o genoma
de A. salmonicida subsp. salmonicida A449 (REITH et al., 2008) determina a
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localizagdo da origem de replicagdo. Portanto, os resultados obtidos para A. caviae
8LM foram comparados com esta estirpe.

Foi constatado que a suposta origem de duplicagdo em A. caviae 8LM é 102
pb maior que a de A. salmonicida subsp. salmonicida A449 e a regido de término de

replicacdo em ambas as estirpes se localiza em torno de 2,2 Mb.

5.2.3RNAmmer

Os RNAs ribossémicos 5S, 16S e 23S foram preditos no RNAmmer 1.2

Server, e os resultados obtidos estio indicados na TABELA 6.

TABELA 6 — OPERONS DE RNA RIBOSSOMAL EM A. caviae 8LM

OPERON rRNA INICIO (pb) FINAL (pb) +/-

16S 74600 76132 +

1 238 76661 79547 +

58 79673 79786 +

16S 298597 300129 +

2 238 300608 303494 +

5S 303576 303689 +

16S 379499 381031 +

3 238 381630 384516 +

58 384642 384755 +

16S 779719 781251 +

4 238 781782 784668 +

5S 784779 784892 +

5S 3668605 3668718 -

5 238 3668800 3671686 -
16S 3672165 3673697

58 3827115 3827228 -

6 238 3827352 3830238 -

16S 3830838 3832370 -

58 4253279 4253392 -

7 238 4253503 4256389 -

16S 4256920 4258452 -

58 4379118 4379231 -

8 5S 4379379 4379492 -

238 4379616 4382502 -

16S 4382981 4384513 -

58 4426457 4426570 -

9 238 4426696 4429582 -

16S 4430113 4431645 -

5S 4504042 4504155 -

10 238 4504281 4507167 -

16S 4507758 4509290 -

NOTA: Destacado em negrito a copia adicional de rRNA 5S. operon= niumero do operon; rRNA= tipo
de subunidade; inicio= posic¢ao de inicio; final= posi¢do de término; +/- = sentido da sequéncia.
FONTE: a autora (2017).
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O genoma de A. caviae 8LM apresenta dez operons de RNA ribossémico e os
genes rRNA 5S, 16S e 23S contém respectivamente 114 pb, 1.533 pb e 2.887 pb. Foi
observado que no operon 8 ha uma cépia adicional do gene rRNA 5S.

A andlise das sequencias das estirpes de Aeromonas com genoma completo
indicou que a quantidade de rRNAs variou de 29 a 33, distribuidos entre 9 e 10
operons, dados disponiveis na TABELA A1 do ANEXO A.

A maioria das estirpes de Aeromonas possuem 10 operons de rRNA,
entretanto, A. hydrophila 4AK4 (GAO et al., 2013), A. media WS (CHAI et al., 2012) e
A. salmonicida subsp. salmonicida A449 (REITH et al., 2008) apresentam 9 operons.
Além disso, todas as estirpes, com genoma completo, apresentam uma copia
adicional do rRNA 5S (SESHADRI et al., 2006; LI et al., 2011; PRIDGEON et al., 2014;
PANG et al., 2015; TEKEDAR et al., 2015, LIM et al., 2016). Por outro lado, a estirpe
A. hydrophila AH10 possui uma copia extra dos rRNA 16S e 23S. Ja as estirpes A.
hydrophila 4AK4 (GAO et al., 2013) e A. media WS (CHAI et al., 2012) apresentam,
respectivamente, 1 e 2 cdpias adicionais de rRNA 23S adicionais, porém esta ultima
apresenta duas copias extras, dados obtidos no RNAmmer 1.2 Server.

Para verficiar a conservacédo dos rRNA 5S, 16S e 23S em A. caviae 8LM, as
sequéncias de nucleotideos foram alinhadas pelo Clustal Omega e encontram-se
disponiveis no ANEXO B.

As sequencias de rRNA 5S sdo idénticas, exceto a copia adicional encontrada
no operon 8. Esta apresenta o mesmo numero de nucleotideos que as demais
sequéncias, porém possui substituicdes de nucleotideos resultando em 96% de
identidade.

Das dez copias de rRNA 23S encontradas no genoma de A. caviae 8LM, seis
apresentam substituicbes de nucleotideo, como mostrado no ANEXO B.

Em relacdo ao rRNA 16S, nenhuma das dez sequéncias é idéntica (ANEXO B),
confirmando a heterogeneidade genética de rRNA 16S de Aeromonas, como relatado
em outros estudos (MORANDI et al., 2005; ALPERI et al., 2008).

Consequentemente, a utilizacdo da sequencia de rRNA 16S como ferramenta
para a identificacdo das bactérias do género Aeromonas néo € apropriada, uma vez
que dentro do proprio genoma bacteriano ha heterogeneidade intragendémica, cuja
frequéncia de polimorfismos € semelhante a empregada para distingdo entre espécies
(MORANDI et al., 2005; ALPERI et al., 2008; COLSTON et al., 2014).
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Na FIGURA 3 esta representada a distribuicdo dos operons de rRNA no
genoma de A. caviae 8LM. Observa-se que eles estdo localizados cerca de 800kbp
em ambos os sentidos da origem de duplicagdo do cromossomo, a qual situa-se entre

os operons 10 e 1.

FIGURA 3 — DISTRIBUIGAO DOS OPERONS DE rRNA EM A. caviae 8LM
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NOTA: O circulo interno representa o genoma de A. caviae 8LM e o externo o conteudo de
GC%. As setas em vermelho indicam as posi¢des e o sentido dos operons de rRNA.

FONTE: a autora (2017).

Dentre as estirpes de Aeromonas com genoma publicado apenas em A.
salmonicida subsp. salmonicida A449 (REITH et al., 2008) € mostrada a distribuicdo
desses operons, o0s quais estao dispostos ao redor da origem de replicagao, resultado
similar ao observado em A. caviae 8LM.

A presenca de um elevado numero de operons de rRNA no genoma de
Aeromonas pode estar associado com a habilidade da bactéria em responder

rapidamente as mudangas nas condigdes ambientais (SESHADRI et al., 2006).
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5.3 GENOMICA COMPARATIVA

5.3.1 Similaridade entre genomas

Para as analises realizadas a seguir foram utilizados os genomas completos
e em formato draft das estirpes de Aeromonas disponiveis no banco de dados do
NCBI até o release 210 (NCBI RESOURCE COORDINATORS, 2016).

A utilizacao de ferramentas de bioinformatica como o GGDC-DDH e ANI sao
uteis para definir a taxonomia de procariotos (GORIS et al., 2007; MEYER-
KOLTHOFF et al., 2013)

5.3.1.1 Genome-to-genome Distance Calculator - GGDC

O GGDC-DDH é baseado na hibridizagdo DNA-DNA (DDH) in silico. O GGDC
2.0 (http://ggdc.dsmz.de) € uma versao atualizada e aprimorada com melhores
modelos de previsdo por meio do DDH, além de apresentar funcionalidades
adicionais, como a estimativa de um intervalo de confianga.

Os resultados, mostrados de forma resumida na TABELA 7, indicam as estirpes
de Aeromonas que apresentam os maiores valores de GGDC-DDH quando
comparadas com A. caviae 8LM. No ANEXO C estao disponiveis os dados de todas
as estirpes analisadas.

Pelos parametros estipulados (MEIER-KOLTHOFF et al., 2013) estirpes que
pertencem a mesma espécie apresentam porcentagem de GGDC-DDH superior a
70%.

Observa-se na TABELA 7 que os valores de GGDC-DDH superiores a 70%
foram encontrados para todas as estirpes desde A. caviae 429865 a Aeromonas sp.
ZOR0002, com valores variando de 83,80% a 80,50%, respectivamente. Na
sequencia, os valores de GGDC-DDH caem drasticamente, a partir de A. sanarellii
LMG 24682 com 40,10%, indicando baixa probabilidade de pertencer a mesma

espécie que a estirpe 8LM.
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TABELA 7 — MAIORES VALORES DE GGDC-DDH ENTRE Aeromonas

ORGANISMO ESTIRPE DDH DIST. DDH>70%
Aeromonas caviae 429865 83,80 0,02 93,11
Aeromonas caviae A23 83,50 0,02 92,91
Aeromonas caviae Ae398 82,60 0,02 92,41
Aeromonas sp. HZM 82,40 0,02 92,28
Aeromonas hydrophila  BWHG65 82,10 0,02 92,08
Aeromonas caviae CECT 4221 82,00 0,02 92,02
Aeromonas caviae CECT 838 81,80 0,02 91,88
Aeromonas caviae FDAARGOS 75 81,80 0,02 91,89
Aeromonas caviae FDAARGOS 76 81,70 0,02 91,80
Aeromonas caviae L12 81,70 0,02 91,81
Aeromonas caviae FDAARGOS 72 81,50 0,02 91,65
Aeromonas caviae YL12 81,20 0,02 91,48
Aeromonas sp. ZOR0002 80,50 0,02 90,96
Aeromonas sanarellii LMG 24682 40,10 0,10 2,80
Aeromonas taiwanensis LMG 24683 37,90 0,11 1,57
Aeromonas media WS 35,00 0,12 0,67
Aeromonas hydrophila  4AK4 34,50 0,12 0,56
Aeromonas media CECT 4232 34,80 0,12 0,62
Aeromonas media ARB13 34,60 0,12 0,57
Aeromonas media ARB20 34,60 0,12 0,57

NOTA: Maiores valores obtidos em relagdo a A. caviae 8LM. DDH= valor estimado. Dist.= distancia
evolutiva. DDH > 70%= Probabilidade de pertencem a mesma espécie.
FONTE: a autora (2017).

Entre Aeromonas com valores de GGDC-DDH superiores a 80%, 10 sdo A.
caviae, o que confirma que a estirpe 8LM pertence a esta espécie.

No entanto, as bactérias identificadas apenas ao nivel de género, Aeromonas
sp. HZM e Aeromonas sp. ZOR0002, também apresentaram valores de GGDC-DDH
superiores a 80%. Esses resultados indicam que ambas pertencem a espécie A.
caviae, uma vez que apresentam probabilidade maior que 90% de pertencerem a
mesma espécie que a estirpe em estudo.

Por outro lado, entre as estirpes com valores mais elevados de GGDC-DDH
encontra-se A. hydrophila BWHGE5. Os resultados obtidos (TABELA 7) sugerem uma
divergéncia na classificagdo dessa estirpe, uma vez que a probabilidade dessa
bactéria pertencer a A. caviae é de 92,08%. Esses dados também mostram a
dificuldade na identificacdo de Aeromonas ao nivel de espécie por meio de provas
bioquimicas.

Desta maneira, torna-se evidente que as analises gendmicas de Aeromonas

contribuem para a identificagdo taxonémica desse grupo.
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5.3.1.2 Average Nucleotide Identity — ANI

A calculadora ANI, desenvolvida pelo laboratorio Kostas (http://enve-
omics.ce.gatech.edu/ani/), estima a identidade média de nucleotideos entre dois
genomas e valores superiores a 95% (GORIS et al., 2007) sdo critérios para
considerar duas estirpes como membros de uma mesma espécie.

Os resultados mostrados na TABELA 8 mostram as estirpes de Aeromonas que
apresentaram as maiores porcentagens de identidade quando comparadas com A.
caviae 8LM. No ANEXO D estdo disponiveis os dados de todas as estirpes

investigadas.

TABELA 8 — MAIORES VALORES DE ANI ENTRE Aeromonas

ORGANISMO ESTIRPE ANI (%)
Aeromonas caviae YL12 98,84
Aeromonas caviae 429865 98,12
Aeromonas caviae A23 98,11
Aeromonas sp. HZM 98,01
Aeromonas caviae FDAARGOS 76 98,00
Aeromonas caviae Ae398 97,99
Aeromonas caviae CECT 4221 97,93
Aeromonas hydrophila  BWHG5 97,90
Aeromonas caviae L12 97,89
Aeromonas caviae CECT 838 97,88
Aeromonas sp. ZOR0002 97,87
Aeromonas caviae FDAARGOS 75 97,85
Aeromonas caviae FDAARGOS 72 97,83
Aeromonas sanarellii LMG 24682 89,94
Aeromonas taiwanensis LMG 24683 89,15
Aeromonas media WS 88,07
Aeromonas media CECT 4232 88,05
Aeromonas media ARB20 87,85
Aeromonas media ARB13 87,85
Aeromonas hydrophila  4AK4 87,74

NOTA: Maiores valores obtidos em relagéo a A. caviae 8LM. ANI= Average Nucleotide Identity.
FONTE: a autora (2017).

Nessa analise, a porcentagem de identidade entre a estirpe 8LM e A. caviae
€ superior a 97%. Estes dados confirmam os dados do GGDC-DDH e a identificagao
da estirpe 8LM como A. caviae. Pelo ANI o genoma mais similar ao de A. caviae 8LM
foi A. caviae YL12 com 98,84% de identidade, enquanto que na analise de GGDC-

DDH foi A. caviae 429865, o que provavelmente se deve a diferengas na metodologia



56

de analise de cada software, porém os resultados em ambas as analises indicam que
a estirpe A. caviae 8LM pertence a espécie A. caviae.

Observa-se também na TABELA 8, assim como na analise de GGDC-DDH,
que os valores de ANI para Aeromonas sp. HZM, Aeromonas sp. ZOR0002 e A.
hydrophila BWH65, sugerem que as estirpes pertencem a espécie A. caviae. Esses
resultados confirmam o estudo de BEAZ-HIDALGO e colaboradores (2015), que
realizaram analise de ANI para a classificagcdo taxonédmica de Aeromonas e também
concluem que a estirpe Aeromonas sp. HZM pertence a espécie A. caviae.

Para as estirpes de Aeromonas pertencentes outras espécies (TABELA 8), o

percentual de ANI foi inferior a 90%.

5.3.2 Analise estrutural

As andlises realizadas com software MUMmer sdo referentes aos dados
obtidos na montagem do genoma de Aeromonas caviae 8LM, a qual foi contrastada
com as estirpes do género com genoma completo, respectivamente, A. caviae
FDAARGOS 72, A. caviae FDAARGOS 75, A. hydrophila 4AK4, A. hydrophila AH10,
A. hydrophila AL06-06, A. hydrophila AL09-71, A. hydrophila J-1, A. hydrophila ML0O9-
119, A. hydrophila NJ-35, A. hydrophila pc104A, A. hydrophila YL17, A. hydrophila
subsp. hydrophila ATCC7966, A. media WS, A. salmonicida subsp. salmonicida A449
e A. veronii B565.

Nos graficos de dotplot gerados pelo software MUMmer, cada similaridade é
representada por um ponto, e quando estes estdo muito préximos acabam formando
retas, ou seja, quanto mais pontos alinhados formando uma reta maior o grau de
conservagao das sequencias.

Os pontos representados em vermelho fora da “reta” indicam que a sequencia
analisada é similar ao genoma de referéncia (eixo y), mas encontram-se em locais
diferentes. Ja os pontos em azul mostram que a sequencia € similar, mas encontra-
se no sentido reverso a sequencia do genoma de referéncia.

Os graficos dotplot a seguir mostram os resultados das comparagdes entre o
genoma de A. caviae 8LM (eixo x) e os das estirpes de Aeromonas com genomas

completos (eixo y).
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GRAFICO 4 — DOTPLOT ENTRE A. caviae E A. caviae 8LM

Vs

A B

NOTA: A= Aeromonas caviae FDAARGOS 72. B= Aeromonas caviae FDAARGOS 75.
FONTE: a autora (2017).

A estirpe A. caviae FDAARGOS 72 foi a que apresentou maior similaridade com
o genoma de A. caviae 8LM (GRAFICO 4A). Apesar do elevado grau de conservacao,
verifica-se que ha regides com sentido complementar reverso nas porg¢des inicial e
final dos genomas, bem como sequéncias que nao se encontram na mesma posi¢gao
no genoma de referéncia.

Também foi observada similaridade com o genoma da estirpe A. caviae
FDAARGOS 75 (GRAFICO 4B), no entanto, este encontra-se em ordem inversa.

O GRAFICO 5 reune os dotplots das estirpes de A. hydrophila. Nota-se que
0s genomas apresentam um grande numero de sequéncias com sentido
complementar reverso, em azul. Os graficos reproduzem um “X”, portanto menos
semelhantes sdo os genomas e menor o grau de conservagao das sequéncias em

relagcdo a A. caviae 8LM.
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O GRAFICO 6 representada os resultados da ordenagdo gendmica para A.
hydrophila 4AK4 e demais espécies de Aeromonas. Assim como nas estirpes de A.
hydrophila, nota-se que os graficos dotplots de A. media WS, A. salmonicida subsp.
salmonicida A449 e A. veronii B565 formam um “X” e sdo menos semelhantes a A.
caviae 8LM.

Porém, A. hydrophila 4AK4 € uma excecgéo e exibe maior semelhanga com o
genoma de A. caviae 8LM (GRAFICO 6A), embora este genoma encontre-se em
sentido complementar reverso, assim como a estirpe A. caviae FDAARGOS 75,
GRAFICO 4B.

GRAFICO 7 - DOTPLOT ENTRE AS DEMAIS Aeromonas E A. caviae 8LM
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NOTA: A= A. hydrophila 4AK4. B= A. media WS. C= A. salmonicida subsp. salmonicida
A449. D= A. veronii B565.
FONTE: a autora (2017).

Em suma, os resultados das analises de ordenagédo dos genomas indicam que
A. caviae 8LM apresenta maior semelhanga com as estirpes A. caviae FDAARGOS

72 e 75. A ordenacgao desses genomas é conservada, embora existam regides com
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sequéncias no sentido complementar reverso. Isto também foi observado para A.
hydrophila 4AK4 o que esta em contraste com o que foi observado para outras estirpes
de A. hydrophila.

Resultados de analises taxondmicas obtidos por BEAZ-HIDALGO e
colaboradores (2015), sugerem que A. hydrophila 4AK4 ndo esta relacionada com
outras estirpes de A. hydrophila e poderia pertencer a uma nova espécie de

Aeromonas, o que poderia justificar os resultados na analise estrutural do genoma.

5.4 ANALISE DO CONTEUDO GENICO

5.4.1 BLAST Ring Image Generator — BRIG

Os dados obtidos no BRIG estdo relacionados a uma analise do conteudo
génico, ou seja, presenga ou auséncia de um determinado gene. Esses dados s&o
apresentados através de uma figura circular (BLAST-Atlas) e exibem o grau de
semelhanga entre os genomas analisados e a referéncia.

A FIGURA 4 representa os resultados do BRIG entre o genoma referéncia A.
caviae 8LM e os genomas completos de Aeromonas.

Os circulos concéntricos (FIGURA 4) indicam que os genomas de Aeromonas
sdo conservados, porém existem varias regides onde formam-se lacunas na extenséo
do grafico circular, as quais representam porgdes do genoma de A. caviae 8LM
ausentes nas demais estirpes. Isto ocorre principalmente nas areas em que o

conteudo de GC% é diferente do restante do genoma de A. caviae 8LM.
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FIGURA 4 — BLAST-ATLAS DE Aeromonas COM GENOMAS COMPLETOS
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NOTA: Ao centro, em preto, o genoma de A. caviae 8LM utilizado como referéncia e seu
respectivo contelido de GC%. Os circulos em cores representam, outras estirpes de Aeromonas. Os
segmentos externos destacados em preto mostram a distribuigdo das supostas ilhas genémicas
encontradas no genoma de A. caviae 8LM.

FONTE: a autora (2017).

Essas regides estdo distribuidas de maneira desigual nos organismos
estudados, o que torna cada espécie particular, com a capacidade de sobreviver em
variados nichos e infectar diferentes hospedeiros.

5.4.2lhas genbmicas

As ilhas genbmicas (IG) sédo regides no genoma, que variam de 6 a 200 kb
aproximadamente, as quais sdo adquiridas de outros organismos, por meio de
transferéncia genética horizontal (HACKER & KAPER, 2000; HENSEL, 2004;
SOARES et al., 2016).
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Estas regides sédo caracterizadas por um conjunto de fatores, entre eles o
conteudo de GC% diferente do restante do genoma, a presenca de genes que
codificam transposases e recombinases, bem como a existéncia de repetigdes diretas
flaqueando a regido da ilha genédmica (HACHER & KAPER, 2000; SOARES et al.,
2016).

As ilhas gendmicas no genoma de A. caviae 8LM foram preditas pelo software
Gipsy versao 1.1.2, utilizando como referéncia a estirpe A. caviae FDAARGOS 75, e
posteriormente essas regides foram anotadas automaticamente pelo RAST.

Dezessete |G foram preditas no genoma de A. caviae 8LM, como indicado na

TABELA 9 e sua distribuicdo ao longo do genoma esta representada na FIGURA 4.

TABELA 9 — ILHAS GENOMICAS DE A. caviae 8LM

Gl INiclO FINAL TAMANHO CDS CLASSE

1 149521 155352 5831 6 Metabdlica | Resisténcia
2 366721 372673 5952 4 —

3 1133349 1141341 7992 4 -

4 1296019 1302819 6800 6 -

5 1613396 1658338 44942 45 -

6 1739919 1750133 10214 3 -

7 1775442 1781427 5985 4 -

8 1861619 1920313 58694 54 Patogenicidade

9 1994051 2007054 13003 9 Metabdlica | Simbiodtica
10 2677921 2689314 11393 3 —

11 2763912 2805711 41799 25 -

12 2990110 3001471 11361 9 Patogenicidade | Resisténcia | Simbiotica
13 3160187 3168024 7837 5 Patogenicidade

14 3431430 3439544 8114 4 -

15 3935669 3952112 16443 8 -

16 4351419 4357491 6072 4 -

17 4453338 4458983 5645 5 Simbidtica

NOTA: Gl= genomic island, ilha gendmica. —= sem classificagdo, CDS= sequéncia de DNA codificante.
FONTE: a autora (2017).

Entre as supostas ilhas genémicas, apenas trés foram classificadas com base
no seu conteudo génico como ilhas de patogenicidade ou simbiotica. Para outras trés,
IG 1, 9 e 12, ocorreu uma sobreposigao na classificagéo das ilhas genémicas e para
as demais nenhuma classificac&o foi definida (TABELA 9).

No entanto, analises para a identificagcdo de genes de viruléncia (item 5.6.2),
indicaram a presenga de um cluster génico codificador do sistema de secrecao tipo VI

(TBSS), sobrepondo as IG 6 e 7, bem como a regido compreendida entre elas.
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Nessa regido o conteudo de G+C ¢é 57,9%, diferente do restante do genoma
que é de 61,7%. Além disso, essa regido apresenta transposases, elementos moveis
e RNA transportadores flanqueando os genes do T6SS. Estas caracteristicas sugerem
que este sistema esta compreendido em uma ilha gendémica.

O fato das Gl 6 e 7 n&o serem identificadas como ilhas de patogenicidade, pode
ser decorrente da utilizacdo de A. caviae FDAARGOS 75 como referéncia. Esta
estirpe também possui T6SS, e o Gipsy considera apenas genes ausentes no genoma
de referéncia na busca pelas Gl.

A Gl 1 foi classificada como uma ilha metabdlica e de resisténcia. A anotagao
pelo RAST indicou a presenga de uma proteina da familia glioxalase, a qual esta
associada com o metabolismo celular (INOUE & KIMURA, 1995). Também foi anotado
nessa regido a enzima aminoglicosideo N3’-acetiltransferase, associada com
resisténcia a gentamicina, netilmicina, tobramicina ou canamicina (DAVIES &
O’CONNOR, 1978).

A Gl 8 apresenta o maior numero de CDSs e foi classificada como uma ilha de
patogenicidade. Pela anotacdo realizada no RAST, estdo presentes nesta regido
genes codificadores para varias proteinas de fago e elementos moveis, e para a DNA
adenina metilase (EROVA et al., 2012). Além disso, ha trés proteinas relacionadas
com o sistema de efluxo RND, o qual pode estar associado com o efluxo de diversos
antibioticos e agentes quimioterapéuticos (NIKAIDO & TAKATSUKA, 2009), o que a
classificaria como uma ilha de resisténcia.

A GI 9 foi categorizada como ilha metabdlica e simbidtica. O anotador RAST
indicou genes que codificam transportadores do tipo ABC para ferro, enzimas como
hidrolases e aminotransferases, proteina reguladora do metabolismo e captacao de
aminoetilfosfonato. A presenca de proteinas associadas ao transporte de ferro é
importante para o processo de colonizagdo (WYCKOFF et al., 2006; KREWULA &
VOGEL, 2008).

A Gl 12 apresenta nove CDSs anotadas pelo RAST, sendo uma proteina
hipotética e as demais associadas com metabolismo incluindo sintese de
polissacarideos, biossintese do acido legionaminico, tranferases e epimerase. Houve
uma sobreposi¢ao na classificagdo dessa |G (TABELA 9), no entanto, a presenga de
genes associados com a biossintese do acido legionaminico, principal componente
do lipopolissacarideo (LPS) de Legionella pneumophila e outros patdégenos humanos

(MATTHIES et al., 2015), reforga sua classificagdo como ilha de patogenicidade.
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A Gl 13 foi classificada como uma ilha de patogenicidade (TABELA 9),
apresenta 5 CDSs anotadas pelo RAST, sendo duas proteinas hipotéticas, uma
proteina desconhecida, uma proteina captadora de colina de alta afinidade e 5-
methylcytosine-specific restriction related enzime. O sistema de aquisi¢do de colina é
ubiquitario em bactérias, e a colina € um precursor da glicina betaina, a qual € um
osmoprotetor e também poderia servir como fonte de carbono e nitrogénio. Também
foi sugerido que esses compostos participem na interagdo entre eucariotos e
procariotos (WARGO, 2013).

Por fim, a Gl 17, classificada como simbidtica, possui cinco CDSs, sendo duas
protéinas hipotéticas, uma proteina que contem dominio EAL, um precursor da
proteina ycgK e uma proteina especifica para o transporte de triptofano. O dominio
EAL, também conhecido como dominio de funcdo desconhecida 2 ou DUF2,
apresenta atividade de fosfodiesterase (SCHMIDT et al, 2005; LINDENBERG et al.,
2013), e transducao de sinal (GALPERIN et al., 2001; LINDENBERG et al., 2013).

5.4.3 Analise de pan-genoma

O pipeline Roary versao 3.6.1 (PAGE et al., 2015) foi utilizado para definir o
conjunto do pan-genoma, core genoma e genoma acessorio das espécies de
Aeromonas depositadas no banco de dados do NCBI até o release 210 (NCBI
RESOURCE COORDINATORS, 2016).

A andlise requer a anotagdo dos genomas realizada pelo software Prokka
(SEEMANN, 2014), assim apenas os genes anotados foram considerados para definir
0 pan-genoma. Primeiramente a analise foi realizada somente com as 16 estirpes de
Aeromonas que apresentam genoma completo, constituindo um pan-genoma de

9.785 genes. Os resultados obtidos estdo representados no GRAFICO 7.
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GRAFICO 8 - NUMERO DE GENES NO PAN-GENOMA DE Aeromonas COM GENOMAS
COMPLETOS

701 '

245

2930
Core genes

¥ Soft core genes
5909

Shell genes

Cloud genes

FONTE: a autora (2017).

O core genoma é formado por 701 genes, aproximadamente 7%, contendo
basicamente genes essenciais associados com manutengdo e divisdo celular,
metabolismo, motilidade e quimiotaxia. A relagdo desses genes e sua anotagéo estao
disponiveis em ordem alfabética no ANEXO E.

O soft core genoma apresenta 245 genes presentes em 15 estirpes, o shell
genoma compreende 5.909 genes encontrados entre 3 a 14 estirpes e o cloud genoma
contém 2.930 genes identificados em 1 ou 2 estirpes. O conjunto desses grupos
génicos constitui 0 genoma acessorio.

A seguir, os mesmos genomas foram comparados, também utilizando a
pipeline Roary, para determinar a presenga ou auséncia de regides génicas nas

diferentes estirpes, os resultados estdo indicados na FIGURA 5.
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FIGURA 5 — PRESENGA/AUSENCIA DE SEQUENCIAS NO PAN-GENOMA DE Aeromonas
COM GENOMA COMPLETO
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NOTA: Em cinza esta indicada a presenga de clusters em uma ou mais espécies, em
vermelho estdo representadas regides que contém possiveis marcadores moleculares para A.
hydrophila, em verde apenas para um sub-conjunto de A. hydrophila, em azul para A. caviae e em
amarelo para A. media. Os numeros a direita representam o numero de clusters por estirpe.

FONTE: a autora (2017).

A FIGURA 5 representa o pangenoma de Aeromonas, verifica-se que existem
regides compartilhadas em determinadas espécies, destacadas em diferentes cores.
Devido a resolugao da imagem né&o é possivel identificar com precisdo essas regides
gue representam potenciais marcadores moleculares.

Todas as estirpes de A. hydrophila possuem uma regido destacada em
vermelho na FIGURA 5. Entretanto, as estirpes A. hydrophila AL09-71, A. hydrophila
MLQ9-119, A. hydrophila pc104A, A. hydrophila J-1 e A. hydrophila NJ-35 apresentam
uma regido adicional, destacada em verde. Uma vez que essas estirpes sdo todas
isoladas de peixe, é possivel que essa regido contenha genes associados com
viruléncia para esses animais.

Embora A. hydrophila YL17 possua a regido realgcada em vermelho, ela difere
das outras A. hydrophila pela auséncia de uma regido presente nas demais estirpes
(FIGURA 5) e poderia representar uma sub-espécie.

Essas informagdes indicam que ha uma grande variabilidade genética entre as
bactérias dessa espécie, o que pode estar relacionado com a sua habilidade em
colonizar diversos ambientes e hospedeiros (ALBERT et al., 2000; JANDA & ABBOTT,
2010; KHAJANCHI et al., 2010).

Como também pode ser observado na FIGURA 5, A. hydrophila 4AK4 possui

um perfil de presenga e auséncia de genes distinto de A. hydrophila e mais similar ao
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de A. media WS. Porém esta estirpe n&o apresenta as regides destacadas em amarelo
que sao caracteristicas apenas de A. media WS. Este resultado reforca os dados
encontrados por BEAZ-HIDALGO e colaboradores (2015), sugerindo que a estirpe A.
hydrophila 4AK4 representa uma nova espécie.

A partir do genoma acessorio foi determinado o numero de sequencias unicas
entre as espécies, como indicado na FIGURA 6. Devido as informacgdes, as quais
sugerem que A. hydrophila 4AK4 pode representar uma nova espécie, esta foi
considerada separadamente nesta representacdo. Para a estirpe A. caviae 8LM foi

observada a presencga de 162 sequencias unicas.

FIGURA 6 —- NUMERO DE SEQUENCIAS UNICAS NAS ESPECIES DE Aeromonas

A. caviae A. veronii

1.555 74

A. hydrophila
4AK4

9

A. salmonicida

185

A. hydrophila A. media

317 386

NOTA: O hexagono cinza ao centro indica o numero de genes do core genoma e os demais o
numero de sequencias unicas em cada especie.

FONTE: a autora (2017).

A FIGURA 6 indica que A. caviae € a espécie que contem o maior numero de
sequencias unicas, sugerindo uma maior diversidade.

Analise de eletroforese em campo pulsado (PFGE) de Aeromonas, utilizando a
enzima Xbal como endonuclease de restricdo, também sugere maior diversidade
entre estirpes de A. caviae. DALLAGASSA (2016) verificou que entre 32 estirpes de

A. caviae apenas duas apresentavam o mesmo perfil de PFGE, ao passo que entre
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17 A. hydrophila cinco estirpes possuiam perfis indistinguiveis, e das 14 estirpes de
A. veronii apenas sete exibiam perfil idéntico.

E possivel que dentre esses genes alguns possam ser utilizados como
marcadores moleculares para a identificacdo da espécie. Devido a semelhanca
fenotipica entre as espécies do género Aeromonas nem sempre é possivel identifica-
las com segurancga atraveés de provas bioquimicas convencionais e até mesmo por kits
comerciais (JANDA & ABBOTT, 2010). Portanto, a identificagdo de um marcador
molecular seria de grande valia para o diagnostico de A. caviae.

Os resultados obtidos pelo Roary verséo 3.6.1 indicaram a presenga de 1.555
sequencias unicas em A. caviae. Destes, 567 codificam proteinas hipotéticas. Entre
as 988 sequencias restantes aparentemente estao incluidos genes housekeeping, um
achado inesperado, outros com fungdes associadas com metabolismo, motilidade,
entre outras. Embora indicados como genes unicos de A. caviae, verificou-se atraves
do algoritmo BLASTp que estes genes também estdo presentes em outras espécies
de Aeromonas.

Cinco desses genes foram analisados, entre eles alguns housekeeping. Foram
obtidas as sequencias de aminoacidos das proteinas codificadas pelos genes damX,
dnaA, dnaC, ftsA e pilM para analise comparativa frente as bactérias que possuem
genoma completo. As sequéncias foram alinhadas utilizando o algoritmo Clustal
Omega.

O gene damX codifica uma proteina de divis&o celular (ARENDIS et al., 2010).
e a sequéncia de aminoacidos dessa proteina varia de 512 a 535 em Aeromonas. O
alinhamento das sequéncias indicou identidade minima de 72,89% entre as 6
espécies de Aeromonas, e de 98,46 a 100% entre as 3 estirpes de A. caviae. Foram
identificadas 40 substituicbes de aminoacidos especificas para A. caviae. Além disso,
a delecao de 18 aminoacidos nas posi¢coes 257-258, 293, 304 e 387a 390, estas
também observadas em A. media e A. hydrophila. A regido compreendida entre as
posi¢cdes 378 a 426 contém substituicdo de 18 aminoacidos, observados somente em
A. caviae, além da deleg¢ao de 14 aminoacidos. Esta regido constitui um potencial alvo
para o desenvolvimento de testes diagndsticos para a identificacdo de A. caviae.

O gene dnaC foi identificado pelo Prokka, software utilizado pela pipeline Roary
versao 3.6.1 para a anotagdo automatica dos genomas, como dnaA_2. Quando a
sequéncia foi analisada pelo algoritmo BLASTp, verificou-se que a sequéncia

corresponde ao gene dnaC. Este gene codifica uma proteina carregadora de helicase
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(MASAI & ARAI, 1988); em Aeromonas esta proteina contém 284 aminoacidos e
identidade minima de 81,78%. Foram identificadas, nas sequéncias de DnaC de A.
caviae, 12 substituicbes de aminoacidos Unicas para a espécie, todas localizadas na
regido N-terminal da proteina. Destas, 10 substituicbes se encontram entre as
posi¢cdes 8 a 53, que também poderia representar potencial marcador molecular para
esta espécie.

A proteina PilM esta relacionada com a expressao do pili tipo IV e motilidade
(Boyd et al., 2008). Sua sequencia compreende 353 aminoacidos, com identidade
minima de 72,80% em Aeromonas. E altamente conservado em A. caviae, com 99,4%
de identidade. Foram encontradas 13 substituicbes de aminoacidos unicas para A.
caviae distribuidas ao longo da proteina. Destas, 7 est&o localizadas entre as posigdes
72 a 137, das quais 4 estdo agrupadas entre 132 a 137. Esta também poderia
representar um alvo para diagnéstico.

A proteina DnaA ¢é ativadora do processo de replicacdo em bactérias
(KONIECZNY et al.,, 1997; RIBER & L@BNER-OLESEN, 2005) e possui 456
aminoacidos em Aeromonas. E altamente conservada entre as espécies de
Aeromonas analisadas, com identidade minima de 96,93%. Nas sequéncias de A.
caviae foram identificadas 4 substituicdes de aminoacidos, unicas para esta espécie;
3 delas encontram-se entre as posi¢cdes 102 e 111.

O gene ftsA codifica uma proteina essencial de divisdo celular (PICHOFF &
LUTKENHAUS, 2002) e possui 419 aminoacidos em Aeromonas. A partir do
alinhamento observou-se que esse gene € altamente conservado nas estirpes
avaliadas com identidade minima de 99,05%. Foram encontradas diferengcas na
sequéncia de aminoacidos em apenas seis posi¢cdes, mas nenhuma delas é especifica
para A. caviae. Portanto, ndo seria adequado para uso como marcador.

Portanto, entre as sequéncias identificadas pelo software Roary como unicas
para A. caviae, muitas estdo presentes em outras espécies. No entanto, mesmo assim
ha potenciais marcadores para espécie entre essas moléculas, que merecem estudo
mais aprofundado.

Devido ao baixo numero de estirpes com genomas completos, foi realizada
outra analise de pan-genoma incluindo os genomas em formato draft, compreendendo
115 estirpes de 30 espécies de Aeromonas.

Verificou-se que o pan-genoma apresenta 37.418 genes, destes 65 genes

fazem parte do core genoma e 37.353 genes do genoma acessério. O numero de
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genes representativos do core genoma foi menor que 1%, esse valor reduzido pode
estar relacionado a quantidade de genomas analisados, uma vez que a maioria deles
se encontra na forma de contigs, mas também devido a utilizagdo de espécies n&o
proximamente relacionadas filogeneticamente.

No entando, a representacdo grafica da matriz de presenga e auséncia dos
genes no pan-genoma, indicada na FIGURA 7, reforca os achados da analise
realizada com genomas completos e confirma a presenca de uma regido especifica
presente apenas em A. caviae.

O numero crescente de genomas de Aeromonas depositados no banco de
dados do NCBI proporcionou a realizagdo de estudos de genbmica comparativa
(GRIM et al., 2013; 2014; PANG et al., 2015; GHATAK et al., 2016). Os estudos
publicados com pan-genoma de Aeromonas sao escassos. GRIM e colaboradores
(2013) determinaram o core genoma de A. hydrophila, usando apenas trés estirpes.
As estirpes analisadas compartilharam 3.896 genes, entre eles genes associados aos
sistemas de transporte de proteina (Sec, Tat, T1SS e T6SS), flagelo polar, pilus tipo
IV (tap e msh) e a enterotoxina citotoxica at.

Outro estudo realizado por GRIM e colaboradores (2014) incluiu 7 estirpes de
A. hydrophila. O core genoma totalizou 3.617 CDSs. Os genes relacionados ao flagelo
polar e pilus tipo IV continuaram presentes no core genoma, porém a enterotoxina
citotoxica act ndo pertencia mais a este conjunto, o que sugere, segundo o autor, a
transferéncia vertical desse gene em Aeromonas.

Em outro estudo GHATAK e colaboradores (2016), determinaram um pan-
genoma de 14.150 genes e um core genoma de 2.679 para 46 genomas
compreendendo as espécies A. caviae, A. hydrophila e A. veronii.

No presente trabalho o numero de genes encontrados no core genoma
considerando as 115 estirpes e as 16 com genoma completo, 65 e 701
respectivamente, foram diferentes dos encontrados em outros estudos (GRIM et al.,
2013; 2014; PANG et al., 2015; GHATAK et al., 2016).

Essas disparidades podem estar relacionadas com a quantidade de espécies
distintas utilizadas, quanto mais distantes as espécies, maiores serdo as diferencas
nos genomas, bem como o uso de genomas completos e draft, reduzindo o numero

de genes presentes no core genoma, além da metodologia empregada nas analises.



FIGURA 7 — PRESENGA/AUSENCIA DE GENES NO PAN-GENOMA DE Aeromonas
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FONTE: a autora (2017).
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5.5 ANALISE FILOGENETICA

Para a avaliagdo filogenética de Aeromonas foram utilizadas duas
abordagens, uma empregando os genes housekeeping e outra com os genes do core

genoma.
5.5.1 Multilocus Sequence Analysis — MLSA

Inicialmente, foram obtidas as sequencias de aminoacidos dos produtos dos
genes housekeeping atpD, dnaG, dnadJ, dnaX, ftsZ, gIinA, gltA, groEL, gyrB, ileS, infC,
mdh, pyrG, rplB, rplC, rplD, rplE, rplF, rplM, rplS, rplT, rpsk, rpsl e smpB (SAAVEDRA
et al., 2006; SESHADRI et al., 2006; MARTINEZ-MURCIA et al., 2011; BEAZ-
HIDALGO et al., 2015; COLSTON et al., 2014; SANGLAS et al., 2017) no anotador
automatico RAST via BLASTp.

As sequéncias dos genes foram alinhadas separadamente no software MEGA
versao 7 utilizando o algoritmo Muscle, no qual foram utilizadas as configuragdes
padrées do programa para o alinhamento. Posteriormente, os alinhamentos foram
submetidos ao software Gblocks Server e as sequéncias resultantes foram
concatenadas para construgdo da arvore filogenética.

Como o software Gblocks elimina posicdes mal alinhadas e regides divergentes
de um alinhamento de DNA ou proteina a fim de se tornar mais adequado para analise
filogenética, as sequéncias de aminoacidos alinhadas no software MEGA 7 pelo
algoritmo Muscle sofreram alteracgéo.

O GRAFICO 8 mostra a relacéo gréafica entre a quantidade de aminodcidos
nas sequéncias dos genes housekeeping antes e depois do processamento pelo
Gblocks.
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GRAFICO 9 - COMPRIMENTO DAS SEQUENCIAS DE AMINOACIDOS
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NOTA: No eixo x 0s genes housekeeping, no eixo y a quantidade de aminoacidos na
sequéncia. Em laranja, as sequencias dos genes menos preservados apos o processamento pelo
Gblocks, em azul, as sequéncias mais conservadas. Os numeros acima das colunas indicam a
conservagao das sequéncias em porcentagem.

FONTE: a autora (2017).

Posteriormente, a analise filogenética foi inferida usando o método de Maxima
verossimilhanga baseado no modelo em matriz JTT (JONES et al., 1992). A arvore de
consenso bootstrap, inferida a partir de 50 repeti¢des, representa a histéria evolutiva
dos taxa analisados (FIGURA 8) (FELSENSTEIN, 1985).

As arvores iniciais para a pesquisa heuristica foram obtidas automaticamente
aplicando os algoritmos Neighbor-Joing e BioNJ a uma matriz de disténcias pairwise
estimadas usando um modelo JTT e selecionando a topologia com valor de

verossimilhanga logaritmica superior.
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FIGURA 8 — ARVORE FILOGENETICA DOS GENES HOUSEKEEPING
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NOTA: A estirpe em estudo esta destacada com uma esfera preta.
FONTE: a autora (2017).

A analise envolveu sequéncias de aminoacidos de 115 genomas. Todas as

posi¢cdes com lacunas e dados em falta foram eliminadas. Foram analisadas 5237

posi¢cdes no conjunto final de dados.
A partir da arvore filogenética (FIGURA 9) nota-se que as estirpes de A. caviae

formam um ramo muito bem delimitado, separando-se das demais espécies, e mais
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proximas filogeneticamente de A. taiwanensis e A. sanarellii. Resultados similares
foram encontrados por BEAZ-HIDALGO e colaboradores (2015) e SANGLAS e
colaboradores (2017), demonstrando que o uso de genes housekeeping € uma opgao

para a separagao de espécies de A. caviae.
5.5.2 Analise filogenética baseada no core genoma

Nessa analise foram utilizados os genes representativos do core genoma —
obtidos por meio da pipeline Roary empregada na analise de pan-genoma descrita
acima no item 5.4.3 — para relacionar evolutivamente as estirpes analisadas em uma
arvore binaria usando FastTree (PRICE et al., 2010).

O alinhamento das sequéncias de nucleotideos dos genes foi realizado por
meio do algoritmo PRANK (LOYTYNOJA, 2014), que emprega um alinhamento de
codons, os resultados obtidos podem ser observados na FIGURA 9, no ANEXO F
encontra-se a figura ampliada.

As estirpes de A. caviae formam um ramo muito bem delimitado, sendo as
espécies A. taiwanensis e A. sanarellii as mais proximas filogeneticamente, o mesmo
padréo foi encontrado nas outras analises filogenéticas empregando os genes
housekeeping.

A arvore filogenética baseada nos genes do core genoma separa melhor as
estirpes de A. hydrophila que a obtida com a utilizagdo dos genes housekepping, uma
vez que 0 numero de genes nessa analise € maior, 65 contra 24, sendo possivel a
melhor separacéo das espécies estudadas.

A partir dos resultados das duas abordagens filogenéticas, aliados aos obtidos
nas analises de similaridade de genomas (item 5.3.1), constatou-se uma divergéncia
na identificagdo da estirpe A. hydrophila BWH65, a qual € mais préxima de A. caviae

que A. hydrophila.



76

"(2102) eiojne e ;31 NO4
seuowolay ap sadisa se aqjus eojugbialul elouelsip ep ejedos3 10N

sEszznsa Ine

[ m—

ETLzL93) e

SvzvLoIYegere

T89vzoN SNy
azserss

E208193) ssvemensnee

VINON3IO 3400 04 SINTO SOd VOILIANTOOTId FHOAYEY — 6 VdNOId

Sa6cota s

REs
b




77

Além disso, as estirpes Aeromonas sp. ZOR0002 e Aeromonas sp. HZM
identificadas apenas ano nivel de género puderam agora ser classificadas como
pertencentes a espécie A. caviae, pois agrupam-se filogeneticamente com essa
espécie, confirmando os resultados também encontrados por BEAZ-HIDALGO e
colaboradores (2015) e SANGLAS e colaboradores (2017).

Também foram observadas divergéncias na identificacdo de outras
Aeromonas indicadas na TABELA 10. A maioria delas foi previamente identificada
como A. hydrophila, porém os resultados de similaridade de genomas e das analises
filogenéticas apresentados nesse trabalho indicam que efetivamente pertencem a

espécie A. dhakensis.

TABELA 10 — POSSIVEL NOVA IDENTIFICACAO DAS ESTIRPES DE Aeromonas

REFERENCIA NCBI NOVA CLASSIFICAGAO
A. hydrophila BWHG65 A. caviae
Aeromonas sp. HZM A. caviae
Aeromonas sp. ZOR0001 A. caviae
A. enteropelogenes LK14 A. dhakensis
A. hydrophila 14 A. dhakensis
A. hydrophila 116 A. dhakensis
A. hydrophila 145 A. dhakensis
A. hydrophila 173 A. dhakensis
A. hydrophila 187 A. dhakensis
A. hydrophila 259 A. dhakensis
A. hydrophila 277 A. dhakensis
A. hydrophila KOR1 A. dhakensis
A. hydrophila L14f A. dhakensis
A. hydrophila SSU A. dhakensis
A. hydrophila YL17 A. dhakensis
A. jandaei L14h A. dhakensis
Aeromonas sp. 159 A. veronii
A. hydrophila 4AK4 Nova espécie
A. veronii AMC34 Nova espécie

FONTE: a autora (2017).

Os dados das analises filogenéticas indicam que A. hydrophila 4AK4 forma
um ramo unico e mais proximo de A. media que de A. hydrophila. Assim como a estirpe
A. veronii AMC34, a qual também forma um ramo separado de A. veronii, reforcando
os dados encontrados por BEAZ-HIDALGO e colaboradores (2015), os quais sugerem

que se tratam de novas espécies.
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5.6 VIRULENCIA E RESISTENCIA
5.6.1 Genes de viruléncia

A TABELA 11 indica os genes associados com viruléncia e resisténcia a
antibioticos detectados no genoma de A. caviae 8LM.

Entre os genes cujos produtos atuam nas etapas de adesao e colonizagéo,
essenciais para o desenvolvimento de infeccéo, foram encontradas adesinas e pili do
tipo IV Msh e Tap, amplamente difundidos entre Aeromonas (BOYD et al., 2008;
TOMAS, 2012; GRIM et al., 2013; GRIM et al., 2014). A produgao de pilus tipo IV Msh
foi associada com diarreia (BARNETT et al., 1997; CHOPRA et al., 2000; GRIM et al.,
2014; RASMUSSEN-IVEY et al., 2016).

Também foram identificados genes codificadores de flagelos polar e lateral, que
sdo estruturas importantes para a motilidade de Aeromonas (KIROV et al., 2004;
GRIM et al., 2013; 2014) e possivelmente auxiliam a bactéria a se deslocar pela
camada de muco intestinal. Adicionalmente, foi mostrado que os flagelos de
Aeromonas atuam como adesinas facilitando a ligac&o a células intestinais e também
na formagéao de biofilme (KIROV et al., 2002; 2004 GRIM et al., 2014).

A habilidade de A. caviae 8LM aderir a linhagens de células intestinais foi
confirmada em nosso laboratério por SUREK (2014), onde verificou-se que esta
estirpe aderiu a células epiteliais de adenocarcinoma de colon (HRT-18) mostrando
padrao agregativo. Além disso, a expressao dos flagelos polares foi inferida a partir
da motilidade tipo swarming observada para esta estirpe em estudo realizado por
DALLAGASSA (2016).

Também foram identificados genes associados com a produgao de sideroforos,
0s quais permitem a captacao de ferro, elemento essencial para a sobrevivéncia da
bactéria no hospedeiro (WYCKOFF et al., 2006; KREWULAK & VOGEL, 2008).

Adicionalmente, foram identificados genes relacionados com a hemolisina
termoestavel e hemolisina Ill, como mostrado na TABELA 11. A atividade hemolitica
de A. caviae 8LM frente a eritrocitos humanos foi confirmada por WOLF (2012),

indicando que uma ou ambas as hemolisinas sao expressas pela bactéria.



TABELA 11 — FATORES DE VIRULENCIA EM A. caviae 8LM

79

FUNGAO NOME LOCUS
T2SS AHA_3785-3786
Searsn AHA_0568-0579
T6SS AHA_1826—1848
AHA_1118-1119
Flagelo polar AHA_1364-1390

Motilidade e adesao

Resisténcia a antibiéticos

Quorum sensing

Toxinas

Enzimas extracelulares

Aquisigao de ferro

Outros fatores

Flagelo lateral
Pilus tipo IV Msh
Pilus tipo IV Tap

Pseudopilina Tpp
Fimbrilina
Adesina

Cloranfenicol acetiltransferase

Fosmidomicina

R-lactamase classe C

R-lactamase classe D

Al-1

Al-2 (LuxS)

Sistema de dois componentes QseBC
Hemolisina termoestavel

Hemolisina Il

Toxina RtxA

Enterotoxina citotonica termolabil (Alt)
Elastase

Protease (EprA1)

Fosfolipase A1

Hialuronidase

Colagenase

Sintese de sideroforo

Regulador da captagao de ferro Fur
GidA

Enolase

Serine protease

DNA adenina metiltransferase
Invasina

Cold-shock exoribonuclease VacB

AHA_1698-1703
AHA_2824-2826
AHA_2832-2847
AHA_0660
AHA_4179
ASA_0346-0386
AHA_0383-0399
AHA_3868-3871
AHA_3190-3194
AHA_3665-3666
AHA—2739
B565_3462-3469
AHA 2681
AHA_1757
AHA_0686-0696
AHA_0062
AHA_3491

AHA 2697
AHA_0037
AHA_3656
AHA_0056
AHA_3135
AHA_4258
AHA_0556-0557
AHA_0700

AHA 3223-3222
AHA 3217
AHA_3493
AHA_1359
AAA96668
AHA_0851
AHA_2712-2713
AHA_0104
AHA_1474

AHA 0517
AHA_2473-2479
AHA_1530
AHA_4273

AHA_0821
AHA_0994

KMK92093
AHA_3186
AHA_1066
AHA 0702

NOTA: AHA = Aeromonas hydrophila subsp. hydrophila ATCC 7966, KMK92093 = Aeromonas
enteropelogenes LK14, AAA96668 = Aeromonas hydrophila SSU, ASA = Aeromonas salmonicida
subsp. salmonicida, B565 = Aeromonas veronii B565.

FONTE: a autora (2017).

Outras toxinas no genoma de A. caviae incluem a toxina RtxA, que promove

atividade citotoxica (LINHARTOVA et al., 2010) e a enterotoxina Alt, associada com a
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elevacgao dos niveis de AMP ciclico (cCAMP) e prostaglandina, levando a secrecao de
fluidos no instestino (ALBERT et al., 2000).

Possivelmente a presencga de pili Msh e a produc¢ao da enterotoxina Alt sejam
0s principais mecanismos de viruléncia de A. caviae 8LM diretamente associados com
diarreia.

Além disso, ha no genoma da bactéria genes codificadores para diversas
enzimas extracelulares como elastase, proteases, hialuronidases, entre outras, que
podem auxiliar a bactéria a obter nutrientes, bem como invadir tecidos do hospedeiro.

A. caviae 8LM também contém um gene codificador de enolase, a qual € uma
enzima glicolitica e apresenta atividade “moonlight’ sendo expressa na superficie
bacteriana com fungbes de proteina heat-shock e reguladora da transcricdo
(RASMUSSEN-IVEY et al., 2016).

Além disso, no genoma de A. caviae 8LM ha genes codificadores para os
autoindutores Al-1 e 2, bem como o sistema de dois componenetes QseBC. Estes
fazem parte do sistema de sinalizagdo quorum sensing que atuam na regulacéo da
viruléncia bacteriana influenciando diversas caracteristicas tais como a motilidade,
atividade hemolitica, formagéao de biofilmes, secregao de alguns fatores de viruléncia,
entre outros (KHAJANCHI et al., 2012; RASMUSSEN-IVEY et al., 2016).

Dois sistemas de secrec¢ao, T2SS e T6SS, associados com viruléncia, foram
identificados no genoma de 8LM. O T2SS é amplamente conservado em Aeromonas
e essencial para o transporte de varios fatores de viruléncia como aerolisinas,
fosfolipases, proteases e Dnases. Essas proteinas estdo associadas com destruicéo
tecidual (PANG et al., 2015; RASMUSSEN-IVEY et al., 2016) contribuindo para a
obtencdo de nutrientes e invasao do hospedeiro (ABBOTT e JANDA, 2010).

O T6SS em Aeromonas esta relacionado com viruléncia através do transporte
de proteinas efetoras diretamente do citoplasma bacteriano para o citoplasma da
célula hospedeira levando a processos citotdxicos, apoptose e evasao do sistema
imune (SUAREZ et al., 2008, 2010a, 2010b; SHA et al., 2013; GRIM et al., 2014).

Esses dados sugerem que A. caviae 8LM apresenta um repertério de genes
associados com viruléncia que Ihe permitem causar diarreia e potencial para provocar
outras patologias.

Em relacao a resisténcia a antibioticos, foram encontrados genes que codificam
para B-lactamases classe C e D, os quais estdo relacionadas com a resisténcia a

ampicilina, cefalotina e cefazolina observada em A. caviae 8LM por ASSIS (2014). No
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entanto, no mesmo estudo ndo ha dados laboratoriais disponiveis em relacdo ao
cloranfenicol e a fosmidomicina (ASSIS, 2014).

A disposigao dos genes dos flagelos lateral e polar foram comparadas com a
estirpe A. hydrophila AH3 (TOMAS, 2012), os resultados estdo indicados nas
FIGURAS 10 e 11, respectivamente.

FIGURA 11 — ORGANIZAGAO GENICA DO FLAGELO LATERAL

Aeromonas hydrophila AH3

ENRRREERENNER
fiIMNPQR fihBA lafK fIEFGHIJ flgNMA flgBCDEFGHIJKL maf-5 lafABCXEFSTU
Aeromonas caviae 8LM
ENNEREEENNR
fiIMNPQR fIhBA lafK fIEFGHIJ flgNMA flgBCDEFGHIJKL lafAABCXEFSTU
flagelina putativa e lisina-N-metilase cépia adicional do gene /afA

FONTE: a autora (2017).

Em A. hydrophila AH-3 o flagelo lateral € codificado por 38 genes agrupados
em um Unico cluster génico (CANALS et al., 2006; TOMAS, 2012). A organizag&o dos
genes que codificam o flagelo lateral (FIGURA 10) nas duas espécies é bastante
semelhante. Porém A. caviae 8LM ndo apresenta o gene maf-5 envolvido na
glicosilagdo do flagelo, nesta regi&do contém uma flagelina putativa e uma lisina-N-
metilase; além disso, ha uma cépia extra do gene lafA, em relagéo a estirpe referéncia.

Enquanto que o flagelo polar € codificado por 55 genes distribuidos em cinco
regides ao longo do genoma, como mostrado na FIGURA 11 (CANALS et al., 2006;
TOMAS, 2012).
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FIGURA 12 — ORGANIZAGAO GENICA DO FLAGELO POLAR

Aeromonas hydrophila AH3

ARRRRNERRRNER i ina |
flgNMA cheVR flgBCDEFGHIJKL flaABGHI maf-1  maf-2 fimD fimH motX
111 B 11

fIEFGHIJ fIKLMNOPQR fIhBAFG fliA cheYZAB pomAB cheW firABC

Aeromonas caviae 8LM

ARRRRRERRRNER L |
fligNMA cheVR flgBCDEFGHIJKL flaABGHI — maf fimD motX
* ([ []] [N ] ]|

fIEFGHIJ fIKLMNOPQR flhBAFG fliA cheYZAB pomAB  cheW firABC

genes de diversas fun¢oes |:| cépia adicional do gene cheW

FONTE: a autora (2017).

A organizagdo génica de A. caviae 8LM exibe diferencas em relacédo a
referéncia, a medida que A. hydrophila AH3 possui os genes maf-1 e maf-2, A. caviae
8LM apresenta apenas uma copia do gene maf. Neste mesmo agrupamento de genes,
podemos notar também a delegéo de cinco genes. Além disso, observa-se a inser¢gao
de um gene, destacado com um asterisco, entre os genes fliJ e fliK, bem como, duas

delecdes apos o0 gene pomB e uma duplicagdo do gene cheW.
5.6.2 Sistema de secregao tipo VI — T6SS

A presenga de genes codificadores para o T6SS foi verificado em A. caviae
8LM pela anotagdo automatica do RAST. Porém alguns genes nao foram identificados
pelo anotador, como o hcp e impK/vasF, ompA/motB, uma proteina hipotética
conservada e uma proteina uropatogénica. Além disso, as proteinas de referéncia
vgrG-1, vgrG-2 e vgrG-3 (SUAREZ et al., 2008; COULTHURST, 2013) foram
distribuidas entre vgrG e vgrG-3 no RAST.

Esse sistema é codificado por 13 genes conservados presentes em todos os
organismos, além de genes acessorios adicionais (SUAREZ et al., 2008; BOYER et
al., 2009; COULTHURST, 2013).

A disposicao dos genes do T6SS em A. caviae 8LM e A. hydrophila SSU pode

ser observada na FIGURA 12. Verifica-se que a estirpe A. caviae 8LM possui todo o
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cluster génico do T6SS e segue a mesma ordenagéo génica, de tssB (impB) a vgrG-

3, que a referéncia A. hydrophila SSU.

FIGURA 13 — ORGANIZACAO GENICA DO T6SS

N —~
Nﬁé o O ww O wx\nI%a%E%E{&j
IS 8833838888388 ¢¢8seg?P
A. hydrophila SSU
A. caviae 8LM I I I I
T6SS cluster tRNA proteina hipotética I elemento moével proteina da familia Rhs sulfato permease putativa

FONTE: a autora (2017).

No entanto, a regido 5 do cluster é variavel, com a presenga de genes da
familia Rhs, elementos moveis e integrases. Esta organizagdo génica também foi
observada para a maioria dos genomas de Aeromonas analisados por GRIM e
colaboradores (2014), compreendendo 16 estirpes das espécies A. hydrophila, A.
dhakensis, A. salmonicida e A. jandaei.

Assim como a referéncia, A. caviae 8LM possui um unico gene hcp (hcp-2) e
dois genes vgrG (vgrG-2 e vgrG-3) dentro do cluster do T6SS, como mostrado na
FIGURA 12.

Porém, num Jocus cromossémico separado foram encontrados um segundo
gene hcp (hcp-1) e uma terceira vgrG (vgrG-1), esses mesmo genes também foram
encontrados fora do cluster do T6SS na referéncia A. hydrophila SSU (SUAREZ et al.,
2008) e em A. hydrophila ATCC 7966 (GRIM et al., 2014).

Em A. caviae 8LM, o T6SS esta codificado na regido localizada entre as
possiveis ilhas genémicas 6 e 7 (item 5.3.2). A presenga de RNAs transportadores e
elementos moveis flanqueando o cluster, sugerem que esta regido foi adquirida por

transferéncia horizontal.
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6 CONCLUSAO

Com o sequenciamento do genoma de Aeromonas caviae 8LM foi possivel
obter o genoma completo que contem 4,6Mb, conteudo GC de 61,7%, 4.256 genes,
4.101CDS e 154 RNA estruturais. A estirpe em estudo apresenta 10 operons de rRNA
distribuidos préximos da origem de replicagéo.

O genoma da estirpe em estudo € similar ao de outras espécies do género, as
diferengas ocorrem principalmente nas regiées onde o conteudo de GC% de A. caviae
8LM é diferente do restante do seu genoma.

Foram preditas 17 ilhas genémicas em A. caviae 8LM, destas apenas seis
foram classificadas como ilhas metabdlicas, patogénicas, de resisténcia ou
simbidticas. As ilhas 6 e 7 que nao foram classificadas, compreendem o cluster do
T6SS, associado com viruléncia, representando uma regido unica que pode ser
classificada como ilha de patogenicidade.

O pan-genoma de Aeromonas com genoma completo possui 9.785, dos quais
701 constituem o core genoma. A analise do pan-genoma possibilitou detectar regides
gendmicas contendo possiveis marcadores moleculares para a espécie A. caviae.

No genoma de A. caviae 8LM estao presentes genes associados com viruléncia
incluindo sistemas de secrecdo tipo Il e VI, motilidade e adesédo, resisténcia a
antibioticos, quorum-sensing, diversas toxinas, aquisicdo de ferro, entre outros
fatores.

A organizagao dos genes para os flagelos lateral e polar em A. caviae 8LM é
semelhante a encontrada em A. hydrophila AH3, porém ha algumas delegdes,
insercdes e duplicagdes génicas no cluster desses dois tipos de flagelos.

O cluster do T6SS é conservado em A. caviae 8LM, porém ha variacdo na
regido 5 do cluster, com a presenga de genes da familia Rhs, proteinas
transmembranares, elementos modveis, tranposases e integrases.

As anadlises filogenéticas e de similaridade confirmaram a identificacdo
laboratorial de A. caviae 8LM, bem como indicaram algumas divergéncias na

classificagdo de Aeromonas.
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ANEXO B — ALINHAMENTO DAS SEQUENCIAS DE rRNA

55 rRNA

Percent Identity Matrix - created by Clustal2.1l

1: rRNA_A_caviae 8LM 4504042-4504155_DIR-
2: rRNA_A_caviae_8LM_3668605-3668718_DIR-
3: rRNA_A_caviae_8LM_384642-384755_DIR+

4: rRNA_A_caviae_8LM_4426457-4426570_DIR-
5: rRNA_A_caviae_8LM_4253279-4253392_DIR-
6: rRNA_A_caviae 8LM 303576-303689_DIR+

7: rRNA_A_caviae_8LM_4379379-4379492_DIR-
8: rRNA_A_caviae_8LM_784779-784892_DIR+

9: rRNA_A_caviae_8LM_79673-79786_DIR+

10: rRNA_A caviae 8LM_3827115-3827228_DIR-
11: rRNA_A caviae 8LM 4379118-4379231_DIR-

CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

100.
100.
100.
100.
100.
100.
100.
100.
100.
100.

95.

00
00
00
00
00
00
00
00
00
00
61

rRNA A caviae 8LM 4504042-4504155 DIR-

rRNA A caviae 8LM 3668605-3668718 DIR-
rRNA A caviae 8LM 384642-384755 DIR+

rRNA A caviae 8LM 4426457-4426570 DIR-
rRNA A caviae 8LM 4253279-4253392 DIR-

rRNA A caviae 8LM 303576-303689 DIR+

rRNA A caviae 8LM 4379379-4379492 DIR-
rRNA A caviae 8LM 784779-784892 DIR+

rRNA A caviae 8LM 79673-79786 DIR+

rRNA A caviae 8LM 3827115-3827228 DIR-

rRNA A caviae 8LM 4379118-4379231 DIR-

rRNA A caviae 8LM 4504042-4504155 DIR-

rRNA A caviae 8LM 3668605-3668718 DIR-

rRNA A caviae 8LM 384642-384755 DIR+
rRNA A caviae 8LM 4426457-4426570 DIR-

rRNA A caviae 8LM 4253279-4253392 DIR-
rRNA A caviae 8LM 303576-303689 DIR+

rRNA A caviae 8LM 4379379-4379492 DIR-
rRNA A caviae 8LM 784779-784892 DIR+

rRNA A caviae 8LM 79673-79786 DIR+

rRNA A caviae 8LM 3827115-3827228 DIR-

rRNA A caviae 8LM 4379118-4379231 DIR-

100.
100.
100.
100.
100.
100.
100.
100.
100.
100.

95.

00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00

61 95.61 95.61 95.61 95.61 95.61 95.61 95.61 95.61 100.

95.
95.
95.
95.
95.
95.
95.
95.
95.
95.

61
61
61
61
61
61
61
61
61
61
00

111

TGGCGGCAATAGCGCAGTGGAACCACCTGACCCCATGCCGAACTCAGAAGTGAAACGCTG

TGGCGGCAATAGCGCAGTGGAACCACCTGACCCCATGCCGAACTCAGAAGTGAAACGCTG
TGGCGGCAATAGCGCAGTGGAACCACCTGACCCCATGCCGAACTCAGAAGTGAAACGCTG

TGGCGGCAATAGCGCAGTGGAACCACCTGACCCCATGCCGAACTCAGAAGTGAAACGCTG
TGGCGGCAATAGCGCAGTGGAACCACCTGACCCCATGCCGAACTCAGAAGTGAAACGCTG

TGGCGGCAATAGCGCAGTGGAACCACCTGACCCCATGCCGAACTCAGAAGTGAAACGCTG

TGGCGGCAATAGCGCAGTGGAACCACCTGACCCCATGCCGAACTCAGAAGTGAAACGCTG
TGGCGGCAATAGCGCAGTGGAACCACCTGACCCCATGCCGAACTCAGAAGTGAAACGCTG

TGGCGGCAATAGCGCAGTGGAACCACCTGACCCCATGCCGAACTCAGAAGTGAAACGCTG
TGGCGGCAATAGCGCAGTGGAACCACCTGACCCCATGCCGAACTCAGAAGTGAAACGCTG

TGACGGCAATAGCGCCGTGGAACCACCTGATCCCATGCCGAACTCAGAAGTGAAACGCGG

Kk kK hkKhKhKA KA KK KhAhkhhhhhhhhkhh hAhA kA kA kA kA kA kA kA kA kA kA kA * *

TAGCGCCGATGGTAGTGTGGCATTCGCCATGCGAGAGTAGGACACTGCCAGGCA
TAGCGCCGATGGTAGTGTGGCATTCGCCATGCGAGAGTAGGACACTGCCAGGCA
TAGCGCCGATGGTAGTGTGGCATTCGCCATGCGAGAGTAGGACACTGCCAGGCA
TAGCGCCGATGGTAGTGTGGCATTCGCCATGCGAGAGTAGGACACTGCCAGGCA
TAGCGCCGATGGTAGTGTGGCATTCGCCATGCGAGAGTAGGACACTGCCAGGCA
TAGCGCCGATGGTAGTGTGGCATTCGCCATGCGAGAGTAGGACACTGCCAGGCA
TAGCGCCGATGGTAGTGTGGCATTCGCCATGCGAGAGTAGGACACTGCCAGGCA
TAGCGCCGATGGTAGTGTGGCATTCGCCATGCGAGAGTAGGACACTGCCAGGCA
TAGCGCCGATGGTAGTGTGGCATTCGCCATGCGAGAGTAGGACACTGCCAGGCA
TAGCGCCGATGGTAGTGTGGCATTCGCCATGCGAGAGTAGGACACTGCCAGGCA
TAGCGCCGATGGTAGTGTGGCATTCGCCATGCGAGAGTAGGACACTGTCAGGCA

B R R R R R
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16S rRNA

Percent Identity Matrix - created by Clustal2.1l

1: rRNA_A caviae 8LM 4382981-4384513 DIR- 100.00 99.80 99.74 99.80 99.80 99.87 99.87 99.87 99.87 99.87
2: rRNA A caviae 8LM 379499-381031_ DIR+ 99.80 100.00 99.93 99.87 99.74 99.80 99.80 99.80 99.80 99.80
3: rRNA A caviae 8LM 74600-76132_ DIR+ 99.74 99.93 100.00 99.93 99.80 99.87 99.87 99.87 99.87 99.87
4: rRNA_A caviae_ 8LM 4507758-4509290_DIR- 99.80 99.87 99.93 100.00 99.87 99.93 99.93 99.93 99.93 99.93
5: rRNA_A caviae_ 8LM 4430113-4431645 DIR- 99.80 99.74 99.80 99.87 100.00 99.93 99.93 99.93 99.93 99.93
6: rRNA_A caviae_ 8LM 3830838-3832370_DIR- 99.87 99.80 99.87 99.93 99.93 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
7: rRNA_A caviae_ 8LM 298597-300129 DIR+ 99.87 99.80 99.87 99.93 99.93 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
8: rRNA_A caviae 8LM 4256920-4258452 DIR- 99.87 99.80 99.87 99.93 99.93 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
9: rRNA_A caviae 8LM 779719-781251 DIR+ 99.87 99.80 99.87 99.93 99.93 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
10: rRNA A caviae 8LM 3672165-3673697_DIR- 99.87 99.80 99.87 99.93 99.93 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00

CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

rRNA A caviae 8LM 4382981-4384513 DIR- AGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGC
rRNA A caviae 8LM 379499-381031 DIR+ AGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGC
rRNA A caviae 8LM 74600-76132 DIR+ AGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGC
rRNA A caviae 8LM 4507758-4509290 DIR- AGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGC
rRNA A caviae 8LM 4430113-4431645 DIR- AGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGC
rRNA A caviae 8LM 3830838-3832370_ DIR- AGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGC
rRNA A caviae 8LM 298597-300129 DIR+ AGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGC
rRNA A caviae 8LM 4256920-4258452 DIR- AGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGC
rRNA A caviae 8LM 779719-781251 DIR+ AGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGC
rRNA A caviae 8LM 3672165-3673697 DIR- AGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGC
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rRNA A caviae 8LM 4382981-4384513 DIR- GGCAGCGGGAAAGTAGCTTGCTACTTTTGCCGGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCT
rRNA A caviae 8LM 379499-381031 DIR+ GGCAGCGGGAAAGTAGCTTGCTACTTTTGCCGGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCT
rRNA A caviae 8LM 74600-76132 DIR+ GGCAGCGGGAAAGTAGCTTGCTACTTTTGCCGGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCT
rRNA A caviae 8LM 4507758-4509290 DIR- GGCAGCGGGAAAGTAGCTTGCTACTTTTGCCGGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCT
rRNA A caviae 8LM 4430113-4431645 DIR- GGCAGCGGGAAAGTAGCTTGCTACTTTTGCCGGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATACCT
rRNA A caviae 8LM 3830838-3832370_ DIR- GGCAGCGGGAAAGTAGCTTGCTACTTTTGCCGGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCT
rRNA A caviae 8LM 298597-300129 DIR+ GGCAGCGGGAAAGTAGCTTGCTACTTTTGCCGGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCT
rRNA A caviae 8LM 4256920-4258452 DIR- GGCAGCGGGAAAGTAGCTTGCTACTTTTGCCGGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCT
rRNA A caviae 8LM 779719-781251 DIR+ GGCAGCGGGAAAGTAGCTTGCTACTTTTGCCGGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCT
rRNA A caviae 8LM 3672165-3673697 DIR- GGCAGCGGGAAAGTAGCTTGCTACTTTTGCCGGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCT
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rRNA A caviae 8LM 4382981-4384513 DIR- GGGAAATTGCCCAGTCGAGGGGGATAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGCATGCGCC
rRNA A caviae 8LM 379499-381031 DIR+ GGGAAATTGCCCAGTCGAGGGGGATAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGCATGCGCC
rRNA A caviae 8LM 74600-76132 DIR+ GGGAAATTGCCCAGTCGAGGGGGATAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGCATACGCC
rRNA A caviae 8LM 4507758-4509290 DIR- GGGAAATTGCCCAGTCGAGGGGGATAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGCATACGCC
rRNA A caviae 8LM 4430113-4431645 DIR- GGGAAATTGCCCAGTCGAGGGGGATAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGCATACGCC
rRNA A caviae 8LM 3830838-3832370_ DIR- GGGAAATTGCCCAGTCGAGGGGGATAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGCATACGCC
rRNA A caviae 8LM 298597-300129 DIR+ GGGAAATTGCCCAGTCGAGGGGGATAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGCATACGCC
rRNA A caviae 8LM 4256920-4258452 DIR- GGGAAATTGCCCAGTCGAGGGGGATAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGCATACGCC
rRNA A caviae 8LM 779719-781251 DIR+ GGGAAATTGCCCAGTCGAGGGGGATAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGCATACGCC
rRNA A caviae 8LM 3672165-3673697 DIR- GGGAAATTGCCCAGTCGAGGGGGATAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGCATACGCC
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TRNA A caviae 8LM 4382981-4384513 DIR- CTACGGGGGARAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCGATTGGATATGCCCAGGTGGGATT
rRNA A caviae 8LM 379499-381031 DIR+ CTACGGGGGARAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCGATTGGATATGCCCAGGTGGGATT
rRNA A caviae 8LM 74600-76132 DIR+ CTACGGGGGARAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCGATTGGATATGCCCAGGTGGGATT
TRNA A caviae 8LM 4507758-4509290 DIR- CTACGGGGGARAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCGATTGGATATGCCCAGGTGGGATT
TRNA A caviae 8LM 4430113-4431645 DIR- CTACGGGGGARAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCGATTGGATATGCCCAGGTGGGATT
rRNA A caviae 8LM 3830838-3832370 DIR- CTACGGGGGARAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCGATTGGATATGCCCAGGTGGGATT
rRNA A caviae 8LM 298597-300129 DIR+ CTACGGGGGARAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCGATTGGATATGCCCAGGTGGGATT
TRNA A caviae 8LM 4256920-4258452 DIR- CTACGGGGGARAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCGATTGGATATGCCCAGGTGGGATT
TRNA A caviae 8LM 779719-781251 DIR+ CTACGGGGGARAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCGATTGGATATGCCCAGGTGGGATT
rRNA A caviae 8LM 3672165-3673697 DIR- CTACGGGGGARAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCGATTGGATATGCCCAGGTGGGATT

o B Khhkhkkhkhkhkhkhhkhhhhkhkhkhkhhkhrkhrkhhkhhkhhkhhkhhhkhhkhhkhkhhkhhkhkrkhkrkhkhhkkhhkhhkhhkhkkkxk
TRNA A caviae 8LM 4382981-4384513 DIR- AGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATG
rRNA A caviae 8LM 379499-381031 DIR+ AGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATG
rRNA A caviae 8LM 74600-76132 DIR+ AGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATG
TRNA A caviae 8LM 4507758-4509290 DIR- AGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATG
TRNA A caviae 8LM 4430113-4431645 DIR- AGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATG
rRNA A caviae 8LM 3830838-3832370 DIR- AGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATG
rRNA A caviae 8LM 298597-300129 DIR+ AGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATG
TRNA A caviae 8LM 4256920-4258452 DIR- AGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATG
TRNA A caviae 8LM 779719-781251 DIR+ AGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATG
TRNA A caviae 8LM 3672165-3673697 DIR- AGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATG

o B Khkhkhkhkhkhkhkhhkhhhhkhhkhkhhkhhkhrkhhkhkhkhhkhhkhhhkhhkhhkhkhhkhhkhkrkhkrkhkhhkkhhkhhkhkhkhhkxxk
TRNA A caviae 8LM 4382981-4384513 DIR- ATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAAT
rRNA A caviae 8LM 379499-381031 DIR+ ATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAAT
rRNA A caviae 8LM 74600-76132 DIR+ ATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAAT
TRNA A caviae 8LM 4507758-4509290 DIR- ATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAAT
TRNA A caviae 8LM 4430113-4431645 DIR- ATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAAT
rRNA A caviae 8LM 3830838-3832370 DIR- ATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAAT
rRNA A caviae 8LM 298597-300129 DIR+ ATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAAT
TRNA A caviae 8LM 4256920-4258452 DIR- ATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAAT
TRNA A caviae 8LM 779719-781251 DIR+ ATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAAT
TRNA A caviae 8LM 3672165-3673697 DIR- ATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAAT

o B B B Khkhkhkhkhkhkhkhhhhkhhkhkhhkhhkhrkhrkhhkhhkhhkhhkhhhkhhkhhkhkhkhkhhkhkrkhkrhkhkhkhhkhkhkhkhkhxk*k
TRNA A caviae 8LM 4382981-4384513 DIR- ATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCCATACCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGG
rRNA A caviae 8LM 379499-381031 DIR+ ATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGG
rRNA A caviae 8LM 74600-76132 DIR+ ATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGG
TRNA A caviae 8LM 4507758-4509290 DIR- ATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGG
TRNA A caviae 8LM 4430113-4431645 DIR- ATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGG
rRNA A caviae 8LM 3830838-3832370 DIR- ATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGG
rRNA A caviae 8LM 298597-300129 DIR+ ATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGG
TRNA A caviae 8LM 4256920-4258452 DIR- ATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGG
TRNA A caviae 8LM 779719-781251 DIR+ ATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGG
TRNA A caviae 8LM 3672165-3673697 DIR- ATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGG

o B B B Khkhkhkhkhkhkhhhhhkhhkhkhkhkkhhkhhkhkrkhhkhhkhhkhhhkh hhhhkhkhkhkkhrkhkrxhkrhkhhkhhkhhkhhkhkkxxk
TRNA A caviae 8LM 4382981-4384513 DIR- TTGTARAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAAGGTCAGTAGCTAATATCTGCTGGCTGTGACGT
rRNA A caviae 8LM 379499-381031 DIR+ TTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAAGGTCAGTAGCTAATATCTGCTGGCTGTGACGT
rRNA A caviae 8LM 74600-76132 DIR+ TTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAAGGTCAGTAGCTAATATCTGCTGGCTGTGACGT
TRNA A caviae 8LM 4507758-4509290 DIR- TTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAAGGTCAGTAGCTAATATCTGCTGGCTGTGACGT
TRNA A caviae 8LM 4430113-4431645 DIR- TTGTARAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAAGGTCAGTAGCTAATATCTGCTGGCTGTGACGT
rRNA A caviae 8LM 3830838-3832370 DIR- TTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAAGGTCAGTAGCTAATATCTGCTGGCTGTGACGT
rRNA A caviae 8LM 298597-300129 DIR+ TTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAAGGTCAGTAGCTAATATCTGCTGGCTGTGACGT
TRNA A caviae 8LM 4256920-4258452 DIR- TTGTARAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAAGGTCAGTAGCTAATATCTGCTGGCTGTGACGT
TRNA A caviae 8LM 779719-781251 DIR+ TTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAAGGTCAGTAGCTAATATCTGCTGGCTGTGACGT

rRNA A caviae 8LM 3672165-3673697 DIR- TTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAAGGTCAGTAGCTAATATCTGCTGGCTGTGACGT
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rRNA A caviae 8LM 4382981-4384513 DIR- TACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGC
rRNA A caviae 8LM 379499-381031 DIR+ TACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGC
rRNA A caviae 8LM 74600-76132 DIR+ TACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGC
rRNA A caviae 8LM 4507758-4509290 DIR- TACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGC
rRNA A caviae 8LM 4430113-4431645 DIR- TACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGC
rRNA A caviae 8LM 3830838-3832370 DIR- TACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGC
rRNA A caviae 8LM 298597-300129 DIR+ TACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGC
rRNA A caviae 8LM 4256920-4258452 DIR- TACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGC
rRNA A caviae 8LM 779719-781251 DIR+ TACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGC
rRNA A caviae 8LM 3672165-3673697 DIR- TACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGC

o - Kk khkhhhk Ak hkhhhh kA hkhhhhhhkhkhhhhhhhkhkhhhhhkhrkhkhhhhrkrkhkhkhkhhkhhkkkkkhkhkrk
rRNA A caviae 8LM 4382981-4384513 DIR- AAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTGGATAAGTTAGATGT
rRNA A caviae 8LM 379499-381031 DIR+ AAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTARAGCGCACGCAGGCGGTTGGATAAGTTAGATGT
rRNA A caviae 8LM 74600-76132 DIR+ AAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTARAGCGCACGCAGGCGGTTGGATAAGTTAGATGT
rRNA A caviae 8LM 4507758-4509290 DIR- AAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTARAGCGCACGCAGGCGGTTGGATAAGTTAGATGT
rRNA A caviae 8LM 4430113-4431645 DIR- AAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTGGATAAGTTAGATGT
rRNA A caviae 8LM 3830838-3832370 DIR- AAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTARAGCGCACGCAGGCGGTTGGATAAGTTAGATGT
rRNA A caviae 8LM 298597-300129 DIR+ AAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTARAGCGCACGCAGGCGGTTGGATAAGTTAGATGT
rRNA A caviae 8LM 4256920-4258452 DIR- AAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTARAGCGCACGCAGGCGGTTGGATAAGTTAGATGT
rRNA A caviae 8LM 779719-781251 DIR+ AAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTARAGCGCACGCAGGCGGTTGGATAAGTTAGATGT
rRNA A caviae 8LM 3672165-3673697 DIR- AAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTGGATAAGTTAGATGT

o - Kk khkhkhhk Ak hkhhhhhk Ak hhhhhhkhkhhhhhhhkhkhhhhhhrkhkdhhhkrkrkhkhkhhhkhhkkhkkhkhkrk
rRNA A caviae 8LM 4382981-4384513 DIR- GAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAATTGCATTTAAAACTGTCCAGCTAGAGTCTTGTAGA
rRNA A caviae 8LM 379499-381031 DIR+ GAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAATTGCATTTAAAACTGTCCAGCTAGAGTCTTGTAGA
rRNA A caviae 8LM 74600-76132 DIR+ GAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAATTGCATTTAAAACTGTCCAGCTAGAGTCTTGTAGA
rRNA A caviae 8LM 4507758-4509290 DIR- GAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAATTGCATTTAAAACTGTCCAGCTAGAGTCTTGTAGA
rRNA A caviae 8LM 4430113-4431645 DIR- GAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAATTGCATTTAAAACTGTCCAGCTAGAGTCTTGTAGA
rRNA A caviae 8LM 3830838-3832370 DIR- GAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAATTGCATTTAAAACTGTCCAGCTAGAGTCTTGTAGA
rRNA A caviae 8LM 298597-300129 DIR+ GAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAATTGCATTTAAAACTGTCCAGCTAGAGTCTTGTAGA
rRNA A caviae 8LM 4256920-4258452 DIR- GAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAATTGCATTTAAAACTGTCCAGCTAGAGTCTTGTAGA
rRNA A caviae 8LM 779719-781251 DIR+ GAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAATTGCATTTAAAACTGTCCAGCTAGAGTCTTGTAGA
rRNA A caviae 8LM 3672165-3673697 DIR- GAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAATTGCATTTAAAACTGTCCAGCTAGAGTCTTGTAGA

o B B B Kk khkhhhkhkhkhkhhhh kA hkhkhhhhhkhkhhhhhhhkhkhhhhhhrkhkhkhhhrkrkhkhkhhhkhhkkkkkhkhkkrk
rRNA A caviae 8LM 4382981-4384513 DIR- GGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGG
rRNA A caviae 8LM 379499-381031 DIR+ GGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGG
rRNA A caviae 8LM 74600-76132 DIR+ GGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGG
rRNA A caviae 8LM 4507758-4509290 DIR- GGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGG
rRNA A caviae 8LM 4430113-4431645 DIR- GGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGG
rRNA A caviae 8LM 3830838-3832370 DIR- GGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGG
rRNA A caviae 8LM 298597-300129 DIR+ GGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGG
rRNA A caviae 8LM 4256920-4258452 DIR- GGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGG
rRNA A caviae 8LM 779719-781251 DIR+ GGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGG
rRNA A caviae 8LM 3672165-3673697 DIR- GGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGG

o B B B Kk khkhhhkhkhkhkhhhh kA hkhkhhhhhkhkhhhhhhhkhkhhhhhhrkhkdkhhhrkrkhkhkhkhhkhkkkkkhkhkrk
rRNA A caviae 8LM 4382981-4384513 DIR- CGAAGGCGGCCCCCTGGACARAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCARACAG
rRNA A caviae 8LM 379499-381031 DIR+ CGAAGGCGGCCCCCTGGACARAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCARACAG
rRNA A caviae 8LM 74600-76132 DIR+ CGAAGGCGGCCCCCTGGACARAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCARACAG
rRNA A caviae 8LM 4507758-4509290 DIR- CGAAGGCGGCCCCCTGGACARAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCARACAG
rRNA A caviae 8LM 4430113-4431645 DIR- CGAAGGCGGCCCCCTGGACARAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCARACAG
rRNA A caviae 8LM 3830838-3832370 DIR- CGAAGGCGGCCCCCTGGACARAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCARACAG
rRNA A caviae 8LM 298597-300129 DIR+ CGAAGGCGGCCCCCTGGACARAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCARACAG
rRNA A caviae 8LM 4256920-4258452 DIR- CGAAGGCGGCCCCCTGGACARAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCARACAG
rRNA A caviae 8LM 779719-781251 DIR+ CGAAGGCGGCCCCCTGGACARAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCARACAG

rRNA A caviae 8LM 3672165-3673697 DIR- CGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAG
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TRNA A caviae 8LM 4382981-4384513 DIR- GATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTARACGATGTCGATTTGGAGGCTGTGTCCTTGA
rRNA A caviae 8LM 379499-381031 DIR+ GATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGATTTGGAGGCTGTGTCCTTGA
rRNA A caviae 8LM 74600-76132 DIR+ GATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGATTTGGAGGCTGTGTCCTTGA
TRNA A caviae 8LM 4507758-4509290 DIR- GATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGATTTGGAGGCTGTGTCCTTGA
TRNA A caviae 8LM 4430113-4431645 DIR- GATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTARACGATGTCGATTTGGAGGCTGTGTCCTTGA
rRNA A caviae 8LM 3830838-3832370 DIR- GATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTARACGATGTCGATTTGGAGGCTGTGTCCTTGA
rRNA A caviae 8LM 298597-300129 DIR+ GATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGATTTGGAGGCTGTGTCCTTGA
TRNA A caviae 8LM 4256920-4258452 DIR- GATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTARACGATGTCGATTTGGAGGCTGTGTCCTTGA
TRNA A caviae 8LM 779719-781251 DIR+ GATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTARACGATGTCGATTTGGAGGCTGTGTCCTTGA
TRNA A caviae 8LM 3672165-3673697 DIR- GATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGATTTGGAGGCTGTGTCCTTGA

o B Khhkhkkhkhkhkhkhhkhhhhkhkhkhkhhkhrkhrkhhkhhkhhkhhkhhhkhhkhhkhkhhkhhkhkrkhkrkhkhhkkhhkhhkhhkhkkkxk
TRNA A caviae 8LM 4382981-4384513 DIR- GACGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTT
rRNA A caviae 8LM 379499-381031 DIR+ GACGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTT
rRNA A caviae 8LM 74600-76132 DIR+ GACGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTT
TRNA A caviae 8LM 4507758-4509290 DIR- GACGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTT
TRNA A caviae 8LM 4430113-4431645 DIR- GACGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTT
rRNA A caviae 8LM 3830838-3832370 DIR- GACGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTT
rRNA A caviae 8LM 298597-300129 DIR+ GACGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTT
TRNA A caviae 8LM 4256920-4258452 DIR- GACGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTT
TRNA A caviae 8LM 779719-781251 DIR+ GACGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTT
TRNA A caviae 8LM 3672165-3673697 DIR- GACGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTT

o B Khhkhkhkhkhhkhkhkhhhhkhkhhkhhkhhkhhkhhkhhkhhkhhkhhhkhhkhkhkhkhkhkhrkhkrkhkhkhkhhkdhkhhkkhhkhkkxk
TRNA A caviae 8LM 4382981-4384513 DIR- ARAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAT
rRNA A caviae 8LM 379499-381031 DIR+ ARAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAT
rRNA A caviae 8LM 74600-76132 DIR+ ARAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAT
TRNA A caviae 8LM 4507758-4509290 DIR- ARAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAT
TRNA A caviae 8LM 4430113-4431645 DIR- ARAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAT
rRNA A caviae 8LM 3830838-3832370 DIR- ARAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAT
rRNA A caviae 8LM 298597-300129 DIR+ ARAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAT
TRNA A caviae 8LM 4256920-4258452 DIR- ARAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAT
TRNA A caviae 8LM 779719-781251 DIR+ ARAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAT
TRNA A caviae 8LM 3672165-3673697 DIR- ARAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAT

o B B B Khkhkhkhkhkhkhkhhhhkhhkhkhhkhhkhrkhrkhhkhhkhhkhhkhhhkhhkhhkhkhkhkhhkhkrkhkrhkhkhkhhkhkhkhkhkhxk*k
TRNA A caviae 8LM 4382981-4384513 DIR- GCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGTCTGGAATCCTGTAGAGATACGGGAGT
rRNA A caviae 8LM 379499-381031 DIR+ GCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGTCTGGAATCCTGCAGAGATGCGGGAGT
rRNA A caviae 8LM 74600-76132 DIR+ GCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGTCTGGAATCCTGCAGAGATGCGGGAGT
TRNA A caviae 8LM 4507758-4509290 DIR- GCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGTCTGGAATCCTGCAGAGATACGGGAGT
TRNA A caviae 8LM 4430113-4431645 DIR- GCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGTCTGGAATCCTGTAGAGATACGGGAGT
rRNA A caviae 8LM 3830838-3832370 DIR- GCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGTCTGGAATCCTGTAGAGATACGGGAGT
rRNA A caviae 8LM 298597-300129 DIR+ GCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGTCTGGAATCCTGTAGAGATACGGGAGT
TRNA A caviae 8LM 4256920-4258452 DIR- GCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGTCTGGAATCCTGTAGAGATACGGGAGT
TRNA A caviae 8LM 779719-781251 DIR+ GCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGTCTGGAATCCTGTAGAGATACGGGAGT
TRNA A caviae 8LM 3672165-3673697 DIR- GCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGTCTGGAATCCTGTAGAGATACGGGAGT

o B B B Khkhkhkhkhkhkhhhhhhhkhkkhkhkkhhkhhkhkrhhkhhhhkhhkhhhkhhkhkkhkrkkhkhkhhhkx K hkkhkhkkdkx *khkkkhkkk*k
TRNA A caviae 8LM 4382981-4384513 DIR- GCCTTCGGGAATCAGAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGT
rRNA A caviae 8LM 379499-381031 DIR+ GCCTTCGGGAATCAGAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGT
rRNA A caviae 8LM 74600-76132 DIR+ GCCTTCGGGAATCAGAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGT
TRNA A caviae 8LM 4507758-4509290 DIR- GCCTTCGGGAATCAGAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGT
TRNA A caviae 8LM 4430113-4431645 DIR- GCCTTCGGGAATCAGAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGT
rRNA A caviae 8LM 3830838-3832370 DIR- GCCTTCGGGAATCAGAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGT
rRNA A caviae 8LM 298597-300129 DIR+ GCCTTCGGGAATCAGAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGT
TRNA A caviae 8LM 4256920-4258452 DIR- GCCTTCGGGAATCAGAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGT
TRNA A caviae 8LM 779719-781251 DIR+ GCCTTCGGGAATCAGAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGT

rRNA A caviae 8LM 3672165-3673697 DIR- GCCTTCGGGAATCAGAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGT
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TRNA A caviae 8LM 4382981-4384513 DIR- TGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTGTCCTTTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGG
rRNA A caviae 8LM 379499-381031 DIR+ TGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTGTCCTTTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGG
rRNA A caviae 8LM 74600-76132 DIR+ TGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTGTCCTTTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGG
TRNA A caviae 8LM 4507758-4509290 DIR- TGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTGTCCTTTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGG
TRNA A caviae 8LM 4430113-4431645 DIR- TGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTGTCCTTTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGG
rRNA A caviae 8LM 3830838-3832370 DIR- TGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTGTCCTTTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGG
rRNA A caviae 8LM 298597-300129 DIR+ TGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTGTCCTTTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGG
TRNA A caviae 8LM 4256920-4258452 DIR- TGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTGTCCTTTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGG
TRNA A caviae 8LM 779719-781251 DIR+ TGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTGTCCTTTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGG
TRNA A caviae 8LM 3672165-3673697 DIR- TGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTGTCCTTTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGG

o B Khkhkhkhkhkhkhhhhhhhhkhhkhhkhhkhhkhhkhhkhhkhhkhhhhhkhhkhkhhkhhkhkrhkrkhkhhkkhhkhhkhhkhkkkxk
TRNA A caviae 8LM 4382981-4384513 DIR- AACTCAAGGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCA
rRNA A caviae 8LM 379499-381031 DIR+ AACTCAAGGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCA
rRNA A caviae 8LM 74600-76132 DIR+ AACTCAAGGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCA
TRNA A caviae 8LM 4507758-4509290 DIR- AACTCAAGGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCA
TRNA A caviae 8LM 4430113-4431645 DIR- AACTCAAGGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCA
rRNA A caviae 8LM 3830838-3832370 DIR- AACTCAAGGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCA
rRNA A caviae 8LM 298597-300129 DIR+ AACTCAAGGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCA
TRNA A caviae 8LM 4256920-4258452 DIR- AACTCAAGGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCA
TRNA A caviae 8LM 779719-781251 DIR+ AACTCAAGGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCA
TRNA A caviae 8LM 3672165-3673697 DIR- AACTCAAGGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCA

o B Khkhkhkhkhkhkhkhhkhhkhhhkhkhkhhkhhkhrkhhkhhkhhkhhkhhhkhhkhhkhkhhkhhkhkrkhkrhkhhkhhkhhkhkhkhkkxk
TRNA A caviae 8LM 4382981-4384513 DIR- TGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCGTACAGAGGGCTGCAAGCT
rRNA A caviae 8LM 379499-381031 DIR+ TGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCGTACAGAGGGCTGCAAGCT
rRNA A caviae 8LM 74600-76132 DIR+ TGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCGTACAGAGGGCTGCAAGCT
TRNA A caviae 8LM 4507758-4509290 DIR- TGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCGTACAGAGGGCTGCAAGCT
TRNA A caviae 8LM 4430113-4431645 DIR- TGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCGTACAGAGGGCTGCAAGCT
rRNA A caviae 8LM 3830838-3832370 DIR- TGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCGTACAGAGGGCTGCAAGCT
rRNA A caviae 8LM 298597-300129 DIR+ TGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCGTACAGAGGGCTGCAAGCT
TRNA A caviae 8LM 4256920-4258452 DIR- TGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCGTACAGAGGGCTGCAAGCT
TRNA A caviae 8LM 779719-781251 DIR+ TGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCGTACAGAGGGCTGCAAGCT
TRNA A caviae 8LM 3672165-3673697 DIR- TGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCGTACAGAGGGCTGCAAGCT

o B B B Khkhkhkhkhkhkhkhhhhkhhkhkhhkhhkhrkhrkhhkhhkhhkhhkhhhkhhkhhkhkhkhkhhkhkrkhkrhkhkhkhhkhkhkhkhkhxk*k
TRNA A caviae 8LM 4382981-4384513 DIR- AGCGATAGTGAGCGAATCCCAAAARAGCGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGA
rRNA A caviae 8LM 379499-381031 DIR+ AGCGATAGTGAGCGAATCCCAAARAGCGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGA
rRNA A caviae 8LM 74600-76132 DIR+ AGCGATAGTGAGCGAATCCCAAARAGCGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGA
TRNA A caviae 8LM 4507758-4509290 DIR- AGCGATAGTGAGCGAATCCCAAARAGCGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGA
TRNA A caviae 8LM 4430113-4431645 DIR- AGCGATAGTGAGCGAATCCCAAARAGCGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGA
rRNA A caviae 8LM 3830838-3832370 DIR- AGCGATAGTGAGCGAATCCCAAAAAGCGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGA
rRNA A caviae 8LM 298597-300129 DIR+ AGCGATAGTGAGCGAATCCCAAARAGCGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGA
TRNA A caviae 8LM 4256920-4258452 DIR- AGCGATAGTGAGCGAATCCCAAARAGCGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGA
TRNA A caviae 8LM 779719-781251 DIR+ AGCGATAGTGAGCGAATCCCAAARAGCGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGA
TRNA A caviae 8LM 3672165-3673697 DIR- AGCGATAGTGAGCGAATCCCAAARAGCGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGA

o B B B Khhkhkhkhkhkhhhkhhkhhkhkhhkhhkhrkhrkhhkhhkhhkhhkhhhkhhkhhkhkhkhkhhkhkrkhkrkhkhhkkhhkhhkhkhkhkxkxk
TRNA A caviae 8LM 4382981-4384513 DIR- CTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCAAATCAGAATGTTGCGGTGAATACGTTCCC
rRNA A caviae 8LM 379499-381031 DIR+ CTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCARATCAGAATGTTGCGGTGAATACGTTCCC
rRNA A caviae 8LM 74600-76132 DIR+ CTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCARATCAGAATGTTGCGGTGAATACGTTCCC
TRNA A caviae 8LM 4507758-4509290 DIR- CTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCAAATCAGAATGTTGCGGTGAATACGTTCCC
TRNA A caviae 8LM 4430113-4431645 DIR- CTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCARATCAGAATGTTGCGGTGAATACGTTCCC
rRNA A caviae 8LM 3830838-3832370 DIR- CTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCAAATCAGAATGTTGCGGTGAATACGTTCCC
rRNA A caviae 8LM 298597-300129 DIR+ CTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCARATCAGAATGTTGCGGTGAATACGTTCCC
TRNA A caviae 8LM 4256920-4258452 DIR- CTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCARATCAGAATGTTGCGGTGAATACGTTCCC
TRNA A caviae 8LM 779719-781251 DIR+ CTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCARATCAGAATGTTGCGGTGAATACGTTCCC

rRNA A caviae 8LM 3672165-3673697 DIR- CTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCAAATCAGAATGTTGCGGTGAATACGTTCCC
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rRNA A caviae 8LM 4382981-4384513 DIR- GGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGATAGCT

rRNA A caviae 8LM 379499-381031 DIR+ GGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGATAGCT

rRNA A caviae 8LM 74600-76132 DIR+ GGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGATAGCT

rRNA A caviae 8LM 4507758-4509290 DIR- GGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGATAGCT

rRNA A caviae 8LM 4430113-4431645 DIR- GGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGATAGCT

rRNA A caviae 8LM 3830838-3832370_ DIR- GGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGATAGCT

rRNA A caviae 8LM 298597-300129 DIR+ GGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGATAGCT

rRNA A caviae 8LM 4256920-4258452 DIR- GGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGATAGCT

rRNA A caviae 8LM 779719-781251 DIR+ GGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGATAGCT

rRNA A caviae 8LM 3672165-3673697_DIR- GGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGATAGCT
o B B Kk khkhhhkhkhkhkhhhh kA hkhhhhhhkhkhhhhhhhkhkhhhhhhrkhkdkhhhrkrkhkhkhhhkhhkhkkhkhkrk

rRNA A caviae 8LM 4382981-4384513 DIR- TAACCTTCGGGAGGGCGTTTACCACGGTGTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAG

rRNA A caviae 8LM 379499-381031 DIR+ TAACCTTCGGGAGGGCGTTTACCACGGTGTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAG

rRNA A caviae 8LM 74600-76132 DIR+ TAACCTTCGGGAGGGCGTTTACCACGGTGTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAG

rRNA A caviae 8LM 4507758-4509290 DIR- TAACCTTCGGGAGGGCGTTTACCACGGTGTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAG

rRNA A caviae 8LM 4430113-4431645 DIR- TAACCTTCGGGAGGGCGTTTACCACGGTGTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAG

rRNA A caviae 8LM 3830838-3832370_DIR- TAACCTTCGGGAGGGCGTTTACCACGGTGTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAG

rRNA A caviae 8LM 298597-300129 DIR+ TAACCTTCGGGAGGGCGTTTACCACGGTGTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAG

rRNA A caviae 8LM 4256920-4258452 DIR- TAACCTTCGGGAGGGCGTTTACCACGGTGTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAG

rRNA A caviae 8LM 779719-781251 DIR+ TAACCTTCGGGAGGGCGTTTACCACGGTGTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAG

rRNA A caviae 8LM 3672165-3673697 DIR- TAACCTTCGGGAGGGCGTTTACCACGGTGTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAG
o B - B Kk khkhhhkhkhkhkhhhh kA hkhkhhhhhkhkhhhhhhhkhkhhhhhhrkhkdkhhhrkrhkhkhkhhkhkkkkkhkhkrk

rRNA A caviae 8LM 4382981-4384513 DIR- GTAACCCTAGGGGAACCTGGGGTTGGATCACCT

rRNA A caviae 8LM 379499-381031 DIR+ GTAACCCTAGGGGAACCTGGGGTTGGATCACCT

rRNA A caviae 8LM 74600-76132 DIR+ GTAACCCTAGGGGAACCTGGGGTTGGATCACCT

rRNA A caviae 8LM 4507758-4509290 DIR- GTAACCCTAGGGGAACCTGGGGTTGGATCACCT

rRNA A caviae 8LM 4430113-4431645 DIR- GTAACCCTAGGGGAACCTGGGGTTGGATCACCT

rRNA A caviae 8LM 3830838-3832370_DIR- GTAACCCTAGGGGAACCTGGGGTTGGATCACCT

rRNA A caviae 8LM 298597-300129 DIR+ GTAACCCTAGGGGAACCTGGGGTTGGATCACCT

rRNA A caviae 8LM 4256920-4258452 DIR- GTAACCCTAGGGGAACCTGGGGTTGGATCACCT

rRNA A caviae 8LM 779719-781251 DIR+ GTAACCCTAGGGGAACCTGGGGTTGGATCACCT

rRNA A caviae 8LM 3672165-3673697 DIR- GTAACCCTAGGGGAACCTGGGGTTGGATCACCT
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23S rRNA

Percent Identity Matrix - created by Clustal2.1l

1: rRNA_A caviae_ 8LM 3827352-3830238_DIR- 100.00 99.65 99.58 99.69 99.69 99.69 99.69 99.72 99.72 99.72
2: rRNA A caviae 8LM 4504281-4507167_DIR- 99.65 100.00 99.86 99.83 99.83 99.83 99.83 99.86 99.86 99.86
3: rRNA A caviae 8LM 3668800-3671686 DIR- 99.58 99.86 100.00 99.90 99.90 99.90 99.90 99.86 99.86 99.86
4: rRNA_A caviae 8LM 4426696-4429582 DIR- 99.69 99.83 99.90 100.00 100.00 100.00 100.00 99.97 99.97 99.97
5: rRNA_A caviae_ 8LM 4379616-4382502_ DIR- 99.69 99.83 99.90 100.00 100.00 100.00 100.00 99.97 99.97 99.97
6: rRNA_A caviae 8LM 4253503-4256389 DIR- 99.69 99.83 99.90 100.00 100.00 100.00 100.00 99.97 99.97 99.97
7: rRNA_A caviae 8LM 781782-784668_ DIR+ 99.69 99.83 99.90 100.00 100.00 100.00 100.00 99.97 99.97 99.97
8: rRNA A caviae 8LM 381630-384516_ DIR+ 99.72 99.86 99.86 99.97 99.97 99.97 99.97 100.00 100.00 100.00
9: rRNA_A caviae_ 8LM 300608-303494 DIR+ 99.72 99.86 99.86 99.97 99.97 99.97 99.97 100.00 100.00 100.00
10: rRNA A caviae 8LM 76661-79547 DIR+ 99.72 99.86 99.86 99.97 99.97 99.97 99.97 100.00 100.00 100.00

CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

rRNA A caviae 8LM 3827352-3830238 DIR- TTAAGTGACTAAGCGTACATGGTGGATGCCTTGGCAGTCAGAGGCGATGAAGGACGTACT
rRNA A caviae 8LM 4504281-4507167_ DIR- TTAAGTGACTAAGCGTACATGGTGGATGCCTTGGCAGTCAGAGGCGATGAAGGACGTACT
rRNA A caviae 8LM 3668800-3671686 DIR- TTAAGTGACTAAGCGTACATGGTGGATGCCTTGGCAGTCAGAGGCGATGAAGGACGTACT
rRNA A caviae 8LM 4426696-4429582 DIR- TTAAGTGACTAAGCGTACATGGTGGATGCCTTGGCAGTCAGAGGCGATGAAGGACGTACT
rRNA A caviae 8LM 4379616-4382502 DIR- TTAAGTGACTAAGCGTACATGGTGGATGCCTTGGCAGTCAGAGGCGATGAAGGACGTACT
rRNA A caviae 8LM 4253503-4256389 DIR- TTAAGTGACTAAGCGTACATGGTGGATGCCTTGGCAGTCAGAGGCGATGAAGGACGTACT
rRNA A caviae 8LM 781782-784668 DIR+ TTAAGTGACTAAGCGTACATGGTGGATGCCTTGGCAGTCAGAGGCGATGAAGGACGTACT
rRNA A caviae 8LM 381630-384516 DIR+ TTAAGTGACTAAGCGTACATGGTGGATGCCTTGGCAGTCAGAGGCGATGAAGGACGTACT
rRNA A caviae 8LM 300608-303494 DIR+ TTAAGTGACTAAGCGTACATGGTGGATGCCTTGGCAGTCAGAGGCGATGAAGGACGTACT
rRNA A caviae 8LM 76661-79547 DIR+ TTAAGTGACTAAGCGTACATGGTGGATGCCTTGGCAGTCAGAGGCGATGAAGGACGTACT

R R R R R

rRNA A caviae 8LM 3827352-3830238 DIR- AACCTGCGATAAGCCGTGAGCAGTCGGTAAGAGACATTACGACTCACGGATTTCCGAATG
rRNA A caviae 8LM 4504281-4507167_ DIR- AACCTGCGATAAGCCGTGAGCAGTCGGTAAGAGACATTACGACTCACGGATTTCCGAATG
rRNA A caviae 8LM 3668800-3671686 DIR- AACCTGCGATAAGCCGTGAGCAGTCGGTAAGAGACATTACGACTCACGGATTTCCGAATG
rRNA A caviae 8LM 4426696-4429582 DIR- AACCTGCGATAAGCCGTGAGCAGTCGGTAAGAGACATTACGACTCACGGATTTCCGAATG
rRNA A caviae 8LM 4379616-4382502 DIR- AACCTGCGATAAGCCGTGAGCAGTCGGTAAGAGACATTACGACTCACGGATTTCCGAATG
rRNA A caviae 8LM 4253503-4256389 DIR- AACCTGCGATAAGCCGTGAGCAGTCGGTAAGAGACATTACGACTCACGGATTTCCGAATG
rRNA A caviae 8LM 781782-784668 DIR+ AACCTGCGATAAGCCGTGAGCAGTCGGTAAGAGACATTACGACTCACGGATTTCCGAATG
rRNA A caviae 8LM 381630-384516 DIR+ AACCTGCGATAAGCCGTGAGCAGTCGGTAAGAGACATTACGACTCACGGATTTCCGAATG
rRNA A caviae 8LM 300608-303494 DIR+ AACCTGCGATAAGCCGTGAGCAGTCGGTAAGAGACATTACGACTCACGGATTTCCGAATG
rRNA A caviae 8LM 76661-79547 DIR+ AACCTGCGATAAGCCGTGAGCAGTCGGTAAGAGACATTACGACTCACGGATTTCCGAATG

R R R R R R

rRNA A caviae 8LM 3827352-3830238 DIR- GGGAAACCCACTTAGCATAAGCTAGGTATCGCTGCGTGAATACATAGCGTAGCGAGGCGA
rRNA A caviae 8LM 4504281-4507167_ DIR- GGGAAACCCACTTAGCATAAGCTAGGTATCGCTGCGTGAATACATAGCGCAGCGAGGCGA
rRNA A caviae 8LM 3668800-3671686 DIR- GGGAAACCCACTTAGCATAAGCTAGGTATCGCTACGTGAATACATAGCGTAGCGAGGCGA
rRNA A caviae 8LM 4426696-4429582 DIR- GGGAAACCCACTTAGCATAAGCTAGGTATCGCTACGTGAATACATAGCGTAGCGAGGCGA
rRNA A caviae 8LM 4379616-4382502 DIR- GGGAAACCCACTTAGCATAAGCTAGGTATCGCTACGTGAATACATAGCGTAGCGAGGCGA
rRNA A caviae 8LM 4253503-4256389 DIR- GGGAAACCCACTTAGCATAAGCTAGGTATCGCTACGTGAATACATAGCGTAGCGAGGCGA
rRNA A caviae 8LM 781782-784668 DIR+ GGGAAACCCACTTAGCATAAGCTAGGTATCGCTACGTGAATACATAGCGTAGCGAGGCGA
rRNA A caviae 8LM 381630-384516 DIR+ GGGAAACCCACTTAGCATAAGCTAGGTATCGCTGCGTGAATACATAGCGTAGCGAGGCGA
rRNA A caviae 8LM 300608-303494 DIR+ GGGAAACCCACTTAGCATAAGCTAGGTATCGCTGCGTGAATACATAGCGTAGCGAGGCGA
rRNA A caviae 8LM 76661-79547 DIR+ GGGAAACCCACTTAGCATAAGCTAGGTATCGCTGCGTGAATACATAGCGTAGCGAGGCGA
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rRNA A caviae 8LM 3827352-3830238 DIR- ACCGGGAGAACTGARACATCTAAGTACCCCGAGGAARAGAAATCAACCGAGATTCCCTCA
rRNA A caviae 8LM 4504281-4507167 DIR- ACCGGGAGAACTGARACATCTAAGTACCCCGAGGAARAGAAATCAACCGAGATTCCCTCA
rRNA A caviae 8LM 3668800-3671686 DIR- ACCGGGAGAACTGARACATCTAAGTACCCCGAGGAARAGAAATCAACCGAGATTCCCTCA
rRNA A caviae 8LM 4426696-4429582 DIR- ACCGGGAGAACTGAAACATCTAAGTACCCCGAGGAARAGAAATCAACCGAGATTCCCTCA
rRNA A caviae 8LM 4379616-4382502 DIR- ACCGGGAGAACTGARACATCTAAGTACCCCGAGGAARAGAAATCAACCGAGATTCCCTCA
rRNA A caviae 8LM 4253503-4256389 DIR- ACCGGGAGAACTGARACATCTAAGTACCCCGAGGAARAGAAATCAACCGAGATTCCCTCA
rRNA A caviae 8LM 781782-784668 DIR+ ACCGGGAGAACTGAAACATCTAAGTACCCCGAGGAARAGAAATCAACCGAGATTCCCTCA
rRNA A caviae 8LM 381630-384516 DIR+ ACCGGGAGAACTGAAACATCTAAGTACCCCGAGGAARAGAAATCAACCGAGATTCCCTCA
rRNA A caviae 8LM 300608-303494 DIR+ ACCGGGAGAACTGAAACATCTAAGTACCCCGAGGAARAGAAATCAACCGAGATTCCCTCA
rRNA A caviae 8LM 76661-79547 DIR+ ACCGGGAGAACTGAAACATCTAAGTACCCCGAGGAARAGAAATCAACCGAGATTCCCTCA

o - B Kk khkhhhk Ak hkhhhh kA hhhhhhhkh bk hhhkhhkhkhhhhhkhrkhkdkhhhrkrhkhkhhhkhkkhkkhkhkrk
rRNA A caviae 8LM 3827352-3830238 DIR- GTAGCGGCGAGCGAACGGGGATTAGCCCTTAAGCATCTTGGAAGTTAGTGGAACGGTCCT
rRNA A caviae 8LM 4504281-4507167 DIR- GTAGCGGCGAGCGAACGGGGATTAGCCCTTAAGCATCTTGGAAGTTAGTGGAACGGTCCT
rRNA A caviae 8LM 3668800-3671686 DIR- GTAGCGGCGAGCGAACGGGGATTAGCCCTTAAGCATCTTGGAAGTTAGTGGAACGGTCCT
rRNA A caviae 8LM 4426696-4429582 DIR- GTAGCGGCGAGCGAACGGGGATTAGCCCTTAAGCATCTTGGAAGTTAGTGGAACGGTCCT
rRNA A caviae 8LM 4379616-4382502 DIR- GTAGCGGCGAGCGAACGGGGATTAGCCCTTAAGCATCTTGGAAGTTAGTGGAACGGTCCT
rRNA A caviae 8LM 4253503-4256389 DIR- GTAGCGGCGAGCGAACGGGGATTAGCCCTTAAGCATCTTGGAAGTTAGTGGAACGGTCCT
rRNA A caviae 8LM 781782-784668 DIR+ GTAGCGGCGAGCGAACGGGGATTAGCCCTTAAGCATCTTGGAAGTTAGTGGAACGGTCCT
rRNA A caviae 8LM 381630-384516 DIR+ GTAGCGGCGAGCGAACGGGGATTAGCCCTTAAGCATCTTGGAAGTTAGTGGAACGGTCCT
rRNA A caviae 8LM 300608-303494 DIR+ GTAGCGGCGAGCGAACGGGGATTAGCCCTTAAGCATCTTGGAAGTTAGTGGAACGGTCCT
rRNA A caviae 8LM 76661-79547 DIR+ GTAGCGGCGAGCGAACGGGGATTAGCCCTTAAGCATCTTGGAAGTTAGTGGAACGGTCCT

o - B Kk khkhkhhk Ak hkhhhhhk Ak hhhhhhkhkhhhhhhhkhkhhhhhhrkhkdhhhkrkrkhkhkhhhkhhkkhkkhkhkrk
rRNA A caviae 8LM 3827352-3830238 DIR- GGAAAGGCCGGCGATACAGGGTGATAGCCCCGTACACGAARACAACCTTGATGTGAAATC
rRNA A caviae 8LM 4504281-4507167 DIR- GGAAAGGCCGGCGATACAGGGTGATAGCCCCGTACACGAAAACAACCTTGATGTGAAATC
rRNA A caviae 8LM 3668800-3671686 DIR- GGAAAGGCCGGCGATACAGGGTGATAGCCCCGTACACGAARACAACCTTGATGTGAAATC
rRNA A caviae 8LM 4426696-4429582 DIR- GGAAAGGCCGGCGATACAGGGTGATAGCCCCGTACACGAAAACAACCTTGATGTGAAATC
rRNA A caviae 8LM 4379616-4382502 DIR- GGAAAGGCCGGCGATACAGGGTGATAGCCCCGTACACGAAAACAACCTTGATGTGAAATC
rRNA A caviae 8LM 4253503-4256389 DIR- GGAAAGGCCGGCGATACAGGGTGATAGCCCCGTACACGAARACAACCTTGATGTGAAATC
rRNA A caviae 8LM 781782-784668 DIR+ GGARAGGCCGGCGATACAGGGTGATAGCCCCGTACACGAARACAACCTTGATGTGARATC
rRNA A caviae 8LM 381630-384516 DIR+ GGARAGGCCGGCGATACAGGGTGATAGCCCCGTACACGAARACAACCTTGATGTGARATC
rRNA A caviae 8LM 300608-303494 DIR+ GGARAGGCCGGCGATACAGGGTGATAGCCCCGTACACGAARACAACCTTGATGTGAAATC
rRNA A caviae 8LM 76661-79547 DIR+ GGARAGGCCGGCGATACAGGGTGATAGCCCCGTACACGAARACAACCTTGATGTGARATC

o B B B Kk hkhkhhhkhkhkhkhhhhh Ak hhhhhhkhkhhhhhhhkhkhhhhhhrkhkdkhhhrkrhkhkhkhhkhhkkhkkhkhkrk
rRNA A caviae 8LM 3827352-3830238 DIR- GAGTAGGGCGGGACACGTGACATCCTGTCTGAATATGGGGGGACCATCCTCCAAGGCTAA
rRNA A caviae 8LM 4504281-4507167 DIR- GAGTAGGGCGGGACACGTGACATCCTGTCTGAATATGGGGGGACCATCCTCCAAGGCTAA
rRNA A caviae 8LM 3668800-3671686 DIR- GAGTAGGGCGGGACACGTGACATCCTGTCTGAATATGGGGGGACCATCCTCCAAGGCTAA
rRNA A caviae 8LM 4426696-4429582 DIR- GAGTAGGGCGGGACACGTGACATCCTGTCTGAATATGGGGGGACCATCCTCCAAGGCTAA
rRNA A caviae 8LM 4379616-4382502 DIR- GAGTAGGGCGGGACACGTGACATCCTGTCTGAATATGGGGGGACCATCCTCCAAGGCTAA
rRNA A caviae 8LM 4253503-4256389 DIR- GAGTAGGGCGGGACACGTGACATCCTGTCTGAATATGGGGGGACCATCCTCCAAGGCTAA
rRNA A caviae 8LM 781782-784668 DIR+ GAGTAGGGCGGGACACGTGACATCCTGTCTGAATATGGGGGGACCATCCTCCAAGGCTAA
rRNA A caviae 8LM 381630-384516 DIR+ GAGTAGGGCGGGACACGTGACATCCTGTCTGAATATGGGGGGACCATCCTCCAAGGCTAA
rRNA A caviae 8LM 300608-303494 DIR+ GAGTAGGGCGGGACACGTGACATCCTGTCTGAATATGGGGGGACCATCCTCCAAGGCTAA
rRNA A caviae 8LM 76661-79547 DIR+ GAGTAGGGCGGGACACGTGACATCCTGTCTGAATATGGGGGGACCATCCTCCAAGGCTAA

o B B B Kk khkhhhkhkhkhkhhhh kA hkhkhhhhhkhkhhhhhhhkhkhhhhhhrkhkdkhhhrkrkhkhkhkhhkhkkkkkhkhkrk
rRNA A caviae 8LM 3827352-3830238 DIR- ATACTCCTGACTGACCGATAGTGAACCAGTACCGTGAGGGAAAGGCGAAAAGAACCCCTG
rRNA A caviae 8LM 4504281-4507167 DIR- ATACTCCTGACTGACCGATAGTGAACCAGTACCGTGAGGGAAAGGCGAAAAGAACCCCTG
rRNA A caviae 8LM 3668800-3671686 DIR- ATACTCCTGACTGACCGATAGTGAACCAGTACCGTGAGGGAAAGGCGAAAAGAACCCCTG
rRNA A caviae 8LM 4426696-4429582 DIR- ATACTCCTGACTGACCGATAGTGAACCAGTACCGTGAGGGAAAGGCGAAAAGAACCCCTG
rRNA A caviae 8LM 4379616-4382502 DIR- ATACTCCTGACTGACCGATAGTGAACCAGTACCGTGAGGGAAAGGCGAAAAGAACCCCTG
rRNA A caviae 8LM 4253503-4256389 DIR- ATACTCCTGACTGACCGATAGTGAACCAGTACCGTGAGGGAAAGGCGAAAAGAACCCCTG
rRNA A caviae 8LM 781782-784668 DIR+ ATACTCCTGACTGACCGATAGTGAACCAGTACCGTGAGGGAAAGGCGAAAAGAACCCCTG
rRNA A caviae 8LM 381630-384516 DIR+ ATACTCCTGACTGACCGATAGTGAACCAGTACCGTGAGGGAAAGGCGAAAAGAACCCCTG
rRNA A caviae 8LM 300608-303494 DIR+ ATACTCCTGACTGACCGATAGTGAACCAGTACCGTGAGGGAAAGGCGAAAAGAACCCCTG

rRNA A caviae 8LM 76661-79547 DIR+ ATACTCCTGACTGACCGATAGTGAACCAGTACCGTGAGGGAAAGGCGAAAAGAACCCCTG
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TRNA A caviae 8LM 3827352-3830238 DIR- TGAGGGGAGTGAAATAGAACCTGAAACCGTGTACGTACAAGCAGTGGGAGCCCTTCGGGG
TRNA A caviae 8LM 4504281-4507167 DIR- TGAGGGGAGTGAAATAGAACCTGAAACCGTGTACGTACAAGCAGTGGGAGCCCTTCGGGG
rRNA A caviae 8LM 3668800-3671686 DIR- TGAGGGGAGTGAAATAGAACCTGAAACCGTGTACGTACAAGCAGTGGGAGCCCTTCGGGG
TRNA A caviae 8LM 4426696-4429582 DIR- TGAGGGGAGTGAAATAGAACCTGAAACCGTGTACGTACAAGCAGTGGGAGCCCTTCGGGG
TRNA A caviae 8LM 4379616-4382502 DIR- TGAGGGGAGTGAAATAGAACCTGAAACCGTGTACGTACAAGCAGTGGGAGCCCTTCGGGG
TRNA A caviae 8LM 4253503-4256389 DIR- TGAGGGGAGTGAAATAGAACCTGAAACCGTGTACGTACAAGCAGTGGGAGCCCTTCGGGG
TRNA A caviae 8LM 781782-784668 DIR+ TGAGGGGAGTGAAATAGAACCTGAAACCGTGTACGTACAAGCAGTGGGAGCCCTTCGGGG
rRNA A caviae 8LM 381630-384516 DIR+ TGAGGGGAGTGAAATAGAACCTGAAACCGTGTACGTACAAGCAGTGGGAGCCCTTCGGGG
rRNA A caviae 8LM 300608-303494 DIR+ TGAGGGGAGTGAAATAGAACCTGAAACCGTGTACGTACAAGCAGTGGGAGCCCTTCGGGG
rRNA A caviae 8LM 76661-79547 DIR+ TGAGGGGAGTGAAATAGAACCTGAAACCGTGTACGTACAAGCAGTGGGAGCCCTTCGGGE

o B Khhkhkkhkhkhkhkhhkhhhhkhkhkhkhhkhrkhrkhhkhhkhhkhhkhhhkhhkhhkhkhhkhhkhkrkhkrkhkhhkkhhkhhkhhkhkkkxk
TRNA A caviae 8LM 3827352-3830238 DIR- TGACTGCGTACCTTTTGTATAATGGGTCAGCGACTTACATTTTGTAGCGAGGTTAACCGT
TRNA A caviae 8LM 4504281-4507167 DIR- TGACTGCGTACCTTTTGTATAATGGGTCAGCGACTTACATTTTGTAGCGAGGTTAACCGT
rRNA A caviae 8LM 3668800-3671686 DIR- TGACTGCGTACCTTTTGTATAATGGGTCAGCGACTTACATTTTGTAGCGAGGTTAACCGT
TRNA A caviae 8LM 4426696-4429582 DIR- TGACTGCGTACCTTTTGTATAATGGGTCAGCGACTTACATTTTGTAGCGAGGTTAACCGT
TRNA A caviae 8LM 4379616-4382502 DIR- TGACTGCGTACCTTTTGTATAATGGGTCAGCGACTTACATTTTGTAGCGAGGTTAACCGT
TRNA A caviae 8LM 4253503-4256389 DIR- TGACTGCGTACCTTTTGTATAATGGGTCAGCGACTTACATTTTGTAGCGAGGTTAACCGT
TRNA A caviae 8LM 781782-784668 DIR+ TGACTGCGTACCTTTTGTATAATGGGTCAGCGACTTACATTTTGTAGCGAGGTTAACCGT
rRNA A caviae 8LM 381630-384516 DIR+ TGACTGCGTACCTTTTGTATAATGGGTCAGCGACTTACATTTTGTAGCGAGGTTAACCGT
rRNA A caviae 8LM 300608-303494 DIR+ TGACTGCGTACCTTTTGTATAATGGGTCAGCGACTTACATTTTGTAGCGAGGTTAACCGT
rRNA A caviae 8LM 76661-79547 DIR+ TGACTGCGTACCTTTTGTATAATGGGTCAGCGACTTACATTTTGTAGCGAGGTTAACCGT

o B Khhkhkhkhkhkhkhhkhhkhhhhkhkhhkhrkhrkhhkhhkhhkhhhhhkhhkhhkhkhhkhhkhkrkhkrkhkhhkkhhkhhkkhkhkhkkx*k
TRNA A caviae 8LM 3827352-3830238 DIR- ATAGGGGAGCCGTAGGGARACCGAGTCTTAACTGGGCGTCTAGTTGCARAGGTGTAGACCC
TRNA A caviae 8LM 4504281-4507167 DIR- ATAGGGGAGCCGTAGGGARACCGAGTCTTAACTGGGCGTCTAGTTGCARGGTGTAGACCC
rRNA A caviae 8LM 3668800-3671686 DIR- ATAGGGGAGCCGTAGGGARACCGAGTCTTAACTGGGCGTCTAGTTGCARGGTGTAGACCC
TRNA A caviae 8LM 4426696-4429582 DIR- ATAGGGGAGCCGTAGGGARACCGAGTCTTAACTGGGCGTCTAGTTGCARGGTGTAGACCC
TRNA A caviae 8LM 4379616-4382502 DIR- ATAGGGGAGCCGTAGGGARACCGAGTCTTAACTGGGCGTCTAGTTGCAAGGTGTAGACCC
TRNA A caviae 8LM 4253503-4256389 DIR- ATAGGGGAGCCGTAGGGARACCGAGTCTTAACTGGGCGTCTAGTTGCARGGTGTAGACCC
TRNA A caviae 8LM 781782-784668 DIR+ ATAGGGGAGCCGTAGGGARACCGAGTCTTAACTGGGCGTCTAGTTGCAAGGTGTAGACCC
rRNA A caviae 8LM 381630-384516 DIR+ ATAGGGGAGCCGTAGGGARACCGAGTCTTAACTGGGCGTCTAGTTGCAAGGTGTAGACCC
rRNA A caviae 8LM 300608-303494 DIR+ ATAGGGGAGCCGTAGGGARACCGAGTCTTAACTGGGCGTCTAGTTGCAAGGTGTAGACCC
rRNA A caviae 8LM 76661-79547 DIR+ ATAGGGGAGCCGTAGGGARACCGAGTCTTAACTGGGCGTCTAGTTGCARGGTGTAGACCC

o B B B Khkhkhkhkhkhkhkhhhhkhhkhkhhkhhkhrkhrkhhkhhkhhkhhkhhhkhhkhhkhkhkhkhhkhkrkhkrhkhkhkhhkhkhkhkhkhxk*k
TRNA A caviae 8LM 3827352-3830238 DIR- GAAACCGGGTGATCTAGCCATGGGCAGGTTGAAGGTTGAGTAACATCAACTGGAGGACCG
TRNA A caviae 8LM 4504281-4507167 DIR- GAAACCGGGTGATCTAGCCATGGGCAGGTTGAAGGTTGAGTAACATCAACTGGAGGACCG
rRNA A caviae 8LM 3668800-3671686 DIR- GAAACCGGGTGATCTAGCCATGGGCAGGTTGAAGGTTGAGTAACATCAACTGGAGGACCG
TRNA A caviae 8LM 4426696-4429582 DIR- GAAACCGGGTGATCTAGCCATGGGCAGGTTGAAGGTTGAGTAACATCAACTGGAGGACCG
TRNA A caviae 8LM 4379616-4382502 DIR- GAAACCGGGTGATCTAGCCATGGGCAGGTTGAAGGTTGAGTAACATCAACTGGAGGACCG
TRNA A caviae 8LM 4253503-4256389 DIR- GAAACCGGGTGATCTAGCCATGGGCAGGTTGAAGGTTGAGTAACATCAACTGGAGGACCG
TRNA A caviae 8LM 781782-784668 DIR+ GAAACCGGGTGATCTAGCCATGGGCAGGTTGAAGGTTGAGTAACATCAACTGGAGGACCG
rRNA A caviae 8LM 381630-384516 DIR+ GAAACCGGGTGATCTAGCCATGGGCAGGTTGAAGGTTGAGTAACATCAACTGGAGGACCG
rRNA A caviae 8LM 300608-303494 DIR+ GAAACCGGGTGATCTAGCCATGGGCAGGTTGAAGGTTGAGTAACATCAACTGGAGGACCG
rRNA A caviae 8LM 76661-79547 DIR+ GAAACCGGGTGATCTAGCCATGGGCAGGTTGAAGGTTGAGTAACATCAACTGGAGGACCG

o B B B Kk hkhkkhkhkhkhhhhhkhhkhkhkhkhhkhrkhrkhhkhhkhhkhhhhhkhhkhhkhkhkhkhrkhkrkhkhkhkhhkdhkhkhkkhhkhkkx*k
TRNA A caviae 8LM 3827352-3830238 DIR- AACCCACTAACGTTGCAAAGTTAGGGGATGACCTGTGGCTGGGGGTGAAAGGCCAATCAA
TRNA A caviae 8LM 4504281-4507167 DIR- AACCCACTAACGTTGCAAAGTTAGGGGATGACCTGTGGCTGGGGGTGAAAGGCCAATCAA
rRNA A caviae 8LM 3668800-3671686 DIR- AACCCACTAACGTTGCAAAGTTAGGGGATGACCTGTGGCTGGGGGTGAAAGGCCAATCAA
TRNA A caviae 8LM 4426696-4429582 DIR- AACCCACTAACGTTGCAAAGTTAGGGGATGACCTGTGGCTGGGGGTGAAAGGCCAATCAA
TRNA A caviae 8LM 4379616-4382502 DIR- AACCCACTAACGTTGCAAAGTTAGGGGATGACCTGTGGCTGGGGGTGAAAGGCCAATCAA
TRNA A caviae 8LM 4253503-4256389 DIR- AACCCACTAACGTTGCAAAGTTAGGGGATGACCTGTGGCTGGGGGTGAAAGGCCAATCAA
TRNA A caviae 8LM 781782-784668 DIR+ AACCCACTAACGTTGCAAAGTTAGGGGATGACCTGTGGCTGGGGGTGAAAGGCCAATCAA
rRNA A caviae 8LM 381630-384516 DIR+ AACCCACTAACGTTGCAAAGTTAGGGGATGACCTGTGGCTGGGGGTGAAAGGCCAATCAA
rRNA A caviae 8LM 300608-303494 DIR+ AACCCACTAACGTTGCAAAGTTAGGGGATGACCTGTGGCTGGGGGTGAAAGGCCAATCAA

rRNA A caviae 8LM 76661-79547 DIR+ AACCCACTAACGTTGCAAAGTTAGGGGATGACCTGTGGCTGGGGGTGAAAGGCCAATCAA
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rRNA A caviae 8LM 3827352-3830238 DIR- ACTCGGAGATAGCTGGTTCTCCCCGARAGCTATTTAGGTAGCGCCTCGGACGAATACTAC
rRNA A caviae 8LM 4504281-4507167 DIR- ACTCGGAGATAGCTGGTTCTCCCCGARAGCTATTTAGGTAGCGCCTCGGACGAATACTAC
rRNA A caviae 8LM 3668800-3671686 DIR- ACTCGGAGATAGCTGGTTCTCCCCGARAGCTATTTAGGTAGCGCCTCGGACGAATACTAC
rRNA A caviae 8LM 4426696-4429582 DIR- ACTCGGAGATAGCTGGTTCTCCCCGARAGCTATTTAGGTAGCGCCTCGGACGAATACTAC
rRNA A caviae 8LM 4379616-4382502 DIR- ACTCGGAGATAGCTGGTTCTCCCCGARAGCTATTTAGGTAGCGCCTCGGACGAATACTAC
rRNA A caviae 8LM 4253503-4256389 DIR- ACTCGGAGATAGCTGGTTCTCCCCGARAGCTATTTAGGTAGCGCCTCGGACGAATACTAC
rRNA A caviae 8LM 781782-784668 DIR+ ACTCGGAGATAGCTGGTTCTCCCCGARAGCTATTTAGGTAGCGCCTCGGACGAATACTAC
rRNA A caviae 8LM 381630-384516 DIR+ ACTCGGAGATAGCTGGTTCTCCCCGARAGCTATTTAGGTAGCGCCTCGGACGAATACTAC
rRNA A caviae 8LM 300608-303494 DIR+ ACTCGGAGATAGCTGGTTCTCCCCGARAGCTATTTAGGTAGCGCCTCGGACGAATACTAC
rRNA A caviae 8LM 76661-79547 DIR+ ACTCGGAGATAGCTGGTTCTCCCCGARAGCTATTTAGGTAGCGCCTCGGACGAATACTAC

o - Kk khkhhhk Ak hkhhhh kA hkhkhhhh kA bk hhhhhkhkhhhhhhrkhkhhhhrkrkhkhkhhhkhkkkkkhkhrk
rRNA A caviae 8LM 3827352-3830238 DIR- TGGGGGTAGAGCACTGTTTGGGCTAGGGGGTCATCCCGACTTACCAACCCCATGCAAACT
rRNA A caviae 8LM 4504281-4507167 DIR- TGGGGGTAGAGCACTGTTTGGGCTAGGGGGTCATCCCGACTTACCAACCCCATGCAAACT
rRNA A caviae 8LM 3668800-3671686 DIR- TGGGGGTAGAGCACTGTTTGGGCTAGGGGGTCATCCCGACTTACCAACCCCATGCAAACT
rRNA A caviae 8LM 4426696-4429582 DIR- TGGGGGTAGAGCACTGTTTGGGCTAGGGGGTCATCCCGACTTACCAACCCCATGCAAACT
rRNA A caviae 8LM 4379616-4382502 DIR- TGGGGGTAGAGCACTGTTTGGGCTAGGGGGTCATCCCGACTTACCAACCCCATGCAAACT
rRNA A caviae 8LM 4253503-4256389 DIR- TGGGGGTAGAGCACTGTTTGGGCTAGGGGGTCATCCCGACTTACCAACCCCATGCAAACT
rRNA A caviae 8LM 781782-784668 DIR+ TGGGGGTAGAGCACTGTTTGGGCTAGGGGGTCATCCCGACTTACCAACCCCATGCAAACT
rRNA A caviae 8LM 381630-384516 DIR+ TGGGGGTAGAGCACTGTTTGGGCTAGGGGGTCATCCCGACTTACCAACCCCATGCAAACT
rRNA A caviae 8LM 300608-303494 DIR+ TGGGGGTAGAGCACTGTTTGGGCTAGGGGGTCATCCCGACTTACCAACCCCATGCAAACT
rRNA A caviae 8LM 76661-79547 DIR+ TGGGGGTAGAGCACTGTTTGGGCTAGGGGGTCATCCCGACTTACCAACCCCATGCAAACT

o - Kk khkhkhhk Ak hkhhhhhk Ak hhhhhhkhkhhhhhhhkhkhhhhhhrkhkdhhhkrkrkhkhkhhhkhhkkhkkhkhkrk
rRNA A caviae 8LM 3827352-3830238 DIR- CCGAATACCAGTAAGTACTATCCGGGAGACACACGGCGGGTGCTAACGTCCGTCGTGAAG
rRNA A caviae 8LM 4504281-4507167 DIR- CCGAATACCAGTAAGTACTATCCGGGAGACACACGGCGGGTGCTAACGTCCGTCGTGAAG
rRNA A caviae 8LM 3668800-3671686 DIR- CCGAATACCAGTAAGTAATATCCGGGAGACACACGGCGGGTGCTAACGTCCGTCGTGAAG
rRNA A caviae 8LM 4426696-4429582 DIR- CCGAATACCAGTAAGTAATATCCGGGAGACACACGGCGGGTGCTAACGTCCGTCGTGAAG
rRNA A caviae 8LM 4379616-4382502 DIR- CCGAATACCAGTAAGTAATATCCGGGAGACACACGGCGGGTGCTAACGTCCGTCGTGAAG
rRNA A caviae 8LM 4253503-4256389 DIR- CCGAATACCAGTAAGTAATATCCGGGAGACACACGGCGGGTGCTAACGTCCGTCGTGAAG
rRNA A caviae 8LM 781782-784668 DIR+ CCGAATACCAGTAAGTAATATCCGGGAGACACACGGCGGGTGCTAACGTCCGTCGTGAAG
rRNA A caviae 8LM 381630-384516 DIR+ CCGAATACCAGTAAGTAATATCCGGGAGACACACGGCGGGTGCTAACGTCCGTCGTGAAG
rRNA A caviae 8LM 300608-303494 DIR+ CCGAATACCAGTAAGTAATATCCGGGAGACACACGGCGGGTGCTAACGTCCGTCGTGAAG
rRNA A caviae 8LM 76661-79547 DIR+ CCGAATACCAGTAAGTAATATCCGGGAGACACACGGCGGGTGCTAACGTCCGTCGTGAAG

o B B B Kk hkkhkhhhkhhkhkhhhhhkhkx Fhhhhhkhhkhhhhhhkhkhhhhrhrhkdhhhrrkhkhkhhhkhhkkhkkhkhkrk
rRNA A caviae 8LM 3827352-3830238 DIR- AGGGAAACAACCCAGACCGCCGGCTAAGGTCCCAAAGTTCTGGTTAAGTGGGARACGATG
rRNA A caviae 8LM 4504281-4507167 DIR- AGGGAAACAACCCAGACCGCCGGCTAAGGTCCCAAAGTTCTGGTTAAGTGGGARACGATG
rRNA A caviae 8LM 3668800-3671686 DIR- AGGGAAACAACCCAGACCGCCGGCTAAGGTCCCAAAGTTCTGGTTAAGTGGGARACGATG
rRNA A caviae 8LM 4426696-4429582 DIR- AGGGAAACAACCCAGACCGCCGGCTAAGGTCCCAAAGTTCTGGTTAAGTGGGARACGATG
rRNA A caviae 8LM 4379616-4382502 DIR- AGGGAAACAACCCAGACCGCCGGCTAAGGTCCCAAAGTTCTGGTTAAGTGGGARACGATG
rRNA A caviae 8LM 4253503-4256389 DIR- AGGGAAACAACCCAGACCGCCGGCTAAGGTCCCAAAGTTCTGGTTAAGTGGGARACGATG
rRNA A caviae 8LM 781782-784668 DIR+ AGGGAAACAACCCAGACCGCCGGCTAAGGTCCCAAAGTTCTGGTTAAGTGGGARACGATG
rRNA A caviae 8LM 381630-384516 DIR+ AGGGAAACAACCCAGACCGCCGGCTAAGGTCCCAAAGTTCTGGTTAAGTGGGARACGATG
rRNA A caviae 8LM 300608-303494 DIR+ AGGGAAACAACCCAGACCGCCGGCTAAGGTCCCAAAGTTCTGGTTAAGTGGGARACGATG
rRNA A caviae 8LM 76661-79547 DIR+ AGGGAAACAACCCAGACCGCCGGCTAAGGTCCCAAAGTTCTGGTTAAGTGGGARACGATG

o B B B Kk khkhhhkhkhkhkhhhh kA hkhkhhhhhkhkhhhhhhhkhkhhhhhhrkhkdkhhhrkrkhkhkhkhhkhkkkkkhkhkrk
rRNA A caviae 8LM 3827352-3830238 DIR- TGGGAAGGCTCAGACAGCTAGGATGTTGGCTTAGAAGCAGCCATCATTTAAAGARAGCGT
rRNA A caviae 8LM 4504281-4507167 DIR- TGGGAAGGCTCAGACAGCTAGGATGTTGGCTTAGAAGCAGCCATCATTTAAAGAAAGCGT
rRNA A caviae 8LM 3668800-3671686 DIR- TGGGAAGGCTCAGACAGCTAGGATGTTGGCTTAGAAGCAGCCATCATTTAAAGAAAGCGT
rRNA A caviae 8LM 4426696-4429582 DIR- TGGGAAGGCTCAGACAGCTAGGATGTTGGCTTAGAAGCAGCCATCATTTAAAGAAAGCGT
rRNA A caviae 8LM 4379616-4382502 DIR- TGGGAAGGCTCAGACAGCTAGGATGTTGGCTTAGAAGCAGCCATCATTTAAAGAAAGCGT
rRNA A caviae 8LM 4253503-4256389 DIR- TGGGAAGGCTCAGACAGCTAGGATGTTGGCTTAGAAGCAGCCATCATTTAAAGARAGCGT
rRNA A caviae 8LM 781782-784668 DIR+ TGGGAAGGCTCAGACAGCTAGGATGTTGGCTTAGAAGCAGCCATCATTTAAAGARAGCGT
rRNA A caviae 8LM 381630-384516 DIR+ TGGGAAGGCTCAGACAGCTAGGATGTTGGCTTAGAAGCAGCCATCATTTAAAGARAGCGT
rRNA A caviae 8LM 300608-303494 DIR+ TGGGAAGGCTCAGACAGCTAGGATGTTGGCTTAGAAGCAGCCATCATTTAAAGARAGCGT

rRNA A caviae 8LM 76661-79547 DIR+ TGGGAAGGCTCAGACAGCTAGGATGTTGGCTTAGAAGCAGCCATCATTTAAAGAAAGCGT
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rRNA A caviae 8LM 3827352-3830238 DIR- AATAGCTCACTAGTCGAGTCGGCCTGCGCGGAAGATGTAACGGGGCTCARACCAGGCACC
rRNA A caviae 8LM 4504281-4507167 DIR- AATAGCTCACTAGTCGAGTCGGCCTGCGCGGAAGATGTAACGGGGCTCARACCAGGCACC
rRNA A caviae 8LM 3668800-3671686 DIR- AATAGCTCACTAGTCGAGTCGGCCTGCGCGGAAGATGTAACGGGGCTCARACCAGGCACC
rRNA A caviae 8LM 4426696-4429582 DIR- AATAGCTCACTAGTCGAGTCGGCCTGCGCGGAAGATGTAACGGGGCTCARACCAGGCACC
rRNA A caviae 8LM 4379616-4382502 DIR- AATAGCTCACTAGTCGAGTCGGCCTGCGCGGAAGATGTAACGGGGCTCARACCAGGCACC
rRNA A caviae 8LM 4253503-4256389 DIR- AATAGCTCACTAGTCGAGTCGGCCTGCGCGGAAGATGTAACGGGGCTCARACCAGGCACC
rRNA A caviae 8LM 781782-784668 DIR+ AATAGCTCACTAGTCGAGTCGGCCTGCGCGGAAGATGTAACGGGGCTCAAACCAGGCACC
rRNA A caviae 8LM 381630-384516 DIR+ AATAGCTCACTAGTCGAGTCGGCCTGCGCGGAAGATGTAACGGGGCTCAAACCAGGCACC
rRNA A caviae 8LM 300608-303494_DIR+ AATAGCTCACTAGTCGAGTCGGCCTGCGCGGAAGATGTAACGGGGCTCAAACCAGGCACC
rRNA A caviae 8LM 76661-79547 DIR+ AATAGCTCACTAGTCGAGTCGGCCTGCGCGGAAGATGTAACGGGGCTCAAACCAGGCACC

o - B Kk khkhhhk Ak hkhhhh kA hhhhhhhkh bk hhhkhhkhkhhhhhkhrkhkdkhhhrkrhkhkhhhkhkkhkkhkhkrk
rRNA A caviae 8LM 3827352-3830238 DIR- GAAGCCGCGGATTCACGCTAAGCGTGAGTGGTAGGGGAGCGTTCTGTAAGTCTGCGAAGG
rRNA A caviae 8LM 4504281-4507167 DIR- GAAGCCGCGGATTCACACTAAGTGTGAGTGGTAGGGGAGCGTTCTGTAAGTCTGCGAAGG
rRNA A caviae 8LM 3668800-3671686 DIR- GAAGCCGCGGATTCACACTAAGTGTGAGTGGTAGGGGAGCGTTCTGTAAGTCTGCGAAGG
rRNA A caviae 8LM 4426696-4429582 DIR- GAAGCCGCGGATTCACGCTAAGCGTGAGTGGTAGGGGAGCGTTCTGTAAGTCTGCGAAGG
rRNA A caviae 8LM 4379616-4382502 DIR- GAAGCCGCGGATTCACGCTAAGCGTGAGTGGTAGGGGAGCGTTCTGTAAGTCTGCGAAGG
rRNA A caviae 8LM 4253503-4256389 DIR- GAAGCCGCGGATTCACGCTAAGCGTGAGTGGTAGGGGAGCGTTCTGTAAGTCTGCGAAGG
rRNA A caviae 8LM 781782-784668 DIR+ GAAGCCGCGGATTCACGCTAAGCGTGAGTGGTAGGGGAGCGTTCTGTAAGTCTGCGAAGG
rRNA A caviae 8LM 381630-384516 DIR+ GAAGCCGCGGATTCACGCTAAGCGTGAGTGGTAGGGGAGCGTTCTGTAAGTCTGCGAAGG
rRNA A caviae 8LM 300608-303494_DIR+ GAAGCCGCGGATTCACGCTAAGCGTGAGTGGTAGGGGAGCGTTCTGTAAGTCTGCGAAGG
rRNA A caviae 8LM 76661-79547 DIR+ GAAGCCGCGGATTCACGCTAAGCGTGAGTGGTAGGGGAGCGTTCTGTAAGTCTGCGAAGG

o - B Kk hkkhkhhhkhkhkhkkhkhhhhkhx ,hkhkhkhk *Ahkhhhhhhkhkhhhhhhrhkhhhhrkrhkhkhhhkhkhkkkkkhkhkrk
rRNA A caviae 8LM 3827352-3830238 DIR- TGTGTCGAGAGGCATGCTGGAGATATCAGAAGTGCGAATGCTGACGTAAGTAACGATAAR
rRNA A caviae 8LM 4504281-4507167 DIR- TGTGTCGAGAGGCATGCTGGAGATATCAGAAGTGCGAATGCTGACGTAAGTAACGATAAR
rRNA A caviae 8LM 3668800-3671686 DIR- TGTGTCGAGAGGCATGCTGGAGATATCAGAAGTGCGAATGCTGACGTAAGTAACGATAAR
rRNA A caviae 8LM 4426696-4429582 DIR- TGTGTCGAGAGGCATGCTGGAGATATCAGAAGTGCGAATGCTGACGTAAGTAACGATAAR
rRNA A caviae 8LM 4379616-4382502 DIR- TGTGTCGAGAGGCATGCTGGAGATATCAGAAGTGCGAATGCTGACGTAAGTAACGATAAR
rRNA A caviae 8LM 4253503-4256389 DIR- TGTGTCGAGAGGCATGCTGGAGATATCAGAAGTGCGAATGCTGACGTAAGTAACGATAAR
rRNA A caviae 8LM 781782-784668 DIR+ TGTGTCGAGAGGCATGCTGGAGATATCAGAAGTGCGAATGCTGACGTAAGTAACGATAAR
rRNA A caviae 8LM 381630-384516 DIR+ TGTGTCGAGAGGCATGCTGGAGATATCAGAAGTGCGAATGCTGACGTAAGTAACGATAAR
rRNA A caviae 8LM 300608-303494_DIR+ TGTGTCGAGAGGCATGCTGGAGATATCAGAAGTGCGAATGCTGACGTAAGTAACGATAAR
rRNA A caviae 8LM 76661-79547 DIR+ TGTGTCGAGAGGCATGCTGGAGATATCAGAAGTGCGAATGCTGACGTAAGTAACGATAAR

o B B B Kk hkhkhhhkhkhkhkhhhhh Ak hhhhhhkhkhhhhhhhkhkhhhhhhrkhkdkhhhrkrhkhkhkhhkhhkkhkkhkhkrk
rRNA A caviae 8LM 3827352-3830238 DIR- GGGGGTGAAAAGCCTCCTCGCCGGAAGACCAAGGGTTCCTGTCCAACGTTAATCGGGGCA
rRNA A caviae 8LM 4504281-4507167 DIR- GGGGGTGAAAAGCCTCCTCGCCGGAAGACCAAGGGTTCCTGTCCAACGTTAATCGGGGCA
rRNA A caviae 8LM 3668800-3671686 DIR- GGGGGTGAAAAGCCTCCTCGCCGGAAGACCAAGGGTTCCTGTCCAACGTTAATCGGGGCA
rRNA A caviae 8LM 4426696-4429582 DIR- GGGGGTGAAAAGCCTCCTCGCCGGAAGACCAAGGGTTCCTGTCCAACGTTAATCGGGGCA
rRNA A caviae 8LM 4379616-4382502 DIR- GGGGGTGAAAAGCCTCCTCGCCGGAAGACCAAGGGTTCCTGTCCAACGTTAATCGGGGCA
rRNA A caviae 8LM 4253503-4256389 DIR- GGGGGTGAAAAGCCTCCTCGCCGGAAGACCAAGGGTTCCTGTCCAACGTTAATCGGGGCA
rRNA A caviae 8LM 781782-784668 DIR+ GGGGGTGAAAAGCCTCCTCGCCGGAAGACCAAGGGTTCCTGTCCAACGTTAATCGGGGCA
rRNA A caviae 8LM 381630-384516 DIR+ GGGGGTGAAAAGCCTCCTCGCCGGAAGACCAAGGGTTCCTGTCCAACGTTAATCGGGGCA
rRNA A caviae 8LM 300608-303494_DIR+ GGGGGTGAAAAGCCTCCTCGCCGGAAGACCAAGGGTTCCTGTCCAACGTTAATCGGGGCA
rRNA A caviae 8LM 76661-79547 DIR+ GGGGGTGAAAAGCCTCCTCGCCGGAAGACCAAGGGTTCCTGTCCAACGTTAATCGGGGCA

o B B B Kk hkhkhhhkhkhkhkhhhh kA hkhkhhhhhkrhhhhhhhkhkhhhhhhkrkhkhkhhhrkrkhkhkhhhkhkkhkkhkhkrk
rRNA A caviae 8LM 3827352-3830238 DIR- GGGTGAGTCGACCCCTAAGGCGAGGCCGARAGGCGTAGTCGATGGGAAGCAGGTTAATAT
rRNA A caviae 8LM 4504281-4507167 DIR- GGGTGAGTCGACCCCTAAGGTGAGGCCGARAGGCGTAATCGATGGGAAGCAGGTTAATAT
rRNA A caviae 8LM 3668800-3671686 DIR- GGGTGAGTCGACCCCTAAGGTGAGGCCGARAGGCGTAATCGATGGGAAGCAGGTTAATAT
rRNA A caviae 8LM 4426696-4429582 DIR- GGGTGAGTCGACCCCTAAGGTGAGGCCGARAGGCGTAATCGATGGGAAGCAGGTTAATAT
rRNA A caviae 8LM 4379616-4382502 DIR- GGGTGAGTCGACCCCTAAGGTGAGGCCGARAGGCGTAATCGATGGGAAGCAGGTTAATAT
rRNA A caviae 8LM 4253503-4256389 DIR- GGGTGAGTCGACCCCTAAGGTGAGGCCGARAGGCGTAATCGATGGGAAGCAGGTTAATAT
rRNA A caviae 8LM 781782-784668 DIR+ GGGTGAGTCGACCCCTAAGGTGAGGCCGAAAGGCGTAATCGATGGGAAGCAGGTTAATAT
rRNA A caviae 8LM 381630-384516 DIR+ GGGTGAGTCGACCCCTAAGGTGAGGCCGAAAGGCGTAATCGATGGGAAGCAGGTTAATAT
rRNA A caviae 8LM 300608-303494_DIR+ GGGTGAGTCGACCCCTAAGGTGAGGCCGARAGGCGTAATCGATGGGAAGCAGGTTAATAT

rRNA A caviae 8LM 76661-79547 DIR+ GGGTGAGTCGACCCCTAAGGTGAGGCCGAAAGGCGTAATCGATGGGAAGCAGGTTAATAT
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rRNA A caviae 8LM 3827352-3830238 DIR- TCCTGCACGACTTGTAATTGCGATGGGGGGACGGAGAAGGCTAGGTGGGCCAGGCGACGE
TRNA A caviae 8LM 4504281-4507167 DIR- TCCTGCACGACTTGTAATTGCGATGGGGGGACGGAGAAGGCTAGGTGGGCCAGGCGACGE
rRNA A caviae 8LM 3668800-3671686 DIR- TCCTGCACGACTTGTAATTGCGATGGGGGGACGGAGAAGGCTAGGTGGGCCAGGCGACGE
TRNA A caviae 8LM 4426696-4429582 DIR- TCCTGCACGACTTGTAATTGCGATGGGGGGACGGAGAAGGCTAGGTGGGCCAGGCGACGE
rRNA A caviae 8LM 4379616-4382502 DIR- TCCTGCACGACTTGTAATTGCGATGGGGGGACGGAGAAGGCTAGGTGGGCCAGGCGACGG
rRNA A caviae 8LM 4253503-4256389 DIR- TCCTGCACGACTTGTAATTGCGATGGGGGGACGGAGAAGGCTAGGTGGGCCAGGCGACGE
TRNA A caviae 8LM 781782-784668 DIR+ TCCTGCACGACTTGTAATTGCGATGGGGGGACGGAGAAGGCTAGGTGGGCCAGGCGACGG
rRNA A caviae 8LM 381630-384516 DIR+ TCCTGCACGACTTGTAATTGCGATGGGGGGACGGAGAAGGCTAGGTGGGCCAGGCGACGE
rRNA A caviae 8LM 300608-303494 DIR+ TCCTGCACGACTTGTAATTGCGATGGGGGGACGGAGAAGGCTAGGTGGGCCAGGCGACGG
rRNA A caviae 8LM 76661-79547 DIR+ TCCTGCACGACTTGTAATTGCGATGGGGGGACGGAGAAGGCTAGGTGGGCCAGGCGACGG

o - B Kk khkhhhkhkhkhkhhhh kA hkhhhhhhkhkhhhhhhhkhkhhhhhhrkhkdkhhhrkrkhkhkhhhkhhkhkkhkhkrk
rRNA A caviae 8LM 3827352-3830238 DIR- TTGTCCTGGTGAAAGTGCGTAGGTGGTGTTTCTAGGCAAATCCGGAGACACAACACTGAG
TRNA A caviae 8LM 4504281-4507167 DIR- TTGTCCTGGTGAAAGTGCGTAGGTGGTGTTTCTAGGCAAATCCGGAGACACAACACTGAG
rRNA A caviae 8LM 3668800-3671686 DIR- TTGTCCTGGTGAAAGTGCGTAGGTGGTGTTTCTAGGCAAATCCGGAGACACAACACTGAG
rRNA A caviae 8LM 4426696-4429582 DIR- TTGTCCTGGTGAAAGTGCGTAGGTGGTGTTTCTAGGCAAATCCGGAGACACAACACTGAG
rRNA A caviae 8LM 4379616-4382502 DIR- TTGTCCTGGTGAAAGTGCGTAGGTGGTGTTTCTAGGCAAATCCGGAGACACAACACTGAG
rRNA A caviae 8LM 4253503-4256389 DIR- TTGTCCTGGTGAAAGTGCGTAGGTGGTGTTTCTAGGCAAATCCGGAGACACAACACTGAG
TRNA A caviae 8LM 781782-784668 DIR+ TTGTCCTGGTGAAAGTGCGTAGGTGGTGTTTCTAGGCAAATCCGGAGACACAACACTGAG
rRNA A caviae 8LM 381630-384516 DIR+ TTGTCCTGGTGAAAGTGCGTAGGTGGTGTTTCTAGGCAAATCCGGAGACACAACACTGAG
rRNA A caviae 8LM 300608-303494 DIR+ TTGTCCTGGTGAAAGTGCGTAGGTGGTGTTTCTAGGCAAATCCGGAGACACAACACTGAG
rRNA A caviae 8LM 76661-79547 DIR+ TTGTCCTGGTGAAAGTGCGTAGGTGGTGTTTCTAGGCAAATCCGGAGACACAACACTGAG

o B B B Kk khkhhhkhkhkhkhhhh kA hkhkhhhhhkhkhhhhhhhkhkhhhhhhrkhkdkhhhrkrhkhkhkhhkhkkkkkhkhkrk
rRNA A caviae 8LM 3827352-3830238 DIR- ACACGAGACGAACGCACCACGGTGCGGAAGCCATTGATGCCCTGCTTCCAGGARAAGCCT
rRNA A caviae 8LM 4504281-4507167 DIR- ACACGAGACGAACGCACCACGGTGCGGAAGCCATTGATGCCCTGCTTCCAGGARAAGCCT
rRNA A caviae 8LM 3668800-3671686 DIR- ACACGAGACGAACGCACTACGGTGCGGAAGCCATTGATGCCCTGCTTCCAGGARAAGCCT
rRNA A caviae 8LM 4426696-4429582 DIR- ACACGAGACGAACGCACCACGGTGCGGAAGCCATTGATGCCCTGCTTCCAGGARAAGCCT
rRNA A caviae 8LM 4379616-4382502 DIR- ACACGAGACGAACGCACCACGGTGCGGAAGCCATTGATGCCCTGCTTCCAGGARAAGCCT
rRNA A caviae 8LM 4253503-4256389 DIR- ACACGAGACGAACGCACCACGGTGCGGAAGCCATTGATGCCCTGCTTCCAGGARAAGCCT
TRNA A caviae 8LM 781782-784668 DIR+ ACACGAGACGAACGCACCACGGTGCGGAAGCCATTGATGCCCTGCTTCCAGGARAAGCCT
rRNA A caviae 8LM 381630-384516 DIR+ ACACGAGACGAACGCACCACGGTGCGGAAGCCATTGATGCCCTGCTTCCAGGARAAGCCT
rRNA A caviae 8LM 300608-303494 DIR+ ACACGAGACGAACGCACCACGGTGCGGAAGCCATTGATGCCCTGCTTCCAGGARAAGCCT
rRNA A caviae 8LM 76661-79547 DIR+ ACACGAGACGAACGCACCACGGTGCGGAAGCCATTGATGCCCTGCTTCCAGGARAAGCCT

o - B Kk hkkhkhkhhkhkhkhkkhhhhhkhkx Fhhhhhkhhhhhhhhkhkhhhhhhrkhkdhhhrkrhkhkhkhhkhhkkkkkhkhkhk
rRNA A caviae 8LM 3827352-3830238 DIR- CTAAGCTTCAGATTACAAGTCATCGTACCCCAAACCGACACAGGTGGTCGGGTAGAGAAT
TRNA A caviae 8LM 4504281-4507167 DIR- CTAAGCTTCAGATTACAAGTCATCGTACCCCAAACCGACACAGGTGGTCGGGTAGAGAAT
rRNA A caviae 8LM 3668800-3671686 DIR- CTAAGCTTCAGATTACAAGTCATCGTACCCCARACCGACACAGGTGGTCGGGTAGAGAAT
TRNA A caviae 8LM 4426696-4429582 DIR- CTAAGCTTCAGATTACAAGTCATCGTACCCCAAACCGACACAGGTGGTCGGGTAGAGAAT
rRNA A caviae 8LM 4379616-4382502 DIR- CTAAGCTTCAGATTACAAGTCATCGTACCCCAAACCGACACAGGTGGTCGGGTAGAGAAT
rRNA A caviae 8LM 4253503-4256389 DIR- CTAAGCTTCAGATTACAAGTCATCGTACCCCARACCGACACAGGTGGTCGGGTAGAGAAT
TRNA A caviae 8LM 781782-784668 DIR+ CTAAGCTTCAGATTACAAGTCATCGTACCCCARACCGACACAGGTGGTCGGGTAGAGAAT
rRNA A caviae 8LM 381630-384516 DIR+ CTAAGCTTCAGATTACAAGTCATCGTACCCCAAACCGACACAGGTGGTCGGGTAGAGAAT
rRNA A caviae 8LM 300608-303494 DIR+ CTAAGCTTCAGATTACAAGTCATCGTACCCCAAACCGACACAGGTGGTCGGGTAGAGAAT
rRNA A caviae 8LM 76661-79547 DIR+ CTAAGCTTCAGATTACAAGTCATCGTACCCCAAACCGACACAGGTGGTCGGGTAGAGAAT

o B - B Kk khkhhhkhkhkhkhhhh kA hkhkhhhhhkhkhhhhhhhkhkhhhhhhrkhkdkhhhrkrkhkhkhkhhkhkkkkkhkhkrk
rRNA A caviae 8LM 3827352-3830238 DIR- ACCAAGGCGCTTGAGAGAACTCGGGTGAAGGAACTAGGCARAATAGAACCGTAACTTCGG
rRNA A caviae 8LM 4504281-4507167 DIR- ACCAAGGCGCTTGAGAGAACTCGGGTGAAGGAACTAGGCARAATAGAACCGTAACTTCGG
rRNA A caviae 8LM 3668800-3671686 DIR- ACCAAGGCGCTTGAGAGAACTCGGGTGAAGGAACTAGGCARAATAGAACCGTAACTTCGG
rRNA A caviae 8LM 4426696-4429582 DIR- ACCAAGGCGCTTGAGAGAACTCGGGTGAAGGAACTAGGCARAATAGAACCGTAACTTCGG
rRNA A caviae 8LM 4379616-4382502 DIR- ACCAAGGCGCTTGAGAGAACTCGGGTGAAGGAACTAGGCARAATAGAACCGTAACTTCGG
rRNA A caviae 8LM 4253503-4256389 DIR- ACCAAGGCGCTTGAGAGAACTCGGGTGAAGGAACTAGGCARAATAGAACCGTAACTTCGG
TRNA A caviae 8LM 781782-784668 DIR+ ACCAAGGCGCTTGAGAGAACTCGGGTGAAGGAACTAGGCARAATAGAACCGTAACTTCGG
rRNA A caviae 8LM 381630-384516 DIR+ ACCAAGGCGCTTGAGAGAACTCGGGTGAAGGAACTAGGCARAATAGAACCGTAACTTCGG
rRNA A caviae 8LM 300608-303494 DIR+ ACCAAGGCGCTTGAGAGAACTCGGGTGAAGGAACTAGGCARAATAGAACCGTAACTTCGG

rRNA A caviae 8LM 76661-79547 DIR+ ACCAAGGCGCTTGAGAGAACTCGGGTGAAGGAACTAGGCAAAATAGAACCGTAACTTCGG
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rRNA A caviae 8LM 3827352-3830238 DIR- GAGAAGGTTCGCTCTTGATGGTGAAGTCCCTTGCGGATGGAGCTGTCGGGAGTCGCAGTG
rRNA A caviae 8LM 4504281-4507167 DIR- GAGAAGGTTCGCTCTTGATGGTGAAGTCCCTTGCGGATGGAGCTGTCGGGAGTCGCAGTG
rRNA A caviae 8LM 3668800-3671686 DIR- GAGAAGGTTCGCTCTTGATGGTGAAGTCCCTTGCGGATGGAGCTGTCGGGAGTCGCAGTG
rRNA A caviae 8LM 4426696-4429582 DIR- GAGAAGGTTCGCTCTTGATGGTGAAGTCCCTTGCGGATGGAGCTGTCGGGAGTCGCAGTG
rRNA A caviae 8LM 4379616-4382502 DIR- GAGAAGGTTCGCTCTTGATGGTGAAGTCCCTTGCGGATGGAGCTGTCGGGAGTCGCAGTG
rRNA A caviae 8LM 4253503-4256389 DIR- GAGAAGGTTCGCTCTTGATGGTGAAGTCCCTTGCGGATGGAGCTGTCGGGAGTCGCAGTG
TRNA A caviae 8LM 781782-784668 DIR+ GAGAAGGTTCGCTCTTGATGGTGAAGTCCCTTGCGGATGGAGCTGTCGGGAGTCGCAGTG
rRNA A caviae 8LM 381630-384516 DIR+ GAGAAGGTTCGCTCTTGATGGTGAAGTCCCTTGCGGATGGAGCTGTCGGGAGTCGCAGTG
rRNA A caviae 8LM 300608-303494 DIR+ GAGAAGGTTCGCTCTTGATGGTGAAGTCCCTTGCGGATGGAGCTGTCGGGAGTCGCAGTG
rRNA A caviae 8LM 76661-79547 DIR+ GAGAAGGTTCGCTCTTGATGGTGAAGTCCCTTGCGGATGGAGCTGTCGGGAGTCGCAGTG

o - B Kk khkhhhkhkhkhkhhhh kA hkhhhhhhkhkhhhhhhhkhkhhhhhhrkhkdkhhhrkrkhkhkhhhkhhkhkkhkhkrk
rRNA A caviae 8LM 3827352-3830238 DIR- ACCAGATGGCTGGGACTGTTTATCAAAAACACAGCACTCTGCAAACACGAAAGTGGACGT
rRNA A caviae 8LM 4504281-4507167 DIR- ACCAGATGGCTGGGACTGTTTATCAAAAACACAGCACTCTGCAAACACGAAAGTGGACGT
rRNA A caviae 8LM 3668800-3671686 DIR- ACCAGATGGCTGGGACTGTTTATCAAAAACACAGCACTCTGCAAACACGAAAGTGGACGT
rRNA A caviae 8LM 4426696-4429582 DIR- ACCAGATGGCTGGGACTGTTTATCAAAAACACAGCACTCTGCAAACACGAAAGTGGACGT
rRNA A caviae 8LM 4379616-4382502 DIR- ACCAGATGGCTGGGACTGTTTATCAAAAACACAGCACTCTGCAAACACGAAAGTGGACGT
rRNA A caviae 8LM 4253503-4256389 DIR- ACCAGATGGCTGGGACTGTTTATCAAAAACACAGCACTCTGCAAACACGAAAGTGGACGT
TRNA A caviae 8LM 781782-784668 DIR+ ACCAGATGGCTGGGACTGTTTATCAAAAACACAGCACTCTGCAAACACGAAAGTGGACGT
rRNA A caviae 8LM 381630-384516 DIR+ ACCAGATGGCTGGGACTGTTTATCAAAAACACAGCACTCTGCAAACACGAAAGTGGACGT
rRNA A caviae 8LM 300608-303494 DIR+ ACCAGATGGCTGGGACTGTTTATCAAAAACACAGCACTCTGCAAACACGAAAGTGGACGT
rRNA A caviae 8LM 76661-79547 DIR+ ACCAGATGGCTGGGACTGTTTATCAAAAACACAGCACTCTGCAAACACGAAAGTGGACGT

o B - B Kk khkhhhkhkhkhkhhhh kA hkhkhhhhhkhkhhhhhhhkhkhhhhhhrkhkdkhhhrkrhkhkhkhhkhkkkkkhkhkrk
rRNA A caviae 8LM 3827352-3830238 DIR- ATAGGGTGTGACACCTGCCCGGTGCCGGAAGGTTAATTGATGGGGTTAGCGCAAGCGAAG
rRNA A caviae 8LM 4504281-4507167 DIR- ATAGGGTGTGACACCTGCCCGGTGCCGGAAGGTTAATTGATGGGGTTAGCGCAAGCGAAG
rRNA A caviae 8LM 3668800-3671686 DIR- ATAGGGTGTGACACCTGCCCGGTGCCGGAAGGTTAATTGATGGGGTTAGCGCAAGCGAAG
rRNA A caviae 8LM 4426696-4429582 DIR- ATAGGGTGTGACACCTGCCCGGTGCCGGAAGGTTAATTGATGGGGTTAGCGCAAGCGAAG
rRNA A caviae 8LM 4379616-4382502 DIR- ATAGGGTGTGACACCTGCCCGGTGCCGGAAGGTTAATTGATGGGGTTAGCGCAAGCGAAG
rRNA A caviae 8LM 4253503-4256389 DIR- ATAGGGTGTGACACCTGCCCGGTGCCGGAAGGTTAATTGATGGGGTTAGCGCAAGCGAAG
TRNA A caviae 8LM 781782-784668 DIR+ ATAGGGTGTGACACCTGCCCGGTGCCGGAAGGTTAATTGATGGGGTTAGCGCAAGCGAAG
rRNA A caviae 8LM 381630-384516 DIR+ ATAGGGTGTGACACCTGCCCGGTGCCGGAAGGTTAATTGATGGGGTTAGCGCAAGCGAAG
rRNA A caviae 8LM 300608-303494 DIR+ ATAGGGTGTGACACCTGCCCGGTGCCGGAAGGTTAATTGATGGGGTTAGCGCAAGCGAAG
rRNA A caviae 8LM 76661-79547 DIR+ ATAGGGTGTGACACCTGCCCGGTGCCGGAAGGTTAATTGATGGGGTTAGCGCAAGCGAAG

o - B Kk hkhkhhhk Ak hkhhhh kA hkhhhhhhkhkhhhhhhhkhkhhhhhhrkhkdkhhhrkrhkhkhkhhkhkkkkkhkhkrk
rRNA A caviae 8LM 3827352-3830238 DIR- CTCTTGATCGAAGCCCCGGTAAACGGCGGCCGTAACTATAACGGTCCTAAGGTAGCGAAR
rRNA A caviae 8LM 4504281-4507167 DIR- CTCTTGATCGAAGCCCCGGTAAACGGCGGCCGTAACTATAACGGTCCTAAGGTAGCGAAR
rRNA A caviae 8LM 3668800-3671686 DIR- CTCTTGATCGAAGCCCCGGTAAACGGCGGCCGTAACTATAACGGTCCTAAGGTAGCGAAR
rRNA A caviae 8LM 4426696-4429582 DIR- CTCTTGATCGAAGCCCCGGTAAACGGCGGCCGTAACTATAACGGTCCTAAGGTAGCGAAR
rRNA A caviae 8LM 4379616-4382502 DIR- CTCTTGATCGAAGCCCCGGTAAACGGCGGCCGTAACTATAACGGTCCTAAGGTAGCGAAR
rRNA A caviae 8LM 4253503-4256389 DIR- CTCTTGATCGAAGCCCCGGTAAACGGCGGCCGTAACTATAACGGTCCTAAGGTAGCGAAR
TRNA A caviae 8LM 781782-784668 DIR+ CTCTTGATCGAAGCCCCGGTAAACGGCGGCCGTAACTATAACGGTCCTAAGGTAGCGAAR
rRNA A caviae 8LM 381630-384516 DIR+ CTCTTGATCGAAGCCCCGGTAAACGGCGGCCGTAACTATAACGGTCCTAAGGTAGCGAAR
rRNA A caviae 8LM 300608-303494 DIR+ CTCTTGATCGAAGCCCCGGTAAACGGCGGCCGTAACTATAACGGTCCTAAGGTAGCGAAR
rRNA A caviae 8LM 76661-79547 DIR+ CTCTTGATCGAAGCCCCGGTAAACGGCGGCCGTAACTATAACGGTCCTAAGGTAGCGAAR

o B B B Kk khkhhhkhkhkhkhhhh kA hkhkhhhhhkhkhhhhhhhkhkhhhhhhrkhkdkhhhrkrkhkhkhkhhkhkkkkkhkhkrk
rRNA A caviae 8LM 3827352-3830238 DIR- TTCCTTGTCGGGTAAGTTCCGACCTGCACGAATGGTGTAACCATGGCCATGCTGTCTCCA
rRNA A caviae 8LM 4504281-4507167 DIR- TTCCTTGTCGGGTAAGTTCCGACCTGCACGAATGGTGTAACCATGGCCATGCTGTCTCCA
rRNA A caviae 8LM 3668800-3671686 DIR- TTCCTTGTCGGGTAAGTTCCGACCTGCACGAATGGTGTAACCATGGCCATGCTGTCTCCA
rRNA A caviae 8LM 4426696-4429582 DIR- TTCCTTGTCGGGTAAGTTCCGACCTGCACGAATGGTGTAACCATGGCCATGCTGTCTCCA
rRNA A caviae 8LM 4379616-4382502 DIR- TTCCTTGTCGGGTAAGTTCCGACCTGCACGAATGGTGTAACCATGGCCATGCTGTCTCCA
rRNA A caviae 8LM 4253503-4256389 DIR- TTCCTTGTCGGGTAAGTTCCGACCTGCACGAATGGTGTAACCATGGCCATGCTGTCTCCA
TRNA A caviae 8LM 781782-784668 DIR+ TTCCTTGTCGGGTAAGTTCCGACCTGCACGAATGGTGTAACCATGGCCATGCTGTCTCCA
rRNA A caviae 8LM 381630-384516 DIR+ TTCCTTGTCGGGTAAGTTCCGACCTGCACGAATGGTGTAACCATGGCCATGCTGTCTCCA
rRNA A caviae 8LM 300608-303494 DIR+ TTCCTTGTCGGGTAAGTTCCGACCTGCACGAATGGTGTAACCATGGCCATGCTGTCTCCA

rRNA A caviae 8LM 76661-79547 DIR+ TTCCTTGTCGGGTAAGTTCCGACCTGCACGAATGGTGTAACCATGGCCATGCTGTCTCCA
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rRNA A caviae 8LM 3827352-3830238 DIR- CCCGAGACTCAGTGAAATCGAATTCGCCGTGAAGATGCGGTGTACCCGCGGCTAGACGGA
rRNA A caviae 8LM 4504281-4507167 DIR- CCCGAGACTCAGTGAAATCGAATTCGCCGTGAAGATGCGGTGTACCCGCGGCTAGACGGA
rRNA A caviae 8LM 3668800-3671686 DIR- CCCGAGACTCAGTGAAATCGAATTCGCCGTGAAGATGCGGTGTACCCGCGGCTAGACGGA
rRNA A caviae 8LM 4426696-4429582 DIR- CCCGAGACTCAGTGAAATCGAATTCGCCGTGAAGATGCGGTGTACCCGCGGCTAGACGGA
rRNA A caviae 8LM 4379616-4382502 DIR- CCCGAGACTCAGTGAAATCGAATTCGCCGTGAAGATGCGGTGTACCCGCGGCTAGACGGA
rRNA A caviae 8LM 4253503-4256389 DIR- CCCGAGACTCAGTGAAATCGAATTCGCCGTGAAGATGCGGTGTACCCGCGGCTAGACGGA
rRNA A caviae 8LM 781782-784668 DIR+ CCCGAGACTCAGTGAAATCGAATTCGCCGTGAAGATGCGGTGTACCCGCGGCTAGACGGA
rRNA A caviae 8LM 381630-384516 DIR+ CCCGAGACTCAGTGAAATCGAATTCGCCGTGAAGATGCGGTGTACCCGCGGCTAGACGGA
rRNA A caviae 8LM 300608-303494 DIR+ CCCGAGACTCAGTGAAATCGAATTCGCCGTGAAGATGCGGTGTACCCGCGGCTAGACGGA
rRNA A caviae 8LM 76661-79547 DIR+ CCCGAGACTCAGTGAAATCGAATTCGCCGTGAAGATGCGGTGTACCCGCGGCTAGACGGA

o - B Kk khkhhhkhkhkhkhhhh kA hkhhhhhhkhkhhhhhhhkhkhhhhhhrkhkdkhhhrkrkhkhkhhhkhhkhkkhkhkrk
rRNA A caviae 8LM 3827352-3830238 DIR- AAGACCCCGTGAACCTTTACTACAGCTTGGCACTGAACATTGAACCTACATGTGTAGGAT
rRNA A caviae 8LM 4504281-4507167 DIR- AAGACCCCGTGAACCTTTACTACAGCTTGGCACTGAACATTGAACCTACATGTGTAGGAT
rRNA A caviae 8LM 3668800-3671686 DIR- AAGACCCCGTGAACCTTTACTACAGCTTGGCACTGAACATTGAACCTACATGTGTAGGAT
rRNA A caviae 8LM 4426696-4429582 DIR- AAGACCCCGTGAACCTTTACTACAGCTTGGCACTGAACATTGAACCTACATGTGTAGGAT
rRNA A caviae 8LM 4379616-4382502 DIR- AAGACCCCGTGAACCTTTACTACAGCTTGGCACTGAACATTGAACCTACATGTGTAGGAT
rRNA A caviae 8LM 4253503-4256389 DIR- AAGACCCCGTGAACCTTTACTACAGCTTGGCACTGAACATTGAACCTACATGTGTAGGAT
rRNA A caviae 8LM 781782-784668 DIR+ AAGACCCCGTGAACCTTTACTACAGCTTGGCACTGAACATTGAACCTACATGTGTAGGAT
rRNA A caviae 8LM 381630-384516 DIR+ ARGACCCCGTGAACCTTTACTACAGCTTGGCACTGAACATTGAACCTACATGTGTAGGAT
rRNA A caviae 8LM 300608-303494 DIR+ AAGACCCCGTGAACCTTTACTACAGCTTGGCACTGAACATTGAACCTACATGTGTAGGAT
rRNA A caviae 8LM 76661-79547 DIR+ AAGACCCCGTGAACCTTTACTACAGCTTGGCACTGAACATTGAACCTACATGTGTAGGAT

o B - B Kk khkhhhkhkhkhkhhhh kA hkhkhhhhhkhkhhhhhhhkhkhhhhhhrkhkdkhhhrkrhkhkhkhhkhkkkkkhkhkrk
rRNA A caviae 8LM 3827352-3830238 DIR- AGGTGGGAGGCTTTGAAGGCGTGACGCCAGTTGCGCTGGAGCCGTCCTTGARATACCACC
rRNA A caviae 8LM 4504281-4507167 DIR- AGGTGGGAGGCTTTGAAGGCGTGACGCCAGTTGCGCTGGAGCCGTCCTTGARATACCACC
rRNA A caviae 8LM 3668800-3671686 DIR- AGGTGGGAGGCTTTGAAGGCGTGACGCCAGTTGCGCTGGAGCCGTCCTTGARATACCACC
rRNA A caviae 8LM 4426696-4429582 DIR- AGGTGGGAGGCTTTGAAGGCGTGACGCCAGTTGCGCTGGAGCCGTCCTTGARATACCACC
rRNA A caviae 8LM 4379616-4382502 DIR- AGGTGGGAGGCTTTGAAGGCGTGACGCCAGTTGCGCTGGAGCCGTCCTTGARATACCACC
rRNA A caviae 8LM 4253503-4256389 DIR- AGGTGGGAGGCTTTGAAGGCGTGACGCCAGTTGCGCTGGAGCCGTCCTTGARATACCACC
rRNA A caviae 8LM 781782-784668 DIR+ AGGTGGGAGGCTTTGAAGGCGTGACGCCAGTTGCGCTGGAGCCGTCCTTGARATACCACC
rRNA A caviae 8LM 381630-384516 DIR+ AGGTGGGAGGCTTTGAAGGCGTGACGCCAGTTGCGCTGGAGCCGTCCTTGARATACCACC
rRNA A caviae 8LM 300608-303494 DIR+ AGGTGGGAGGCTTTGAAGGCGTGACGCCAGTTGCGCTGGAGCCGTCCTTGARATACCACC
rRNA A caviae 8LM 76661-79547 DIR+ AGGTGGGAGGCTTTGAAGGCGTGACGCCAGTTGCGCTGGAGCCGTCCTTGARATACCACC

o - B Kk hkhkhhhk Ak hkhhhh kA hkhhhhhhkhkhhhhhhhkhkhhhhhhrkhkdkhhhrkrhkhkhkhhkhkkkkkhkhkrk
rRNA A caviae 8LM 3827352-3830238 DIR- CTTGTATGTTTGATGTTCTAACGCAGGCCCATGAATCTGGGCCGCGGACAGTGCCTGGTG
rRNA A caviae 8LM 4504281-4507167 DIR- CTTGTATGTTTGATGTTCTAACGCAGGGCCCTGAATCGGGCTCGCGGACAGTGCCTGGTG
rRNA A caviae 8LM 3668800-3671686 DIR- CTTGTATGTTTGATGTTCTAACGCAGGGCCCTGAATCGGGCTCGCGGACAGTGCCTGGTG
rRNA A caviae 8LM 4426696-4429582 DIR- CTTGTATGTTTGATGTTCTAACGCAGGGCCCTGAATCGGGCTCGCGGACAGTGCCTGGTG
rRNA A caviae 8LM 4379616-4382502 DIR- CTTGTATGTTTGATGTTCTAACGCAGGGCCCTGAATCGGGCTCGCGGACAGTGCCTGGTG
rRNA A caviae 8LM 4253503-4256389 DIR- CTTGTATGTTTGATGTTCTAACGCAGGGCCCTGAATCGGGCTCGCGGACAGTGCCTGGTG
rRNA A caviae 8LM 781782-784668 DIR+ CTTGTATGTTTGATGTTCTAACGCAGGGCCCTGAATCGGGCTCGCGGACAGTGCCTGGTG
rRNA A caviae 8LM 381630-384516 DIR+ CTTGTATGTTTGATGTTCTAACGCAGGGCCCTGAATCGGGCTCGCGGACAGTGCCTGGTG
rRNA A caviae 8LM 300608-303494 DIR+ CTTGTATGTTTGATGTTCTAACGCAGGGCCCTGAATCGGGCTCGCGGACAGTGCCTGGTG
rRNA A caviae 8LM 76661-79547 DIR+ CTTGTATGTTTGATGTTCTAACGCAGGGCCCTGAATCGGGCTCGCGGACAGTGCCTGGTG

o B B B Kk hkkhkhkhkhkhkhkhkkhkkhhhkhkrhkhkhhhkhkhkrhkkhkd *k *kkkhk*x ** Kk kkhkhkhkhkhkhkkkhkhkhkkkkk
rRNA A caviae 8LM 3827352-3830238 DIR- GGTAGTTTGACTGGGGCGGTCTCCTCCCAAAGAGTAACGGAGGAGCACGAAGGTTGGCTA
rRNA A caviae 8LM 4504281-4507167 DIR- GGTAGTTTGACTGGGGCGGTCTCCTCCCAAAGAGTAACGGAGGAGCACGAAGGTTGGCTA
rRNA A caviae 8LM 3668800-3671686 DIR- GGTAGTTTGACTGGGGCGGTCTCCTCCCAAAGAGTAACGGAGGAGCACGAAGGTTGGCTA
rRNA A caviae 8LM 4426696-4429582 DIR- GGTAGTTTGACTGGGGCGGTCTCCTCCCAAAGAGTAACGGAGGAGCACGAAGGTTGGCTA
rRNA A caviae 8LM 4379616-4382502 DIR- GGTAGTTTGACTGGGGCGGTCTCCTCCCAAAGAGTAACGGAGGAGCACGAAGGTTGGCTA
rRNA A caviae 8LM 4253503-4256389 DIR- GGTAGTTTGACTGGGGCGGTCTCCTCCCAAAGAGTAACGGAGGAGCACGAAGGTTGGCTA
rRNA A caviae 8LM 781782-784668 DIR+ GGTAGTTTGACTGGGGCGGTCTCCTCCCAAAGAGTAACGGAGGAGCACGAAGGTTGGCTA
rRNA A caviae 8LM 381630-384516 DIR+ GGTAGTTTGACTGGGGCGGTCTCCTCCCAAAGAGTAACGGAGGAGCACGAAGGTTGGCTA
rRNA A caviae 8LM 300608-303494 DIR+ GGTAGTTTGACTGGGGCGGTCTCCTCCCAAAGAGTAACGGAGGAGCACGAAGGTTGGCTA

rRNA A caviae 8LM 76661-79547 DIR+ GGTAGTTTGACTGGGGCGGTCTCCTCCCAAAGAGTAACGGAGGAGCACGAAGGTTGGCTA
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TRNA A caviae 8LM 3827352-3830238 DIR- ATCCTGGTCGGACATCAGGAGGTTAGTGCAATGGCATAAGCCAGCTTAACTGCGAGACGG
TRNA A caviae 8LM 4504281-4507167 DIR- ATCCTGGTCGGACATCAGGAGGTTAGTGCAATGGCATAAGCCAGCTTAACTGCGAGACGG
rRNA A caviae 8LM 3668800-3671686 DIR- ATCCTGGTCGGACATCAGGAGGTTAGTGCAATGGCATAAGCCAGCTTAACTGCGAGACGG
TRNA A caviae 8LM 4426696-4429582 DIR- ATCCTGGTCGGACATCAGGAGGTTAGTGCAATGGCATAAGCCAGCTTAACTGCGAGACGG
TRNA A caviae 8LM 4379616-4382502 DIR- ATCCTGGTCGGACATCAGGAGGTTAGTGCAATGGCATAAGCCAGCTTAACTGCGAGACGG
TRNA A caviae 8LM 4253503-4256389 DIR- ATCCTGGTCGGACATCAGGAGGTTAGTGCAATGGCATAAGCCAGCTTAACTGCGAGACGG
TRNA A caviae 8LM 781782-784668 DIR+ ATCCTGGTCGGACATCAGGAGGTTAGTGCAATGGCATAAGCCAGCTTAACTGCGAGACGG
rRNA A caviae 8LM 381630-384516 DIR+ ATCCTGGTCGGACATCAGGAGGTTAGTGCAATGGCATAAGCCAGCTTAACTGCGAGACGG
rRNA A caviae 8LM 300608-303494 DIR+ ATCCTGGTCGGACATCAGGAGGTTAGTGCAATGGCATAAGCCAGCTTAACTGCGAGACGG
rRNA A caviae 8LM 76661-79547 DIR+ ATCCTGGTCGGACATCAGGAGGTTAGTGCAATGGCATAAGCCAGCTTAACTGCGAGACGG

o B Khhkhkkhkhkhkhhhkhhkhhhkhhkhhkhrkhrkhhkhhkhhkhhkhhhkhhkhhkhkhkhkhhkhkrkhkrkhkhhkhhkhhkhkhkhxkxk
TRNA A caviae 8LM 3827352-3830238 DIR- ACAGGTCGAGCAGGTACGAAAGTAGGTCATAGTGATCCGGTGGTTCTGAATGGAAGGGCC
TRNA A caviae 8LM 4504281-4507167 DIR- ACAGGTCGAGCAGGTACGAAAGTAGGTCATAGTGATCCGGTGGTTCTGAATGGAAGGGCC
rRNA A caviae 8LM 3668800-3671686 DIR- ACAGGTCGAGCAGGTACGAAAGTAGGTCATAGTGATCCGGTGGTTCTGAATGGAAGGGCC
TRNA A caviae 8LM 4426696-4429582 DIR- ACAGGTCGAGCAGGTACGAAAGTAGGTCATAGTGATCCGGTGGTTCTGAATGGAAGGGCC
TRNA A caviae 8LM 4379616-4382502 DIR- ACAGGTCGAGCAGGTACGAAAGTAGGTCATAGTGATCCGGTGGTTCTGAATGGAAGGGCC
TRNA A caviae 8LM 4253503-4256389 DIR- ACAGGTCGAGCAGGTACGAAAGTAGGTCATAGTGATCCGGTGGTTCTGAATGGAAGGGCC
TRNA A caviae 8LM 781782-784668 DIR+ ACAGGTCGAGCAGGTACGAAAGTAGGTCATAGTGATCCGGTGGTTCTGAATGGAAGGGCC
rRNA A caviae 8LM 381630-384516 DIR+ ACAGGTCGAGCAGGTACGAAAGTAGGTCATAGTGATCCGGTGGTTCTGAATGGAAGGGCC
rRNA A caviae 8LM 300608-303494 DIR+ ACAGGTCGAGCAGGTACGAAAGTAGGTCATAGTGATCCGGTGGTTCTGAATGGAAGGGCC
rRNA A caviae 8LM 76661-79547 DIR+ ACAGGTCGAGCAGGTACGAAAGTAGGTCATAGTGATCCGGTGGTTCTGAATGGAAGGGCC

o B B B Khkhkhkhkhkhkhkhhkhhkhhkhhkhkhhkhhkhrkhhkhhkhhkhhkhhhkhhkhhkhkhkhkhhkhkrkhkrhkhhkkhhkhhkhkhkhkxkxk
TRNA A caviae 8LM 3827352-3830238 DIR- ATCGCTCAACGGATAAAAGGTACTCCGGGGATAACAGGCTGATACCGCCCAAGAGTTCAT
TRNA A caviae 8LM 4504281-4507167 DIR- ATCGCTCAACGGATAAAAGGTACTCCGGGGATAACAGGCTGATACCGCCCAAGAGTTCAT
rRNA A caviae 8LM 3668800-3671686 DIR- ATCGCTCAACGGATAAAAGGTACTCCGGGGATAACAGGCTGATACCGCCCAAGAGTTCAT
TRNA A caviae 8LM 4426696-4429582 DIR- ATCGCTCAACGGATAAAAGGTACTCCGGGGATAACAGGCTGATACCGCCCAAGAGTTCAT
TRNA A caviae 8LM 4379616-4382502 DIR- ATCGCTCAACGGATAAAAGGTACTCCGGGGATAACAGGCTGATACCGCCCAAGAGTTCAT
TRNA A caviae 8LM 4253503-4256389 DIR- ATCGCTCAACGGATAAAAGGTACTCCGGGGATAACAGGCTGATACCGCCCAAGAGTTCAT
TRNA A caviae 8LM 781782-784668 DIR+ ATCGCTCAACGGATAAAAGGTACTCCGGGGATAACAGGCTGATACCGCCCAAGAGTTCAT
rRNA A caviae 8LM 381630-384516 DIR+ ATCGCTCAACGGATAAAAGGTACTCCGGGGATAACAGGCTGATACCGCCCAAGAGTTCAT
rRNA A caviae 8LM 300608-303494 DIR+ ATCGCTCAACGGATAAAAGGTACTCCGGGGATAACAGGCTGATACCGCCCAAGAGTTCAT
rRNA A caviae 8LM 76661-79547 DIR+ ATCGCTCAACGGATAAAAGGTACTCCGGGGATAACAGGCTGATACCGCCCAAGAGTTCAT

o B Khkhkhkhkhkhkhkhhhhkhhhkhhkhhkhrkhrkhhkhhkhhkhhkhhhkhhkhhkhkhhkhrkhkrkhkrkhkhhkkhhkhhkhhkhkkx*k
TRNA A caviae 8LM 3827352-3830238 DIR- ATCGACGGCGGTGTTTGGCACCTCGATGTCGGCTCATCACATCCTGGGGCTGAAGTCGGT
TRNA A caviae 8LM 4504281-4507167 DIR- ATCGACGGCGGTGTTTGGCACCTCGATGTCGGCTCATCACATCCTGGGGCTGAAGTCGGT
rRNA A caviae 8LM 3668800-3671686 DIR- ATCGACGGCGGTGTTTGGCACCTCGATGTCGGCTCATCACATCCTGGGGCTGAAGTCGGT
TRNA A caviae 8LM 4426696-4429582 DIR- ATCGACGGCGGTGTTTGGCACCTCGATGTCGGCTCATCACATCCTGGGGCTGAAGTCGGT
TRNA A caviae 8LM 4379616-4382502 DIR- ATCGACGGCGGTGTTTGGCACCTCGATGTCGGCTCATCACATCCTGGGGCTGAAGTCGGT
TRNA A caviae 8LM 4253503-4256389 DIR- ATCGACGGCGGTGTTTGGCACCTCGATGTCGGCTCATCACATCCTGGGGCTGAAGTCGGT
TRNA A caviae 8LM 781782-784668 DIR+ ATCGACGGCGGTGTTTGGCACCTCGATGTCGGCTCATCACATCCTGGGGCTGAAGTCGGT
rRNA A caviae 8LM 381630-384516 DIR+ ATCGACGGCGGTGTTTGGCACCTCGATGTCGGCTCATCACATCCTGGGGCTGAAGTCGGT
rRNA A caviae 8LM 300608-303494 DIR+ ATCGACGGCGGTGTTTGGCACCTCGATGTCGGCTCATCACATCCTGGGGCTGAAGTCGGT
rRNA A caviae 8LM 76661-79547 DIR+ ATCGACGGCGGTGTTTGGCACCTCGATGTCGGCTCATCACATCCTGGGGCTGAAGTCGGT

o B B B Khhkhkhkhkhkhhhkhhkhhkhkhhkhhkhrkhrkhhkhhkhhkhhkhhhkhhkhhkhkhkhkhhkhkrkhkrkhkhhkkhhkhhkhkhkhkxkxk
TRNA A caviae 8LM 3827352-3830238 DIR- CCCAAGGGTATGGCTGTTCGCCATTTAAAGTGGTACGCGAGCTGGGTTCAGAACGTCGTG
TRNA A caviae 8LM 4504281-4507167 DIR- CCCAAGGGTATGGCTGTTCGCCATTTAAAGTGGTACGCGAGCTGGGTTCAGAACGTCGTG
rRNA A caviae 8LM 3668800-3671686 DIR- CCCAAGGGTATGGCTGTTCGCCATTTAAAGTGGTACGCGAGCTGGGTTCAGAACGTCGTG
TRNA A caviae 8LM 4426696-4429582 DIR- CCCAAGGGTATGGCTGTTCGCCATTTAAAGTGGTACGCGAGCTGGGTTCAGAACGTCGTG
TRNA A caviae 8LM 4379616-4382502 DIR- CCCAAGGGTATGGCTGTTCGCCATTTAAAGTGGTACGCGAGCTGGGTTCAGAACGTCGTG
TRNA A caviae 8LM 4253503-4256389 DIR- CCCAAGGGTATGGCTGTTCGCCATTTAAAGTGGTACGCGAGCTGGGTTCAGAACGTCGTG
TRNA A caviae 8LM 781782-784668 DIR+ CCCAAGGGTATGGCTGTTCGCCATTTAAAGTGGTACGCGAGCTGGGTTCAGAACGTCGTG
rRNA A caviae 8LM 381630-384516 DIR+ CCCAAGGGTATGGCTGTTCGCCATTTAAAGTGGTACGCGAGCTGGGTTCAGAACGTCGTG
rRNA A caviae 8LM 300608-303494 DIR+ CCCAAGGGTATGGCTGTTCGCCATTTAAAGTGGTACGCGAGCTGGGTTCAGAACGTCGTG

rRNA A caviae 8LM 76661-79547 DIR+ CCCAAGGGTATGGCTGTTCGCCATTTAAAGTGGTACGCGAGCTGGGTTCAGAACGTCGTG
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rRNA A caviae 8LM 3827352-3830238 DIR- AGACAGTTCGGTCCCTATCTGCCGTGGGCGTTGGATGATTGAAGGGAGTTGCTCCTAGTA
rRNA A caviae 8LM 4504281-4507167 DIR- AGACAGTTCGGTCCCTATCTGCCGTGGGCGTTGGATGATTGAAGGGAGTTGCTCCTAGTA
rRNA A caviae 8LM 3668800-3671686 DIR- AGACAGTTCGGTCCCTATCTGCCGTGGGCGTTGGATGATTGAAGGGAGTTGCTCCTAGTA
rRNA A caviae 8LM 4426696-4429582 DIR- AGACAGTTCGGTCCCTATCTGCCGTGGGCGTTGGATGATTGAAGGGAGTTGCTCCTAGTA
rRNA A caviae 8LM 4379616-4382502 DIR- AGACAGTTCGGTCCCTATCTGCCGTGGGCGTTGGATGATTGAAGGGAGTTGCTCCTAGTA
rRNA A caviae 8LM 4253503-4256389 DIR- AGACAGTTCGGTCCCTATCTGCCGTGGGCGTTGGATGATTGAAGGGAGTTGCTCCTAGTA
rRNA A caviae 8LM 781782-784668 DIR+ AGACAGTTCGGTCCCTATCTGCCGTGGGCGTTGGATGATTGAAGGGAGTTGCTCCTAGTA
rRNA A caviae 8LM 381630-384516 DIR+ AGACAGTTCGGTCCCTATCTGCCGTGGGCGTTGGATGATTGAAGGGAGTTGCTCCTAGTA
rRNA A caviae 8LM 300608-303494 DIR+ AGACAGTTCGGTCCCTATCTGCCGTGGGCGTTGGATGATTGAAGGGAGTTGCTCCTAGTA
rRNA A caviae 8LM 76661-79547 DIR+ AGACAGTTCGGTCCCTATCTGCCGTGGGCGTTGGATGATTGAAGGGAGTTGCTCCTAGTA

o - Kk khkhhhk Ak hkhhhh kA hhhhhhhkh bk hhhkhhkhkhhhhhkhrkhkdkhhhrkrhkhkhhhkhkkhkkhkhkrk
rRNA A caviae 8LM 3827352-3830238 DIR- CGAGAGGACCGGAGTGAACGAACCTCTGGTGTTCGGGTTGTCACGCCAGTGGCACTGCCC
rRNA A caviae 8LM 4504281-4507167 DIR- CGAGAGGACCGGAGTGAACGAACCTCTGGTGTTCGGGTTGTCACGCCAGTGGCACTGCCC
rRNA A caviae 8LM 3668800-3671686 DIR- CGAGAGGACCGGAGTGAACGAACCTCTGGTGTTCGGGTTGTCACGCCAGTGGCACTGCCC
rRNA A caviae 8LM 4426696-4429582 DIR- CGAGAGGACCGGAGTGAACGAACCTCTGGTGTTCGGGTTGTCACGCCAGTGGCACTGCCC
rRNA A caviae 8LM 4379616-4382502 DIR- CGAGAGGACCGGAGTGAACGAACCTCTGGTGTTCGGGTTGTCACGCCAGTGGCACTGCCC
rRNA A caviae 8LM 4253503-4256389 DIR- CGAGAGGACCGGAGTGAACGAACCTCTGGTGTTCGGGTTGTCACGCCAGTGGCACTGCCC
rRNA A caviae 8LM 781782-784668 DIR+ CGAGAGGACCGGAGTGAACGAACCTCTGGTGTTCGGGTTGTCACGCCAGTGGCACTGCCC
rRNA A caviae 8LM 381630-384516 DIR+ CGAGAGGACCGGAGTGAACGAACCTCTGGTGTTCGGGTTGTCACGCCAGTGGCACTGCCC
rRNA A caviae 8LM 300608-303494 DIR+ CGAGAGGACCGGAGTGAACGAACCTCTGGTGTTCGGGTTGTCACGCCAGTGGCACTGCCC
rRNA A caviae 8LM 76661-79547 DIR+ CGAGAGGACCGGAGTGAACGAACCTCTGGTGTTCGGGTTGTCACGCCAGTGGCACTGCCC

o - Kk khkhhhk Ak hkhhhhhk Ak hkhhhhhkhkhhhhhhhkhkhhhhhhrkhkdkhhhrkrkhkhkhhhkhkhxkkkkhkhkrk
rRNA A caviae 8LM 3827352-3830238 DIR- GGTAGCTAAGTTCGGAATCGATAACCGCTGAAAGCATCTAAGCGGGAAGCGAGCCCTGAG
rRNA A caviae 8LM 4504281-4507167 DIR- GGTAGCTAAGTTCGGAATCGATAACCGCTGAAAGCATCTAAGCGGGAAGCGAGCCCTGAG
rRNA A caviae 8LM 3668800-3671686 DIR- GGTAGCTAAGTTCGGAATCGATAACCGCTGAAAGCATCTAAGCGGGAAGCGAGCCCTGAG
rRNA A caviae 8LM 4426696-4429582 DIR- GGTAGCTAAGTTCGGAATCGATAACCGCTGAAAGCATCTAAGCGGGAAGCGAGCCCTGAG
rRNA A caviae 8LM 4379616-4382502 DIR- GGTAGCTAAGTTCGGAATCGATAACCGCTGAAAGCATCTAAGCGGGAAGCGAGCCCTGAG
rRNA A caviae 8LM 4253503-4256389 DIR- GGTAGCTAAGTTCGGAATCGATAACCGCTGAAAGCATCTAAGCGGGAAGCGAGCCCTGAG
rRNA A caviae 8LM 781782-784668 DIR+ GGTAGCTAAGTTCGGAATCGATAACCGCTGAAAGCATCTAAGCGGGAAGCGAGCCCTGAG
rRNA A caviae 8LM 381630-384516 DIR+ GGTAGCTAAGTTCGGAATCGATAACCGCTGAAAGCATCTAAGCGGGAAGCGAGCCCTGAG
rRNA A caviae 8LM 300608-303494 DIR+ GGTAGCTAAGTTCGGAATCGATAACCGCTGAAAGCATCTAAGCGGGAAGCGAGCCCTGAG
rRNA A caviae 8LM 76661-79547 DIR+ GGTAGCTAAGTTCGGAATCGATAACCGCTGAAAGCATCTAAGCGGGAAGCGAGCCCTGAG

o B B B Kk hkhkhhhkhkhkhkhhhhh Ak hhhhhhkhkhhhhhhhkhkhhhhhhrkhkdkhhhrkrhkhkhkhhkhhkkhkkhkhkrk
rRNA A caviae 8LM 3827352-3830238 DIR- ATGAGTCATCCCTGACCCCTTGAGGGTCCTAAAGGGCCGTTGGAGACCACAACGTTGATA
rRNA A caviae 8LM 4504281-4507167 DIR- ATGAGTCATCCCTGACCCCTTGAGGGTCCTAAAGGGCCGTTGGAGACCACAACGTTGATA
rRNA A caviae 8LM 3668800-3671686 DIR- ATGAGTCATCCCTGACCCCTTGAGGGTCCTAAAGGGCCGTTGGAGACCACAACGTTGATA
rRNA A caviae 8LM 4426696-4429582 DIR- ATGAGTCATCCCTGACCCCTTGAGGGTCCTAAAGGGCCGTTGGAGACCACAACGTTGATA
rRNA A caviae 8LM 4379616-4382502 DIR- ATGAGTCATCCCTGACCCCTTGAGGGTCCTAAAGGGCCGTTGGAGACCACAACGTTGATA
rRNA A caviae 8LM 4253503-4256389 DIR- ATGAGTCATCCCTGACCCCTTGAGGGTCCTAAAGGGCCGTTGGAGACCACAACGTTGATA
rRNA A caviae 8LM 781782-784668 DIR+ ATGAGTCATCCCTGACCCCTTGAGGGTCCTAAAGGGCCGTTGGAGACCACAACGTTGATA
rRNA A caviae 8LM 381630-384516 DIR+ ATGAGTCATCCCTGACCCCTTGAGGGTCCTAAAGGGCCGTTGGAGACCACAACGTTGATA
rRNA A caviae 8LM 300608-303494 DIR+ ATGAGTCATCCCTGACCCCTTGAGGGTCCTAAAGGGCCGTTGGAGACCACAACGTTGATA
rRNA A caviae 8LM 76661-79547 DIR+ ATGAGTCATCCCTGACCCCTTGAGGGTCCTAAAGGGCCGTTGGAGACCACAACGTTGATA

o B B B Kk hkhkhhhkhkhkhkhhhhhkhhhkhhhhhkhkhhhhhhhkhkhhhhhhrkhkhkhhhkrkrkhkhkhkhhkhkkkkkkhkhrk
rRNA A caviae 8LM 3827352-3830238 DIR- GGTGGGGTGTGTAAGCGTAGCGATACGTTGAGCTAACCCATACTAATTACCCGTGAGGCT
rRNA A caviae 8LM 4504281-4507167 DIR- GGTGGGGTGTGTAAGCGTAGCGATACGTTGAGCTAACCCATACTAATTACCCGTGAGGCT
rRNA A caviae 8LM 3668800-3671686 DIR- GGTGGGGTGTGTAAGCGTAGCGATACGTTGAGCTAACCCATACTAATTACCCGTGAGGCT
rRNA A caviae 8LM 4426696-4429582 DIR- GGTGGGGTGTGTAAGCGTAGCGATACGTTGAGCTAACCCATACTAATTACCCGTGAGGCT
rRNA A caviae 8LM 4379616-4382502 DIR- GGTGGGGTGTGTAAGCGTAGCGATACGTTGAGCTAACCCATACTAATTACCCGTGAGGCT
rRNA A caviae 8LM 4253503-4256389 DIR- GGTGGGGTGTGTAAGCGTAGCGATACGTTGAGCTAACCCATACTAATTACCCGTGAGGCT
rRNA A caviae 8LM 781782-784668 DIR+ GGTGGGGTGTGTAAGCGTAGCGATACGTTGAGCTAACCCATACTAATTACCCGTGAGGCT
rRNA A caviae 8LM 381630-384516 DIR+ GGTGGGGTGTGTAAGCGTAGCGATACGTTGAGCTAACCCATACTAATTACCCGTGAGGCT
rRNA A caviae 8LM 300608-303494 DIR+ GGTGGGGTGTGTAAGCGTAGCGATACGTTGAGCTAACCCATACTAATTACCCGTGAGGCT

rRNA A caviae 8LM 76661-79547 DIR+ GGTGGGGTGTGTAAGCGTAGCGATACGTTGAGCTAACCCATACTAATTACCCGTGAGGCT
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rRNA A caviae 8LM 3827352-3830238 DIR-
rRNA A caviae 8LM 4504281-4507167 DIR-
rRNA A caviae 8LM 3668800-3671686 DIR-
rRNA A caviae 8LM 4426696-4429582 DIR-
rRNA A caviae 8LM 4379616-4382502 DIR-
rRNA A caviae 8LM 4253503-4256389 DIR-
rRNA A caviae 8LM 781782-784668 DIR+
rRNA A caviae 8LM 381630-384516 DIR+
rRNA A caviae 8LM 300608-303494 DIR+
rRNA A caviae 8LM 76661-79547 DIR+

TAACCAT
TAACCAT
TAACCAT
TAACCAT
TAACCAT
TAACCAT
TAACCAT
TAACCAT
TAACCAT
TAACCAT
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a @ a b=

ﬂanismo Estirpe Q Q Q Q
Aeromonas allosaccharophila BVH88 27,90 0,15 0,04 3,07
Aeromonas allosaccharophila CECT 4199 28,20 0,15 0,05 3,29
Aeromonas aquatica AE235 30,20 0,14 0,12 0,53
Aeromonas australiensis CECT 8023 2760 0,16 0,04 3,56
Aeromonas bestiarum CECT 4227 29,60 0,14 0,09 1,05
Aeromonas bivalvium CECT 7113 28,10 0,15 0,04 0,61
Aeromonas caviae 429865 83,80 0,02 93,11 0,64
Aeromonas caviae A23 83,50 0,02 92,91 0,41
Aeromonas caviae Ae398 82,60 0,02 92,41 0,25
Aeromonas caviae CECT 838 81,80 0,02 91,88 0,08
Aeromonas caviae CECT 4221 82,00 0,02 92,02 0,60
Aeromonas caviae FDAARGOS 72 81,50 0,02 91,65 0,00
Aeromonas caviae FDAARGOS 75 81,80 0,02 91,89 0,01
Aeromonas caviae FDAARGOS 76 81,70 0,02 91,80 0,64
Aeromonas caviae L12 81,70 0,02 91,81 0,02
Aeromonas caviae YL12 81,20 0,02 91,48 0,23
Aeromonas dhakensis AAK1 32,20 0,13 0,25 0,07
Aeromonas dhakensis CECT 7289 32,20 0,13 0,25 0,27
Aeromonas dhakensis CIP 107500 32,20 0,13 0,25 0,10
Aeromonas dhakensis SSU 32,40 0,13 0,26 0,09
Aeromonas diversa CDC 2478-85 23,00 0,19 0,00 0,01
Aeromonas diversa CECT 4254 23,20 0,19 0,00 0,03
Aeromonas encheleia CECT 4342 30,30 0,14 0,12 0,28
Aeromonas enteropelogenes 1999Icr 29,40 0,15 0,08 1,51
Aeromonas enteropelogenes CECT 4255T 28,50 0,15 0,05 1,61
Aeromonas enteropelogenes CECT 4487 28,40 0,15 0,05 1,98
Aeromonas enteropelogenes LK14 32,30 0,13 0,26 0,28
Aeromonas eucrenophila CECT 4224 30,00 0,14 0,10 0,51
Aeromonas finlandiensis 4287D 28,10 0,15 0,04 3,11
Aeromonas fluvialis LMG 24681 27,90 0,15 0,04 3,35
Aeromonas hydrophila 14 32,30 0,13 0,26 0,28
Aeromonas hydrophila 116 32,30 0,13 0,26 0,29
Aeromonas hydrophila 145 32,20 0,13 0,25 0,23
Aeromonas hydrophila 173 32,20 0,13 0,25 0,03
Aeromonas hydrophila 187 32,30 0,13 0,26 0,05
Aeromonas hydrophila 226 32,10 0,13 0,24 0,81
Aeromonas hydrophila 259 32,30 0,13 0,26 0,03
Aeromonas hydrophila 277 32,20 0,13 0,25 0,04
Aeromonas hydrophila 48_AHYD 32,30 0,13 0,26 0,09
Aeromonas hydrophila 4AK4 34,50 0,12 0,56 0,33
Aeromonas hydrophila 50_AHYD 0,00 0,00 0,00 0,05
Aeromonas hydrophila 52_AHYD 32,30 0,13 0,26 0,07
Aeromonas hydrophila 53_AHYD 32,30 0,13 0,26 0,05
Aeromonas hydrophila 56_AHYD 0,00 0,00 0,00 0,07
Aeromonas hydrophila AD9 32,30 0,13 0,26 0,36
Aeromonas hydrophila Ae34 32,20 0,13 0,25 0,10
Aeromonas hydrophila AH10 32,60 0,13 0,29 0,53
Aeromonas hydrophila AL06-06 32,30 0,13 0,26 0,30
Aeromonas hydrophila AL09-71 32,30 0,13 0,26 0,86
Aeromonas hydrophila BWHG65 82,10 0,02 92,08 0,11
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ﬂanismo Estirpe Q Q Q Q
Aeromonas hydrophila FDAARGOS 78 32,30 0,13 0,26 0,72
Aeromonas hydrophila J-1 32,50 0,13 0,28 0,79
Aeromonas hydrophila KOR1 32,50 0,13 0,28 0,14
Aeromonas hydrophila L14f 32,20 0,13 0,25 0,03
Aeromonas hydrophila MO013 32,20 0,13 0,25 0,64
Aeromonas hydrophila MO023 32,10 0,13 0,24 0,74
Aeromonas hydrophila MO062 32,10 0,13 0,25 0,54
Aeromonas hydrophila ML09119 32,30 0,13 0,26 0,87
Aeromonas hydrophila NF1 32,00 0,13 0,24 0,61
Aeromonas hydrophila NF2 32,10 0,13 0,25 0,41
Aeromonas hydrophila NJ-35 3240 0,13 0,27 1,17
Aeromonas hydrophila pc104A 32,30 0,13 0,26 0,86
Aeromonas hydrophila RB-AH 32,30 0,13 0,26 0,86
Aeromonas hydrophila SNUFPC-A8 32,00 0,13 0,23 0,86
Aeromonas hydrophila SSU 32,40 0,13 0,26 0,13
Aeromonas hydrophila YL17 32,60 0,13 0,28 0,06
Aeromonas hydrophila subsp. hydrophila ATCC 7966 3240 0,13 0,27 0,13
Aeromonas hydrophila subsp. ranae CIP107985 32,10 0,13 0,24 0,13
Aeromonas jandaei CECT 4228 28,00 0,15 0,04 2,59
Aeromonas jandaei L14h 32,20 0,13 0,25 0,02
Aeromonas jandaei Riv2 28,00 0,15 0,04 2,64
Aeromonas lacus AE122 27,80 0,15 0,04 2,72
Aeromonas media ARB13 34,60 0,12 0,57 0,67
Aeromonas media ARB20 34,60 0,12 0,57 0,71
Aeromonas media CECT 4232 34,80 0,12 0,62 0,54
Aeromonas media WS 3500 0,12 0,67 0,94
Aeromonas molluscorum 848 24,70 0,18 0,01 2,50
Aeromonas piscicola LMG 24783 28,90 0,15 0,07 247
Aeromonas popoffii CIP 105493 28,30 0,15 0,05 3,07
Aeromonas rivuli DSM 22539 2510 0,17 0,01 1,66
Aeromonas salmonicida CBA100 29,80 0,14 0,10 1,13
Aeromonas salmonicida subsp. achromogenes AS03 27,90 0,15 0,04 3,00
Aeromonas salmonicida subsp. masoucida NBRC 13784 27,90 0,15 0,04 2,88
Aeromonas salmonicida subsp. pectinolytica 34mel 28,10 0,15 0,05 3,20
Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida 01-B526 27,80 0,176 0,04 3,34
Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida 2004-05MF26 27,80 0,15 0,04 3,43
Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida 2009-144K3 27,90 0,15 0,04 3,33
Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida A449 28,10 0,15 0,04 3,17
Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida CIP 103209 27,80 0,15 0,04 3,17
Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida JF3224 27,90 0,15 0,04 3,24
Aeromonas sanarellii LMG 24682 40,10 0,10 2,80 1,45
Aeromonas schubertii CECT 4240 23,10 0,19 0,00 0,01
Aeromonas simiae CIP 107798 23,10 0,19 0,00 0,32
Aeromonas sobria CECT 4245 27,00 0,16 0,03 4,06
Aeromonas sp. 159 28,50 0,15 0,05 3,49
Aeromonas sp. 312M 28,30 0,15 0,05 3,01
Aeromonas sp. HZM 82,40 0,02 92,28 0,02
Aeromonas sp. L _1B5_3 28,00 0,15 0,04 2,99
Aeromonas sp. MDS8 3240 0,13 0,26 0,12
Aeromonas sp. ZORO0001 28,50 0,15 0,06 2,99
Aeromonas sp. Z0OR0002 80,50 0,02 90,96 0,47
Aeromonas taiwanensis LMG 24683 37,90 0,11 1,57 1,14
Aeromonas tecta CECT 7082 2890 0,15 0,06 1,57
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Aeromonas veronii AER39 28,50 0,15 0,05 2,78
Aeromonas veronii AER397 28,40 0,15 0,05 2,76
Aeromonas veronii AMC34 28,20 0,15 0,05 3,19
Aeromonas veronii AMC35 28,60 0,15 0,06 3,10
Aeromonas veronii ARB3 28,20 0,15 0,05 2,91
Aeromonas veronii B565 28,60 0,15 0,06 2,96
Aeromonas veronii CECT 4486 28,20 0,15 0,05 3,25
Aeromonas veronii CIP 107763 28,40 0,15 0,05 2,81
Aeromonas veronii Hm21 28,10 0,15 0,05 2,74
Aeromonas veronii Phin2 28,30 0,15 0,05 2,84
Aeromonas veronii bv. sobria LMG 13067 28,30 0,15 0,05 2,95
Aeromonas veronii bv. veronii CECT 4257 29,80 0,14 0,10 2,89

NOTA: DDH = valor estimado de DDH. Dist. = distancia intergenédmica. DDH>70% = propabilidade de
pertencerem a mesma espécie. Dif G+C = diferenga no contéudo G+C.



ANEXO D - SIMILARIDADE PELO ANI

Org_janismo Estirpe ANI DP

Aeromonas allosaccharophila BVH88 85,09 5,10
Aeromonas allosaccharophila CECT 4199 85,11 5,11
Aeromonas aquatica AE235 85,91 4,57
Aeromonas australiensis CECT 8023 84,93 5,16
Aeromonas bestiarum CECT 4227 85,77 4,52
Aeromonas bivalvium CECT 7113 85,77 5,69
Aeromonas caviae 429865 98,12 1,78
Aeromonas caviae A23 98,11 1,91
Aeromonas caviae Ae398 97,99 1,86
Aeromonas caviae CECT 838 97,88 1,81
Aeromonas caviae CECT 4221 97,93 2,03
Aeromonas caviae FDAARGOS_72 97,83 1,88
Aeromonas caviae FDAARGOS_75 97,85 1,85
Aeromonas caviae FDAARGOS_76 98,00 2,21
Aeromonas caviae L12 97,89 1,80
Aeromonas caviae YL12 98,84 1,99
Aeromonas dhakensis AAKA1 87,37 5,11
Aeromonas dhakensis CECT 7289 87,37 5,07
Aeromonas dhakensis CIP 107500 87,39 5,11
Aeromonas dhakensis SSU 87,54 5,10
Aeromonas diversa CDC 2478-85 81,93 5,48
Aeromonas diversa CECT 4254 81,94 5,56
Aeromonas encheleia CECT 4342 85,91 4,50
Aeromonas enteropelogenes 1999Icr 85,46 5,29
Aeromonas enteropelogenes CECT 4255T 85,44 5,18
Aeromonas enteropelogenes CECT 4487 85,43 5,21
Aeromonas enteropelogenes LK14 87,40 5,13
Aeromonas eucrenophila CECT 4224 85,83 4,62
Aeromonas finlandiensis 4287D 85,10 5,08
Aeromonas fluvialis LMG 24681 84,89 5,01
Aeromonas hydrophila 14 87,44 5,09
Aeromonas hydrophila 116 87,48 5,08
Aeromonas hydrophila 145 87,43 5,09
Aeromonas hydrophila 173 87,43 5,10
Aeromonas hydrophila 187 87,52 5,13
Aeromonas hydrophila 226 87,24 5,13
Aeromonas hydrophila 259 87,40 5,09
Aeromonas hydrophila 277 87,48 5,11
Aeromonas hydrophila 48_AHYD 87,35 5,23
Aeromonas hydrophila 4AK4 87,74 4,41
Aeromonas hydrophila 50_AHYD 87,39 5,20
Aeromonas hydrophila 52_AHYD 87,42 5,20
Aeromonas hydrophila 53_AHYD 87,29 5,25
Aeromonas hydrophila 56_AHYD 87,37 5,22
Aeromonas hydrophila AD9 87,41 5,21
Aeromonas hydrophila Ae34 87,26 5,31
Aeromonas hydrophila AH10 87,49 5,29
Aeromonas hydrophila AL06-06 87,34 5,27
Aeromonas hydrophila AL09-71 87,46 5,19
Aeromonas hydrophila BWHG65 97,90 1,80
Aeromonas hydrophila FDAARGOS 78 87,46 5,23
Aeromonas hydrophila J-1 87,45 5,26
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Aeromonas hydrophila KOR1 87,47 5,22
Aeromonas hydrophila L14f 87,40 5,13
Aeromonas hydrophila MO013 87,39 5,16
Aeromonas hydrophila M023 87,27 5,18
Aeromonas hydrophila MO062 87,38 5,17
Aeromonas hydrophila ML09119 87,36 5,24
Aeromonas hydrophila NF1 87,31 5,20
Aeromonas hydrophila NF2 87,43 5,22
Aeromonas hydrophila NJ-35 87,45 5,22
Aeromonas hydrophila pc104A 87,43 5,18
Aeromonas hydrophila RB-AH 87,36 5,20
Aeromonas hydrophila SNUFPC-A8 87,30 5,24
Aeromonas hydrophila SSuU 87,53 5,17
Aeromonas hydrophila YL17 87,54 5,19
Aeromonas hydrophila subsp. hydrophila ATCC 7966 87,47 5,26
Aeromonas hydrophila subsp. ranae CIP107985 87,28 5,10
Aeromonas jandaei CECT 4228 85,30 5,26
Aeromonas jandaei L14h 87,44 511
Aeromonas jandaei Riv2 85,20 5,33
Aeromonas lacus AE122 85,14 5,20
Aeromonas media ARB13 87,85 4,48
Aeromonas media ARB20 87,85 4,45
Aeromonas media CECT 4232 88,05 4,43
Aeromonas media WS 88,07 4,67
Aeromonas molluscorum 848 82,92 5,02
Aeromonas piscicola LMG 24783 85,43 4,56
Aeromonas popoffii CIP 105493 84,94 4,53
Aeromonas rivuli DSM 22539 83,21 5,17
Aeromonas salmonicida CBA100 85,80 4,63
Aeromonas salmonicida subsp. achromogenes AS03 84,60 4,59
Aeromonas salmonicida subsp. masoucida NBRC 13784 84,64 4,62
Aeromonas salmonicida subsp. pectinolytica 34mel 84,76 4,54
Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida 01-B526 84,62 4,58
Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida 2004-05MF26 84,59 4,57
Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida 2009-144K3 84,61 4,62
Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida A449 84,70 4,68
Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida CIP 103209 84,60 4,60
Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida JF3224 84,63 4,59
Aeromonas sanarellii LMG 24682 89,94 4,29
Aeromonas schubertii CECT 4240 81,92 5,46
Aeromonas simiae CIP 107798 81,81 5,37
Aeromonas sobria CECT 4245 84,31 4,76
Aeromonas sp. 159 85,36 5,23
Aeromonas sp. 312M 85,14 5,20
Aeromonas sp. HZM 98,01 2,13
Aeromonas sp. L 1B5_3 85,21 5,33
Aeromonas sp. MDS8 87,50 5,13
Aeromonas sp. ZORO0001 85,33 5,15
Aeromonas sp. ZOR0002 97,87 2,05
Aeromonas taiwanensis LMG 24683 89,15 4,40
Aeromonas tecta CECT 7082 85,23 4,56
Aeromonas veronii AER39 85,19 5,29
Aeromonas veronii AER397 85,27 5,25
Aeromonas veronii AMC34 85,33 5,25
Aeromonas veronii AMC35 85,36 5,33
Aeromonas veronii ARB3 85,20 5,22
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Aeromonas veronii B565
Aeromonas veronii CECT 4486
Aeromonas veronii CIP 107763
Aeromonas veronii Hm21
Aeromonas veronii Phin2
Aeromonas veronii bv. sobria LMG 13067
Aeromonas veronii bv. veronii CECT 4257

85,42
85,10
85,16
85,16
85,45
85,35
85,26

5,32
5,24
5,15
5,23
5,26
5,15
5,18

NOTA: ANI = average nucleotide identifity. DP = desvio padréo.
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ANEXO E - CORE GENOMA DE AEROMONAS (COMPLETOS)

Gene — Anotagao

accC — Biotin carboxylase

accD — Acetyl-coenzyme A carboxylase carboxyl transferase subunit beta
aceA — Isocitrate lyase

aceE — Pyruvate dehydrogenase E1 component
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aceF — Dihydrolipoyllysine-residue acetyltransferase component of pyruvate dehydrogenase complex

ackA_1 — Acetate kinase

acnB — Aconitate hydratase B

acpP — Acyl carrier protein

add2 — Aminodeoxyfutalosine deaminase

adeP — Adenine permease AdeP

adk — Adenylate kinase

aguA — Agmatine deiminase

ahpC - Alkyl hydroperoxide reductase subunit C

ahpF — NADH dehydrogenase

alaA — Glutamate-pyruvate aminotransferase AlaA

alr — Alanine racemase, biosynthetic

alsT_1 — Amino-acid carrier protein AlsT

alx — Inner membrane protein alx

ansA — L-asparaginase 1

ansB — L-asparaginase 2

appA_2 — Oligopeptide-binding protein AppA

apt — Adenine phosphoribosyltransferase

arcA_1 — Aerobic respiration control protein ArcA
arcA_2 — Arginine deiminase

arcC1 — Carbamate kinase 1

argA — Amino-acid acetyltransferase

argB — Acetylglutamate kinase

argC — N-acetyl-gamma-glutamyl-phosphate reductase
argF_3 — Ornithine carbamoyltransferase

argG — Argininosuccinate synthase

argH — Argininosuccinate lyase

argR_2 — Arginine repressor

argS — Arginine--tRNA ligase

argT — Lysine/arginine/ornithine-binding periplasmic protein
aroA — 3-phosphoshikimate 1-carboxyvinyltransferase
aroF — Phospho-2-dehydro-3-deoxyheptonate aldolase, Tyr-sensitive
aroG — Phospho-2-dehydro-3-deoxyheptonate aldolase, Phe-sensitive
aroH_1 — Phospho-2-dehydro-3-deoxyheptonate aldolase, Trp-sensitive
aroK — Shikimate kinase 1

aroQ — 3-dehydroquinate dehydratase

artl — Putative ABC transporter arginine-binding protein 2
artd_2 — ABC transporter arginine-binding protein 1

artP — Arginine transport ATP-binding protein ArtP

artQ — Arginine ABC transporter permease protein ArtQ
asd — Aspartate-semialdehyde dehydrogenase

asd2 — Aspartate-semialdehyde dehydrogenase 2

asnA — Aspartate--ammonia ligase

asnB — Asparagine synthetase B [glutamine-hydrolyzing]
asnC — Regulatory protein AsnC

aspA_1 — Aspartate ammonia-lyase

aspC — Aspartate aminotransferase

aspS — Aspartate--tRNA ligase

aspT_1 — Aspartate/alanine antiporter

aspT_2 — Aspartate/alanine antiporter

astA — Arginine N-succinyltransferase



atpA — ATP synthase subunit alpha

atpC — ATP synthase epsilon chain

atpD — ATP synthase subunit beta

atpG — ATP synthase gamma chain

avtA — Valine--pyruvate aminotransferase

bauA_1 — Beta-alanine--pyruvate aminotransferase

betS — Glycine betaine/proline betaine transporter BetS

can — Carbonic anhydrase 2

carA — Carbamoyl-phosphate synthase small chain

carB — Carbamoyl-phosphate synthase large chain

ccmC — Heme exporter protein C

ccmE — Cytochrome c-type biogenesis protein CcmE

ccoN1 — Cbb3-type cytochrome c oxidase subunit CcoN1

cfxP — Phosphoribulokinase, plasmid

cheR2 — Chemotaxis protein methyltransferase Cher2

cheV_2 — Chemotaxis protein CheV

cheW_2 — Chemotaxis protein CheW

clpA — ATP-dependent Clp protease ATP-binding subunit CIpA
clpB — Chaperone protein ClpB

clpS — ATP-dependent Clp protease adapter protein ClpS

clpX — ATP-dependent Clp protease ATP-binding subunit ClpX
cmoM — tRNA 5-carboxymethoxyuridine methyltransferase
coaA — Pantothenate kinase

coaBC — Coenzyme A biosynthesis bifunctional protein CoaBC
comM — Competence protein ComM

corC_2 — Magnesium and cobalt efflux protein CorC

crp — cAMP-activated global transcriptional regulator CRP

crr — Glucose-specific phosphotransferase enzyme IIA component
cspD — Cold shock-like protein CspD

cspV_1 — Cold shock protein CspV

cspV_2 — Cold shock protein CspV

csrA — Carbon storage regulator

cvpA — Colicin V production protein

cysD — Sulfate adenylyltransferase subunit 2

cysE — Serine acetyltransferase

cysH — Phosphoadenosine phosphosulfate reductase

cysl — Sulfite reductase [NADPH] hemoprotein beta-component
cysK — Cysteine synthase A

cysN — Sulfate adenylyltransferase subunit 1

cysS — Cysteine--tRNA ligase

dapA_1 — 4-hydroxy-tetrahydrodipicolinate synthase

dapD - 2,3,4,5-tetrahydropyridine-2,6-dicarboxylate N-succinyltransferase

dapF — Diaminopimelate epimerase

dcd — Deoxycytidine triphosphate deaminase

dcuB — Anaerobic C4-dicarboxylate transporter DcuB
ddpD — Oligopeptide transport ATP-binding protein OppD
deoA — Thymidine phosphorylase

deoB — Phosphopentomutase

deoC — Deoxyribose-phosphate aldolase

deoD — Purine nucleoside phosphorylase DeoD-type

der — GTPase Der

dhaK — PEP-dependent dihydroxyacetone kinase, dihydroxyacetone-binding subunit DhaK
dhalL — PEP-dependent dihydroxyacetone kinase, ADP-binding subunit DhalL

diaA — DnaA initiator-associating protein DiaA

dksA_2 — RNA polymerase-binding transcription factor DksA
dksA_3 — RNA polymerase-binding transcription factor DksA
dmIR_1 — HTH-type transcriptional regulator DmIR

dmIR_10 — HTH-type transcriptional regulator DmIR

dnaA — Chromosomal replication initiator protein DnaA
dnaB — Replicative DNA helicase
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dnak — DNA polymerase Il subunit alpha

dnaG — DNA primase

dnaJ_1 — Chaperone protein DnaJ

dnaK_1 — Chaperone protein DnaK

dnaN — DNA polymerase Il subunit beta

dpp5 - Dipeptidyl-peptidase 5

dppB — Dipeptide transport system permease protein DppB
dppC_1 — Dipeptide transport system permease protein DppC
dps — DNA protection during starvation protein

dus — putative tRNA-dihydrouridine synthase

eda — KHG/KDPG aldolase

efp — Elongation factor P

eno — Enolase

epd — D-erythrose-4-phosphate dehydrogenase

epsE_2 — Type Il secretion system protein E

epskE_3 — Type Il secretion system protein E

era — GTPase Era

erpA — Iron-sulfur cluster insertion protein ErpA

etfA — Electron transfer flavoprotein subunit alpha

ettA — Energy-dependent translational throttle protein EttA
exbB_1 — Biopolymer transport protein ExbB

exbD_2 — Biopolymer transport protein ExbD

exbD_3 - Biopolymer transport protein ExbD

fabA — 3-hydroxydecanoyl-[acyl-carrier-protein] dehydratase
fabB — 3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] synthase 1

fabD — Malonyl CoA-acyl carrier protein transacylase
fabF_1 — 3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] synthase 2

fabG_4 — 3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] reductase FabG
fabH — 3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] synthase 3

fabV_2 — Enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase [NADH] 1
fabZ — 3-hydroxyacyl-[acyl-carrier-protein] dehydratase FabZ
fadA — 3-ketoacyl-CoA thiolase

fadB — Fatty acid oxidation complex subunit alpha

fadD — Long-chain-fatty-acid--CoA ligase

fadE_1 — Acyl-coenzyme A dehydrogenase

fadl — 3-ketoacyl-CoA thiolase

fbp — Fructose-1,6-bisphosphatase class 1

fdx — 2Fe-2S ferredoxin

ffh — Signal recognition particle protein

fkiIB — FKBP-type 22 kDa peptidyl-prolyl cis-trans isomerase

fkpA_1 — putative FKBP-type peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FkpA

fldA — Flavodoxin-1

flgC — Flagellar basal-body rod protein FIgC

fnr — Fumarate and nitrate reduction regulatory protein
frdC — Fumarate reductase subunit C

frdD — Fumarate reductase subunit D

fre — NAD(P)H-flavin reductase

frmA — S-(hydroxymethyl)glutathione dehydrogenase
frr — Ribosome-recycling factor

ftnA — putative bacterial non-heme ferritin

ftsA_1 — Cell division protein FtsA

ftsE — Cell division ATP-binding protein FtsE

ftsH — ATP-dependent zinc metalloprotease FtsH

fts| — Peptidoglycan synthase Fitsl

ftsX — Cell division protein FtsX

ftsY — Signal recognition particle receptor FtsY

ftsZ — Cell division protein FtsZ

fur — Ferric uptake regulation protein

fusA — Elongation factor G

futA1 — Iron uptake protein A1
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gapA — Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase A
gcvA_3 — Glycine cleavage system transcriptional activator
gcvH — Glycine cleavage system H protein

gcvP — Glycine dehydrogenase (decarboxylating)
gdhB — NAD-specific glutamate dehydrogenase

glgC_1 — Glucose-1-phosphate adenylyltransferase
glmM — Phosphoglucosamine mutase

glmS — Glutamine--fructose-6-phosphate aminotransferase [isomerizing]
gInA — Glutamine synthetase

glnB — Nitrogen regulatory protein P-II

gInG — Nitrogen regulation protein NR(l)

glnK — Nitrogen regulatory protein P-1l 2

glnL — Nitrogen regulation protein NR(II)

gInS — Glutamine--tRNA ligase

glpC — Anaerobic glycerol-3-phosphate dehydrogenase subunit C
glpF — Glycerol uptake facilitator protein

glpK — Glycerol kinase

glpR — Glycerol-3-phosphate regulon repressor

glpX — Fructose-1,6-bisphosphatase 1 class 2

glsA2 — Glutaminase 2

gltA — Citrate synthase

gltB — Glutamate synthase [NADPH] large chain

gltX — Glutamate--tRNA ligase

glyA — Serine hydroxymethyltransferase

glyQ — Glycine--tRNA ligase alpha subunit

glyS — Glycine--tRNA ligase beta subunit

gmhA — Phosphoheptose isomerase

gntP — High-affinity gluconate transporter

gor — Glutathione reductase

gpml — 2,3-bisphosphoglycerate-independent phosphoglycerate mutase
gpsA — Glycerol-3-phosphate dehydrogenase [NAD(P)+]
gpt — Xanthine phosphoribosyltransferase

grcA — Autonomous glycyl radical cofactor

greA — Transcription elongation factor GreA

groL — 60 kDa chaperonin

groS — 10 kDa chaperonin

group_1024 — hypothetical protein

group_1025 — hypothetical protein

group_1059 — hypothetical protein

group_1081 — hypothetical protein

group_1111 — Aspartate kinase

group_1132 — hypothetical protein

group_1134 — PhoH-like protein

group_115 — hypothetical protein

group_1229 — hypothetical protein

group_1290 — Purine nucleoside phosphoramidase
group_1317 — hypothetical protein

group_1406 — hypothetical protein

group_1523 — hypothetical protein

group_1568 — hypothetical protein

group_1576 — hypothetical protein

group_1593 — hypothetical protein

group_1606 — hypothetical protein

group_1708 — hypothetical protein

group_1802 — hypothetical protein

group_1819 — hypothetical protein

group_1828 — hypothetical protein

group_1916 — hypothetical protein

group_1959 — hypothetical protein

group_1964 — RNA-binding protein
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group_1975 — hypothetical protein

group_2339 — putative acyl-CoA thioester hydrolase
group_249 — hypothetical protein

group_2508 — hypothetical protein

group_2515 — hypothetical protein

group_2577 — hypothetical protein

group_2636 — hypothetical protein

group_2677 — hypothetical protein

group_2896 — hypothetical protein

group_293 — hypothetical protein

group_2972 — hypothetical protein

group_3014 — hypothetical protein

group_3030 — hypothetical protein

group_305 — hypothetical protein

group_306 — hypothetical protein

group_348 — hypothetical protein

group_355 — hypothetical protein

group_3714 — hypothetical protein

group_3836 — hypothetical protein

group_394 — hypothetical protein

group_3988 — hypothetical protein

group_4087 — Glycine cleavage system transcriptional activator
group_4108 — hypothetical protein

group_530 — hypothetical protein

group_536 — hypothetical protein

group_652 — hypothetical protein

group_690 — hypothetical protein

group_710 — hypothetical protein

group_735 — hypothetical protein

group_748 — hypothetical protein

group_754 — hypothetical protein

group_755 — hypothetical protein

group_759 — hypothetical protein

group_771 — hypothetical protein

group_790 — hypothetical protein

group_805 — hypothetical protein

group_808 — hypothetical protein

group_810 — hypothetical protein

group_821 — hypothetical protein

group_867 — hypothetical protein

group_887 — hypothetical protein

group_900 — hypothetical protein

group_910 — hypothetical protein

group_9781 — hypothetical protein

gshB — Glutathione synthetase

gsiA_2 — Glutathione import ATP-binding protein GsiA
gsiC_1 — Glutathione transport system permease protein GsiC
guaA — GMP synthase [glutamine-hydrolyzing]
guaB_2 — Inosine-5'-monophosphate dehydrogenase
gyrB — DNA gyrase subunit B

hda — DnaA regulatory inactivator Hda

hemE — Uroporphyrinogen decarboxylase

hemL — Glutamate-1-semialdehyde 2,1-aminomutase
hexR — HTH-type transcriptional regulator HexR
hflC — Modulator of FtsH protease HfIC

hflD — High frequency lysogenization protein HfID
hflK_2 — Modulator of FtsH protease HfIK

hflX — GTPase HflX

hfq_1 — RNA-binding protein Hfq

hisG — ATP phosphoribosyltransferase



hisM — Histidine transport system permease protein HisM
hisQ — Histidine transport system permease protein HisQ
hisS — Histidine--tRNA ligase

hldD — ADP-L-glycero-D-manno-heptose-6-epimerase
hldE — Bifunctional protein HIdE

hpf — Ribosome hibernation promoting factor

hpt — Hypoxanthine phosphoribosyltransferase

hslU — ATP-dependent protease ATPase subunit HslU
hslV — ATP-dependent protease subunit HslV

htpX — Protease HtpX

hupA — DNA-binding protein HU-alpha

hutH — Histidine ammonia-lyase

hutU — Urocanate hydratase

ibaG — Acid stress protein IbaG

ibpA_1 — Small heat shock protein IbpA

icd_2 — Isocitrate dehydrogenase [NADP]

iga — IgA-specific serine endopeptidase autotransporter
ihfA — Integration host factor subunit alpha

ihfB — Integration host factor subunit beta

ileS — Isoleucine--tRNA ligase

ilvA — L-threonine dehydratase biosynthetic lIVA

ilvC — Ketol-acid reductoisomerase

ilvD — Dihydroxy-acid dehydratase

ilvH — Acetolactate synthase isozyme 3 small subunit
ilvl — Acetolactate synthase isozyme 3 large subunit
infA — Translation initiation factor IF-1

infB — Translation initiation factor IF-2

iscA — Iron-binding protein IscA

iscR — HTH-type transcriptional regulator IscR

iscS — Cysteine desulfurase IscS

iscU — Iron-sulfur cluster assembly scaffold protein IscU
ispB — Octaprenyl-diphosphate synthase

ispF — 2-C-methyl-D-erythritol 2,4-cyclodiphosphate synthase
ispG — 4-hydroxy-3-methylbut-2-en-1-yl diphosphate synthase (flavodoxin)
ispH — 4-hydroxy-3-methylbut-2-enyl diphosphate reductase

kdsA — 2-dehydro-3-deoxyphosphooctonate aldolase
ktrA — Ktr system potassium uptake protein A

Idc — Lysine/ornithine decarboxylase

lepA — Elongation factor 4

leuA_2 — 2-isopropylmalate synthase

leuB — 3-isopropylmalate dehydrogenase

leuC — 3-isopropylmalate dehydratase large subunit
leuS — Leucine--tRNA ligase

lexA_1 — LexA repressor

lipA — Lipoyl synthase

livF — High-affinity branched-chain amino acid transport ATP-binding protein LivF
livH — High-affinity branched-chain amino acid transport system permease protein LivH

livd — Leu/lle/Val/Thr-binding protein

lon_2 — Lon protease

IpdA — Dihydrolipoyl dehydrogenase

IpoB_2 — Penicillin-binding protein activator LpoB

IptB_1 — Lipopolysaccharide export system ATP-binding protein LptB
IpxA — Acyl-[acyl-carrier-protein]--UDP-N-acetylglucosamine O-acyltransferase

IpxC — UDP-3-O-acyl-N-acetylglucosamine deacetylase

IpxD — UDP-3-O-(3-hydroxymyristoyl)glucosamine N-acyltransferase

Irp_1 — Leucine-responsive regulatory protein
Irp_2 — Leucine-responsive regulatory protein
Irp_3 — Leucine-responsive regulatory protein
luxS — S-ribosylhomocysteine lyase

lysA — Diaminopimelate decarboxylase
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lysN — 2-aminoadipate transaminase

lysO — Lysine exporter LysO

maeA_2 — NAD-dependent malic enzyme

malE — Maltose-binding periplasmic protein

malG — Maltose transport system permease protein MalG

malK — Maltose/maltodextrin import ATP-binding protein MalK
malP_1 — Maltodextrin phosphorylase

malZ — Maltodextrin glucosidase

map — Methionine aminopeptidase

mazG — Nucleoside triphosphate pyrophosphohydrolase

mdh_1 — Malate dehydrogenase

mdlY — Mandelamide hydrolase

menB — 1,4-dihydroxy-2-naphthoyl-CoA synthase

metB — Cystathionine gamma-synthase

metE — 5-methyltetrahydropteroyltriglutamate--homocysteine methyltransferase
metH — Methionine synthase

metJ — Met repressor

metK — S-adenosylmethionine synthase

metL — Bifunctional aspartokinase/homoserine dehydrogenase 2
mglA — Galactose/methyl galactoside import ATP-binding protein MglA
minD — Septum site-determining protein MinD

mlaE — putative phospholipid ABC transporter permease protein MlaE
mlaF — putative phospholipid import ATP-binding protein MlaF

mnmA — tRNA-specific 2-thiouridylase MnmA

mnmE — tRNA modification GTPase MnmE

mnmG — tRNA uridine 5-carboxymethylaminomethyl modification enzyme MnmG
mntH — Divalent metal cation transporter MntH

mpl — UDP-N-acetylmuramate--L-alanyl-gamma-D-glutamyl-meso-2,6-diaminoheptandioate ligase
mraY — Phospho-N-acetylmuramoyl-pentapeptide-transferase

mrdB — Rod shape-determining protein RodA

mreB — Rod shape-determining protein MreB

mreC — Cell shape-determining protein MreC

mscS — Small-conductance mechanosensitive channel

mtnN — 5'-methylthioadenosine/S-adenosylhomocysteine nucleosidase
mukB — Chromosome partition protein MukB

mukE — Chromosome partition protein MukE

mukF — Chromosome partition protein MukF

murA — UDP-N-acetylglucosamine 1-carboxyvinyltransferase

murC — UDP-N-acetylmuramate--L-alanine ligase

murD — UDP-N-acetylmuramoylalanine--D-glutamate ligase

mutS — DNA mismatch repair protein MutS

nadB — L-aspartate oxidase

nadK — NAD kinase

nagC_1 — N-acetylglucosamine repressor

nagC_2 — N-acetylglucosamine repressor

nagD — Ribonucleotide monophosphatase NagD

narL — Nitrate/nitrite response regulator protein NarL

nasD_2 — Nitrite reductase [NAD(P)H]

ndk — Nucleoside diphosphate kinase

nfuA — Fe/S biogenesis protein NfuA

nhaR_2 — Transcriptional activator protein NhaR

nirC — Nitrite transporter NirC

ngrB — Na(+)-translocating NADH-quinone reductase subunit B

ngrD — Na(+)-translocating NADH-quinone reductase subunit D
ngrE_1 — Na(+)-translocating NADH-quinone reductase subunit E
ngrF — Na(+)-translocating NADH-quinone reductase subunit F

nrdA — Ribonucleoside-diphosphate reductase 1 subunit alpha

nrdB — Ribonucleoside-diphosphate reductase 1 subunit beta

nrdD — Anaerobic ribonucleoside-triphosphate reductase

nrfA — Cytochrome ¢c-552



nsrR_1 — HTH-type transcriptional repressor NsrR

nth — Endonuclease Il

nuoB — NADH-quinone oxidoreductase subunit B

nuoH — NADH-quinone oxidoreductase subunit H

nuoK — NADH-quinone oxidoreductase subunit K

nupC — Nucleoside permease NupC

nupX_1 — Putative nucleoside permease NupX

nusB — N utilization substance protein B

obg — GTPase Obg

ompR_2 — Transcriptional regulatory protein OmpR

ompR_3 — Transcriptional regulatory protein OmpR

oppB — Oligopeptide transport system permease protein OppB
oppD_3 - Oligopeptide transport ATP-binding protein OppD
oppF_1 — Oligopeptide transport ATP-binding protein OppF
oppF_2 — Oligopeptide transport ATP-binding protein OppF
orn — Oligoribonuclease

pal — Peptidoglycan-associated lipoprotein

parB — putative chromosome-partitioning protein ParB

parC — DNA topoisomerase 4 subunit A

parE — DNA topoisomerase 4 subunit B

pckA — Phosphoenolpyruvate carboxykinase [ATP]

pcm — Protein-L-isoaspartate O-methyltransferase

pdhR — Pyruvate dehydrogenase complex repressor

pdxdJ — Pyridoxine 5'-phosphate synthase

pepA_1 — Cytosol aminopeptidase

petA — Ubiquinol-cytochrome ¢ reductase iron-sulfur subunit
petB — Cytochrome b

pfkA — ATP-dependent 6-phosphofructokinase isozyme 1

pflB — Formate acetyltransferase 1

pgk — Phosphoglycerate kinase

pgm — Phosphoglucomutase

pgsA — CDP-diacylglycerol--glycerol-3-phosphate 3-phosphatidyltransferase
pheA — P-protein

pheS — Phenylalanine--tRNA ligase alpha subunit

pheT — Phenylalanine--tRNA ligase beta subunit

phoB — Phosphate regulon transcriptional regulatory protein PhoB
phoU — Phosphate-specific transport system accessory protein PhoU
pilT_2 — Twitching mobility protein

plsB — Glycerol-3-phosphate acyltransferase

plsX — Phosphate acyltransferase

pmbA_1 — Metalloprotease PmbA

pncB — Nicotinate phosphoribosyltransferase

pnp — Polyribonucleotide nucleotidyltransferase

pntA — NAD(P) transhydrogenase subunit alpha

pntB — NAD(P) transhydrogenase subunit beta

potA_4 — Spermidine/putrescine import ATP-binding protein PotA
potH — Putrescine transport system permease protein PotH
ppa — Inorganic pyrophosphatase

ppiB_1 — Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B

ppk — Polyphosphate kinase

prc — Tail-specific protease

prfB — Peptide chain release factor 2

prfC — Peptide chain release factor 3

priA — Primosomal protein N'

prmA — Ribosomal protein L11 methyltransferase

prmB — 50S ribosomal protein L3 glutamine methyltransferase
proB — Glutamate 5-kinase

proS — Proline--tRNA ligase

prs — Ribose-phosphate pyrophosphokinase

pspB_1 — Phage shock protein B
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pstA — Phosphate transport system permease protein PstA
pstB — Phosphate import ATP-binding protein PstB

pstS — Phosphate-binding protein PstS

psuG — Pseudouridine-5'-phosphate glycosidase

pta — Phosphate acetyltransferase

pth — Peptidyl-tRNA hydrolase

ptsG_1 — PTS system glucose-specific EIICB component
ptsH — Phosphocarrier protein HPr

ptsl_2 — Phosphoenolpyruvate-protein phosphotransferase
ptsN — Nitrogen regulatory protein

ptsO — Phosphocarrier protein NPr

purB — Adenylosuccinate lyase

purF — Amidophosphoribosyltransferase

purL — Phosphoribosylformylglycinamidine synthase

purM — Phosphoribosylformylglycinamidine cyclo-ligase
purU — Formyltetrahydrofolate deformylase

puuA — Gamma-glutamylputrescine synthetase PuuA
puuC — Aldehyde dehydrogenase PuuC

pykA — Pyruvate kinase |l

pyrB — Aspartate carbamoyltransferase catalytic chain
pyrE — Orotate phosphoribosyltransferase

pyrG — CTP synthase

pyrH — Uridylate kinase

gseB_2 — Transcriptional regulatory protein QseB

queA — S-adenosylmethionine:tRNA ribosyltransferase-isomerase
radA — DNA repair protein RadA

rapA_1 — RNA polymerase-associated protein RapA

rarA — Replication-associated recombination protein A
rbgA — Ribosome biogenesis GTPase A

rbsB — Ribose import binding protein RbsB

rbsC_2 — Ribose import permease protein RbsC

rbsR — Ribose operon repressor

rdgB — dITP/XTP pyrophosphatase

rdgC — Recombination-associated protein RdgC

recA — Protein RecA

recF_1 — DNA replication and repair protein RecF

recd — Single-stranded-DNA-specific exonuclease RecJ
recO — DNA repair protein RecO

recQ_1 — ATP-dependent DNA helicase RecQ

recR — Recombination protein RecR

relA — GTP pyrophosphokinase

rep — ATP-dependent DNA helicase Rep

rfbD_2 — UDP-galactopyranose mutase

rhlE_2 — ATP-dependent RNA helicase RhIE

ribB — 3,4-dihydroxy-2-butanone 4-phosphate synthase
ribBA — Riboflavin biosynthesis protein RibBA

ribF — Riboflavin biosynthesis protein RibF

ribN_1 — Riboflavin transporter

rimK_1 — Ribosomal protein S6--L-glutamate ligase

rimP — Ribosome maturation factor RimP

rimH — Ribosomal RNA large subunit methyltransferase H
rimJ — Ribosomal RNA large subunit methyltransferase J
rimL — Ribosomal RNA large subunit methyltransferase K/L
rluA_1 — Ribosomal large subunit pseudouridine synthase A
rluC_1 — Ribosomal large subunit pseudouridine synthase C
rluD — Ribosomal large subunit pseudouridine synthase D
rnc — Ribonuclease 3

rng — Ribonuclease G

rnpA — Ribonuclease P protein component

rnr — Ribonuclease R
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rnt — Ribonuclease T

rpe — Ribulose-phosphate 3-epimerase

rph — Ribonuclease PH

rplA — 508 ribosomal protein L1

rplB — 50S ribosomal protein L2

rplC — 50S ribosomal protein L3

rplD — 508 ribosomal protein L4

rplE — 50S ribosomal protein L5

rplF — 50S ribosomal protein L6

rpll — 50S ribosomal protein L9

rpld — 508 ribosomal protein L10

rplK — 508 ribosomal protein L11

rplL — 50S ribosomal protein L7/L12

rplM — 50S ribosomal protein L13

rpIN — 508 ribosomal protein L14

rplO — 508 ribosomal protein L15

rplP — 50S ribosomal protein L16

rplQ — 50S ribosomal protein L17

rplS — 50S ribosomal protein L19

rplT — 50S ribosomal protein L20

rplU — 50S ribosomal protein L21

rplV — 50S ribosomal protein L22

rplW — 50S ribosomal protein L23

romB — 50S ribosomal protein L28

rpmC — 50S ribosomal protein L29

romD — 508 ribosomal protein L30

romE — 508 ribosomal protein L31

romF — 50S ribosomal protein L32

romG — 50S ribosomal protein L33

romH — 508 ribosomal protein L34

rpml — 508 ribosomal protein L35

rpoA — DNA-directed RNA polymerase subunit alpha
rpoB — DNA-directed RNA polymerase subunit beta
rpoC — DNA-directed RNA polymerase subunit beta’
rpoD — RNA polymerase sigma factor RpoD
rpoE_1 — ECF RNA polymerase sigma-E factor
rpoH — RNA polymerase sigma factor RpoH
rpoS — RNA polymerase sigma factor RpoS
rpoZ — DNA-directed RNA polymerase subunit omega
rppH_1 — RNA pyrophosphohydrolase
rpsA_2 — 30S ribosomal protein S1

rpsB — 30S ribosomal protein S2

rpsC — 30S ribosomal protein S3

rpsD — 30S ribosomal protein S4

rpsE — 30S ribosomal protein S5

rpsF — 30S ribosomal protein S6

rpsG — 30S ribosomal protein S7

rpsH — 30S ribosomal protein S8

rpsl — 30S ribosomal protein S9

rpsJ — 30S ribosomal protein S10

rpsK — 30S ribosomal protein S11

rpsL — 30S ribosomal protein S12

rpsM — 30S ribosomal protein S13

rpsN — 30S ribosomal protein S14

rpsO — 30S ribosomal protein S15

rpsP — 30S ribosomal protein S16

rpsQ — 30S ribosomal protein S17

rpsR — 308 ribosomal protein S18

rpsS — 30S ribosomal protein S19

rpsT — 30S ribosomal protein S20



145

rpsU — 30S ribosomal protein S21

rraA — Regulator of ribonuclease activity A

rsmA — Ribosomal RNA small subunit methyltransferase A
rsmB_1 — Ribosomal RNA small subunit methyltransferase B
rsmE — Ribosomal RNA small subunit methyltransferase E
rsmG — Ribosomal RNA small subunit methyltransferase G
rsmH — Ribosomal RNA small subunit methyltransferase H
rsml — Ribosomal RNA small subunit methyltransferase |
sarZ — HTH-type transcriptional regulator MhgR

satP — Succinate-acetate/proton symporter SatP

sdaA_1 — L-serine dehydratase 1

sdcS_1 — Sodium-dependent dicarboxylate transporter SdcS
sdhA — Succinate dehydrogenase flavoprotein subunit
sdhB — Succinate dehydrogenase iron-sulfur subunit

secA — Protein translocase subunit SecA

secB — Protein-export protein SecB

secE — Protein translocase subunit SecE

secY — Protein translocase subunit SecY

serA — D-3-phosphoglycerate dehydrogenase

serC — Phosphoserine aminotransferase

serS — Serine--tRNA ligase

skp — Chaperone protein Skp

slmA — Nucleoid occlusion factor SImA

slyD — FKBP-type peptidyl-prolyl cis-trans isomerase SlyD
smg — Protein Smg

sodB_2 — Superoxide dismutase [Fe]

soj — Sporulation initiation inhibitor protein Soj

speA — Biosynthetic arginine decarboxylase

spoT — Bifunctional (p)ppGpp synthase/hydrolase SpoT
srIR_3 — Glucitol operon repressor

srmB — ATP-dependent RNA helicase SrmB

sspA — Stringent starvation protein A

sspB — Stringent starvation protein B

sucA — 2-oxoglutarate dehydrogenase E1 component
sucC — Succinyl-CoA ligase [ADP-forming] subunit beta
sucD — Succinyl-CoA ligase [ADP-forming] subunit alpha
suhB — Inositol-1-monophosphatase

talB — Transaldolase B

tatD — 3'-5' ssDNA/RNA exonuclease TatD

tcdA — tRNA threonylcarbamoyladenosine dehydratase
tcyC_2 — L-cystine import ATP-binding protein TcyC

tdh — L-threonine 3-dehydrogenase

tdk — Thymidine kinase

thrS — Threonine--tRNA ligase

thyA — Thymidylate synthase

tig — Trigger factor

tktA — Transketolase 1

tldD_1 — Metalloprotease TIdD

tmpC — Membrane lipoprotein TmpC

topA_2 — DNA topoisomerase 1

tpiA_1 — Triosephosphate isomerase

treB — PTS system trehalose-specific EIIBC component
trkA — Trk system potassium uptake protein TrkA

trkl — Trk system potassium uptake protein Trkl

trmB — tRNA (guanine-N(7)-)-methyltransferase

trmD — tRNA (guanine-N(1)-)-methyltransferase

trpA — Tryptophan synthase alpha chain

trpB — Tryptophan synthase beta chain

trpG_1 — Anthranilate synthase component 2

trpS — Tryptophan--tRNA ligase
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truB — tRNA pseudouridine synthase B

trxA_1 — Thioredoxin-1

tsaD — tRNA N6-adenosine threonylcarbamoyltransferase
tsf — Elongation factor Ts

ttcA — tRNA 2-thiocytidine biosynthesis protein TtcA
tusA_2 — Sulfurtransferase TusA

typA — GTP-binding protein TypA/BipA

tyrB — Aromatic-amino-acid aminotransferase

tyrS_2 — Tyrosine--tRNA ligase

ubiB — putative protein kinase UbiB

ubiD — 3-octaprenyl-4-hydroxybenzoate carboxy-lyase
ubiE — Ubiquinone/menaquinone biosynthesis C-methyltransferase UbiE
udk — Uridine kinase

udp_2 — Uridine phosphorylase

upp — Uracil phosphoribosyltransferase

uvrB — UvrABC system protein B

uvrC — UvrABC system protein C

uvrD — DNA helicase Il

valS — Valine--tRNA ligase

xanP — Xanthine permease XanP

xerD_1 — Tyrosine recombinase XerD

yadH — Inner membrane transport permease YadH

ybaK — Cys-tRNA(Pro)/Cys-tRNA(Cys) deacylase YbaK
ybiT — putative ABC transporter ATP-binding protein YbiT
ycaO — Ribosomal protein S12 methylthiotransferase accessory factor YcaO
yccA — Modulator of FtsH protease YccA

ychF — Ribosome-binding ATPase YchF

yciK — putative oxidoreductase YciK

ydcP_1 — putative protease YdcP

ydcV_2 — Inner membrane ABC transporter permease protein YdcV
ydgl_1 — Putative arginine/ornithine antiporter

yebC — putative transcriptional regulatory protein YebC
ygdH — LOG family protein YgdH

yhbU — putative protease YhbU

yhhQ — Inner membrane protein YhhQ

yhjX — putative MFS-type transporter YhjX

yidC — Membrane protein insertase YidC

yjiA — putative GTP-binding protein YjiA

yofA — HTH-type transcriptional regulator YofA

ypdA — Sensor histidine kinase YpdA

yqgF — Putative pre-16S rRNA nuclease

yxeM — putative amino-acid-binding protein YxeM

yxeN — putative amino-acid permease protein YxeN

zapB — Cell division protein ZapB

znuB — High-affinity zinc uptake system membrane protein ZnuB
znuC — Zinc import ATP-binding protein ZnuC
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ANEXO F — ARVORE FILOGENETICA DO CORE GENOMA
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