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RESUMO

O sistema de defesa CRISPR-Cas presente em arqueias e bactérias é responsavel pela
eliminacdo de sequéncias exdgenas invasoras de virus e plasmideos. Na natureza a corrida
armamentista entre virus e seus hospedeiros gera pressdes evolutivas nas comunidades
microbianas e modificagdes no meio ambiente. A identificacdo de sequéncias relacionadas a
CRISPR-Cas é uma nova ferramenta que contribui para a compreensdo da diversidade de
ambientes, como rios e lagos de agua doce. Atraves da abordagem metagendmica é possivel
acessar informac6es genéticas ambientais e, a partir de 2005, com o advento das tecnologias
de Sequenciamento de Proxima Geracdo os dados provenientes de amostras ambientais foram
entregues de maneira mais barato e factivel. Neste trabalho foi realizado a coleta de 4gua doce
e sedimento no reservatorio da usina hidrelétrica Curud-Una, na Amazonia. O DNA total
dessas amostras foi extraido, e sequenciado pela plataforma lon Torrent PGM chip 318, de
acordo com as instrucbes dos fabricantes. A analise e reconstrucdo de diferentes tipos de
arranjos CRISPR foram feitas pelo algoritmo Crass. Os dados metagendémicos foram
submetidos e analisados pelo pipeline do EBI Metagenomics. Os dados brutos de
sequenciamento de todas as amostras foram de 6.113.450 leituras e 1,7 Gpb de rendimento.
Ap0ds a analise de qualidade foram totalizadas 4.535.043 leituras e um rendimento de 1,1 Gpb
de informacdo metagenémica. Em relacéo a atribui¢do taxonémica (analise de rRNA). Para a
camada fotica de agua doce, 78% de 620 leituras foram atribuidas ao dominio Bacteria. Na
camada afotica, 48% de 588 leituras foram relacionadas ao dominio Bacteria. Em sedimento,
26% estavam associadas ao dominio Bacteria e 11% ao dominio Archaea. De acordo com a
analise funcional foram identificadas 389 CDS preditas associadas a CRISPR-Cas, 88%
destas na camada sedimentar, 8% na fética e 4% na afdtica. O Crass identificou um total de
dezesseis grupos CRISPR distintos, com diferentes organizacdes dos espacadores em
arranjos. A curadoria manual revelou 27 espacadores ndo identificados pelo Crass. Este
trabalho mostrou um maior nimero de sequéncias relacionadas a CRISPR-Cas na camada
sedimentar. E contribui para a caracterizagdo da microbiota de ambientes de agua doce,

modificados pela acdo humana.
PALAVRAS-CHAVE

CRISPR-Cas; Crass; metagenoma



1 INTRODUCAO

Os micro-organismos sdo ubiquos na superficie da Terra, estdo presentes nos mais
diversos ecossistemas, entre eles fontes termais, rios, florestas tropicais,
estabelecendo algum tipo de relacdo ecoldgica por meio de associag¢fes entre suas
populacdes, ou com animais e plantas [1]. Em ambientes aquéaticos marinhos, o
nimero total de células procaridticas somente € superado pela quantidade de
virus, a entidade biolégica mais abundante, cuja maioria é de bacteriéfagos (ou
fagos) [2, 3]. A interacdo fago-hospedeiro € moldada por uma constante corrida
armamentista evolutiva, na qual mutagdes selecionam bactérias aptas a escapar de
infeccBes, em contrapartida, os fagos também modificam suas especificidades
infecciosas [4, 5]. Nos ultimos anos, foi descoberto em arqueias e bactérias,
Repeticdes Palindromicas Curtas Interespacadas e Regularmente Agrupadas
(CRISPR, do inglés Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats),
e proteinas associadas (Cas, do inglés CRISPR associated), que juntos constituem

um sistema de defesa adaptativo, conhecido como CRISPR-Cas.

Esse sistema esta presente em 90% dos genomas de arqueias e em metade
dos genomas bacterianos [http://crispr.i2bc.paris-saclay.fr/crispr/ acessado em
09.01.2017], atribuindo resisténcia contra virus e plasmideos, através de pequenos
RNA-guia e proteinas Cas [6, 7]. Em geral, seu locus consiste em um Operon de
genes cas adjacente a uma série de repeticGes diretas (DR, do inglés Direct
Repeats) que sdo interespacadas por sequéncias variaveis de DNA exdgeno, 0s
chamados espacadores [8]. Esses espacadores sdo como um registro historico e

evolutivo de infecgbes prévias, utilizados para a eliminacdo de invasdes



subsequentes [9]. CRISPR-Cas é constituido por trés etapas - adaptacao,
transcricdo e interferéncia. Na primeira etapa, novos espacadores adquiridos, cujo
comprimento pode variar de 24 a 48 nucleotideos, sdo integrados ao arranjo
CRISPR, na maioria dos casos, pelo complexo de proteinas Casl1-Cas2 [10, 11].
Anteriormente, ocorre o reconhecimento e a selecdo de sequéncias potencialmente
invasoras, conhecidas como protoespacadores, geralmente pela identificacdo de
um motivo adjacente ao protoespacador (PAM, do inglés Protospacer Adjacent
Motif) [12]. Na segunda etapa, apenas uma proteina (Cas9; Cpfl) ou conjunto
proteico (Cascade; Cmr), processa uma molécula unica de RNA, que contém
todos os espacadores, em pequenos RNA CRISPR (crRNA) [13]. Cada crRNA é
uma unidade espacadora flanqueada por DR. Na ultima etapa, as proteinas Cas
guiadas por essas pequenas moléculas de RNA reconhecem e clivam as

sequéncias invasoras [14].

Uma vez que a coevolugdo entre microbios e virus geram pressdes nas
comunidades microbianas, afetando a ciclagem de nutrientes e o clima global [4].
E de suma importancia o conhecimento da microbiota e da composi¢do génica
funcional, incluindo a andlise de CRISPR-Cas, nos mais variados ecossistemas.
Por meio da abordagem metagendmica temos acesso a essas informacoes
genéticas ambientais, assim como, & estrutura, composicdo e relagdes
filogenéticas de comunidades microbianas, sem a necessidade de cultivo ou
isolamento de espécimes [15]. Recentemente, um trabalho realizado em diferentes
ambientes identificou dois novos sistemas CRISPR-Cas, ainda ndo caracterizados

[16]. Enquanto que na Amazonia alguns estudos realizados em rios e lagos de



agua doce apontaram o0s grupos mais abundantes de bactéria e arqueia [17, 18] No
entanto, nenhum até o presente momento havia investigado a diversidade de
CRISPR-Cas. Atrelado também, as novas descobertas e ao avango nas pesquisas
de ecologia molecular, esta 0 Sequenciamento de Proxima Geracdo (NGS, do
inglés Next-Generation Sequencing). Uma plataforma de alto rendimento de NGS
como o lon Torrent Personal Genome Machine (PGM) da Thermo Fisher
Scientific € capaz de gerar milhdes de leituras de sequenciamento de maneira
massivamente paralela [19]. Além disso, melhorias no rendimento de
sequenciamento, no comprimento de leitura e acuracia estdo permitindo uma

melhor representacao da diversidade ambiental, a um custo cada vez menor [20].

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Coleta e amostragem

Uma coleta foi realizada em fevereiro de 2016 no reservatério da usina
hidrelétrica de Curud-Una no Estado do Para, Brasil. No total foram retiradas trés
amostras, em um unico ponto geografico (2° 53’ 32”S, 54° 24’ 49”0). Duas de
agua doce (1 L de agua para cada uma), sendo uma amostra na camada fética ha 1
m de profundidade, e outra na camada afética ha 11,3 m de profundidade. A
terceira foi de sedimento (50 g) na profundidade de 11,3 m. Agua e sedimento
foram coletados utilizando garrafa de van Dorn (Alfakit, Floriandpolis, Brasil) e
garrafa de van Veen, respectivamente. Duas etapas foram empregadas para a

filtragem da agua: primeiro utilizando um papel qualitativo com poros de 0,8 um,



em seguida, uma membrana de nitrocelulose com poros de 0,22 pm
(Whatman/GE Healthcare, Maidstone, Reino Unido). Os dois tipos de materiais
amostrados foram armazenados em solucdo tampédo STE (50 mM Tris-HCI, 500
mM NaCl, 125 mM EDTA pH 8,0) e mantidos conservados a -20 °C até o

procedimento de extracdo de DNA.

2.2 Extracdo e sequenciamento de DNA metagenémico

O DNA metagenémico total foi extraido através do UltraClean Microbial DNA
Isolation Kit e UltraClean Mega Soil DNA Isolation Kit (MoBio/QIAGEN,
Carlsbad, Estados Unidos), respectivamente, para agua doce e sedimento, de
acordo com as instruc@es do fabricante. O sequenciamento do DNA total extraido
foi realizado pela plataforma lon Torrent PGM, utilizando o lon 318 Chip v2 com
o lon PGM Sequencing 400 Kit, seguindo as especificacbes do fabricante

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Estados Unidos).

2.3 Analise de dados

2.3.1 Algoritmo Crass (CRISPR)

O Crass foi o0 algoritmo utilizado para localizar individualmente leituras e agrupa-
las de acordo com o tipo de repeticdo direta, a partir dos dados brutos de
sequenciamento [21]. A busca inicial identificou apenas leituras com o minimo de
duas repeticdes diretas. Para leituras longas (>176 pb) foi necessario no minimo 3
repeticOes diretas identificadas para que elas fossem assumidas como parte de um
arranjo CRISPR. Foram utilizados os arquivos de saida fasta, contendo as leituras

com o tipo de CRISPR encontrado, e 0s arquivos crass.crispr, com informacdes



sobre repeticdes diretas, espacadores, flanqueadores (sequéncias que indicam o
término de um arranjo no Crass), cobertura etc., para todos os grupos CRISPR,
obtidos em formato XML. Em todas as etapas do Crass foram utilizados os
parametros padrdes: limite inferior e superior para uma repeticdo direta de 23 e 47
pb, respectivamente; para espacadores esses valores variaram de 26 a 50 pb. Ao
invés de se utilizar os arquivos . gv para a reconstrucdo de arranjos CRISPR,

optou-se pela curadoria manual através do BioEdit.

2.3.2 EBI Metagenomics

Foi realizada a submissdo dos dados brutos de leituras de sequenciamento ao EBI
Metagenomics, cujo pipeline (v.3.0) foi responsavel pela analise automatizada das
sequéncias metagenémicas. Esse procedimento incluiu a etapa de controle de
qualidade (QC, do inglés Quality Control) para a remocao de sequéncias de curta
ou baixa qualidade; e também a analise de diversidade taxondmica (baseada em
rRNA) e analise funcional (InterPro), incluindo proteinas associadas ao sistema

CRISPR-Cas [22].

3 RESULTADOS

3.1 Sequenciamento e analise de qualidade

Os dados brutos de sequenciamento das amostras de agua doce e sedimento
através da plataforma lon Torrent PGM foram de 6.113.450 leituras e 1,7 Gpb de

rendimento. Apés a andlise de qualidade realizada pelo EBI foram totalizadas



4.535.043 leituras e um rendimento de 1,1 Gpb de informacdo metagendmica. As
camadas fotica, afdtica e sedimentar tém suas especificacdes de sequenciamento e

analise de qualidade apresentados nas Tabelas 1, 2 e 3, respectivamente.

TABELA 1 Sequenciamento e analise de qualidade da camada fética

Parametros Submetido Analise de Qualidade
Dados Brutos 723 Mpb 469,9 Mpb

NUmero de Leituras 2.491.500 1.862.354

Tamanho Médio das 290 252 + 86

Leituras

% Sequéncias Pds- 74,7%

Analise

% Leituras 36%

TABELA 2 Sequenciamento e anélise de qualidade da camada afética

Parametros Submetido Analise de Qualidade
Dados Brutos 278 Mpb 188 Mpb

NUmero de Leituras 971.007 731.965

Tamanho Medio das 287 pb 258 £ 82 pb

Leituras




% Leituras Proteicas 22%

TABELA 3 Sequenciamento e analise de qualidade do sedimento

Dados Brutos 774 Mpb 485 Mpb

Tamanho Médio das 292 pb 250 + 88

Leituras

% Leituras Proteicas 42%

3.2 Andlise taxondmica, funcional e proteinas Cas

A abundancia relativa da composigéo de todos os filos de arqueias e bactérias foi
identificada pelo pipeline do EBI Metagenomics (dados de rRNA) para as

camadas fotica, afdtica e sedimentar (Fig. 1).
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FIGURA 1 Composicdo de filos de arqueias e bactérias nas camadas f6tica,

afética e sedimentar

Na camada fotica 78% de todas as 620 leituras foram atribuidas ao
dominio Bacteria; os demais 22% ndo foram classificados. A camada afética teve
52% das leituras ndo atribuidas a qualquer grupo taxondmico e 48% de um total
de 588 leituras relacionadas ao dominio Bacteria. Para maior parte das 791
leituras encontradas no sedimento ndo foi possivel atribuir taxonomia (64%), 26%

estavam associadas ao dominio Bacteria e 11% ao dominio Archaea.



A andlise funcional (InterPro) da camada fotica identificou 692.954 CDS
preditas e 686.685 leituras com CDS preditas. Na camada afotica quanto as CDS
preditas, foram identificadas 162.761; ja as leituras com CDS preditas foram de
161.608. Para o sedimento foram identificadas 827.007 CDS preditas e 822.571
leituras com CDS preditas. Proteinas Cas e outras proteinas relacionadas ao
sistema CRISPR-Cas foram identificadas, 389 CDS preditas no total, sendo 88%

encontradas no sedimento, 8% na fética e 4% na afética (Anexo I).

3.3 Diversidade de arranjos CRISPR

O algoritmo Crass identificou um total de dezesseis grupos CRISPR distintos. Na
camada fotica foram identificados oito grupos (G6, G15, G20, G29, G72, G77,
G680, G689). No sedimento também foram identificados oito grupos (G6, G11,
G17, G32, G38, G50, G56, G58). Para a camada afética ndo foram localizadas
leituras com repeticdes diretas que indicassem sequéncias relacionadas a arranjos

CRISPR.

Por meio de curadoria manual (BioEdit) foi notado que cada grupo
encontrado independentemente se relacionado a camada fética ou ao sedimento
apresentou repeticdes diretas, flanqueadores e espacadores diferentes (Anexos Il e
[11). Assim como a disposicado dos espacadores nos arranjos CRISPR foi distinta.
No caso de G6 da camada fética foram obtidas dez provaveis estruturas de
organizacdo das sequéncias espacadoras (em 87 leituras). Na estrutura 1 (Fig. 2)
chamada assim por estar contida na maior leitura (406 pb), foi possivel organizar

os espacadores identificados (4) e a sequéncia flanqueadora entre as repetigdes
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diretas, sem nenhum gap, diferente do que ocorreu para as demais estruturas (2 a
10), nas quais foram identificados um ou dois espacadores, e repeticGes diretas
que se alternavam com sequéncias ndo identificadas pelo Crass (Fig. 3). Os
demais grupos da camada fética tiveram trés ou quatro espacadores identificados

em sequéncias que apresentaram ou nao flanqueadores (Anexos Il e 111).

94 338 406 pb

FIGURA 2 Arranjo CRISPR da estrutura 1 encontrada no G6 da camada fotica.

DR, direct repeat; ESP, espacador; FL, flanqueador

FIGURA 3 Arranjo CRISPR da estrutura 2 encontrada no G6 da camada fotica.

DR, direct repeat; ESP, espacador; ***, espacador ndo identificado pelo Crass

Todos os grupos da camada fética, com exce¢do de G6, e de sedimento
apresentaram apenas uma possibilidade de organizacdo dos espacadores em um

arranjo CRISPR. Por exemplo, na camada de sedimento o G58 apresentou trés
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espacadores localizados posteriormente ao flanqueador em uma leitura de 313 pb
[Fig. 4]. Nos grupos de sedimento houve ainda, trechos de sequéncias DR fora do
comprimento da leitura de 384 pb (G38); espacadores com comprimento medio de
15 pb (G50); neste dltimo os gaps foram mais frequente. O numero de

espacadores para as sequéncias de sedimento variou entre trés e cinco.

Lhy

72 209 313pb
|

FIGURA 4 Arranjo CRISPR encontrado no G58 da camada sedimentar. DR,

direct repeat; ESP, espacador

4 DISCUSSAO

Os dois filos mais abundantes, Proteobacteria e Actinobacteria, presentes na
coluna d’agua (camada fotica e afética) foram apontados também como 0s
principais grupos taxondmicos, baseado em dados metagendmicos, em um estudo
realizado no rio Amazonas (o0 qual o rio Curud-Una deste trabalho é afluente)
[17]. Na camada considerada afética Cyanobacteria se mostrou bem
representativa possivelmente porque o reservatério de Curua-Una manteve o
aspecto de rio mesmo apds a construgdo da usina hidrelétrica, ou seja, a dgua €

muito movimentada e com muita vazao.
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Com excecdo da camada fética, mais da metade das leituras para as demais
camadas nédo foram atribuidas a nenhuma classificagdo taxonémica. Embora entre
todas as leituras identificadas nenhuma tenha correspondido a organismos
eucariotos ou virus, supde-se que grande parte dessas sequéncias seja de virus,
visto que, em amostras ambientais mais da metade das sequéncias encontradas em
um viroma sdo desconhecidas [3], e também pela escassez de depdsito de
genomas virais nos bancos de dados. Além do mais ja foi demonstrada uma alta
abundancia viral em ambientes marinho e de &gua doce, assim como, em
sedimentos de ambos ambientes [23, 24]. O sedimento bentonico de agua possui
uma densidade de virus geralmente maior, em média 34,2 x 10° g* (sedimento
seco) [25]. E justamente na camada de sedimento que se encontrou um nimero
maior de sequéncias desconhecidas. E também uma quantidade maior de leituras
com CDS preditas relacionadas a CRISPR-Cas. Foram encontrados tipos
proteicos e proteinas Cas, algumas das quais, suas sequéncias nucleotidicas séo
assinaturas génicas para determinados subtipos de CRISPR-Cas ou compdem

algum dos modulos funcionais desse sistema [26].

Em estudo metagenémico recente foi analisado um conjunto de mais de
155 milhGes de genes codificantes, oriundos de comunidades microbianas de
aguas subterrdneas, sedimentos, biofilmes e intestinos, para identificar novos
sistemas CRISPR-Cas de classe Il. Eles se concentraram em genes proximais aos
arranjos CRISPR e integrase Casl. Ao fazer isso, o grupo identificou as primeiras
proteinas Cas9 em espécies ndo bacterianas (em nanoarchaeas), chamados

ARMAN-1 e ARMAN-4, demonstrando o enorme potencial da analise de
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CRISPR em dados metagenémicos, pois estes micro-organismos ndo possuem
representantes cultivados. Esse mesmo estudo também destaca que 0 novo sistema
chamado CRISPR-Cas Y esta presente em espécies bacterianas que ainda ndo tem
representantes cultivados, o que justifica um foco maior nas andlises

metagendmicas [15].

Os resultados da curadoria das sequéncias demonstram que ha 27 possiveis
novos espacadores ndo detectados pelo programa CRASS. Apesar de o programa
CRASS ter fornecido um bom resultado, foi possivel demonstrar que as analises
ainda precisam de uma curadoria manual e ainda ha necessidade de mais
ferramentas para deteccdo de sequéncias CRISPR-Cas e que tenham bases de
dados atualizadas. Os resultados sobre a deteccdo de sequéncias CRISPR
encontradas nos dados metagendmicos analisados demonstram que na camada
sedimentar do reservatério de Curua-Una ha uma quantidade maior de sequéncias
atribuidas a este sistema. Existem pouquissimos trabalhos que realizam detec¢édo
de CRISPR em dados metagendmicos, sendo este o primeiro em ambiente de
reservatorio e comparando camadas. Apesar das analises ainda ndo suportarem tal
conclusdo, nos especulamos que as camadas sedimentares de reservatorios devam
possuir maior abundéncia e diversidade de sequéncias CRISPR, acompanhando
métricas ecoldgicas e de diversidade taxondmica que ja conhecemos para estes
ambientes [27]. De fato, se 0 ambiente sedimentar & mais diverso que o da coluna
d’ agua, esperamos que a diversidade de CRISPR também seja maior nesta

camada.
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NOs destacamos que a andlise de sequéncias CRISPR em dados
metagendmicos se apresenta como uma nova fronteira de analise do sistema de
defesa adaptativa de bactérias e arqueias, e que a enorme quantidade de dados
disponiveis nos bancos de dados requer novas ferramentas que automatizem os

processos, mas que a curadoria manual das deteccdes ainda € importante.
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ANEXO |

Proteinas Cas e outras proteinas preditas (389) pelo EBI Metagenomics,

relacionadas ao sistema CRISPR-Cas, para as camadas fética, afética e sedimento.

IPR Descricéo Fotica Afotica Sedimento
IPR002729 CRISPR-associated protein Casl 1 0 125
IPR010144 CRISPR-associated protein, Csd1-type 8 0 30
IPR006482 CRISPR-associated protein Cas7, subtype I-B/I-C 0 0 22
IPR021124 CRISPR-associated protein, Casb 1 0 22
IPR013422 CRISPR-associated protein Casb, N-terminal 0 0 17
IPR0O05537 CRISPR type Ill-associated RAMP protein 0 12 14
IPR010148 CRISPR-associated protein, CT1975 13 0 11
IPR013381 CRISPR-associated protein Csel 0 0 8
IPR013403 CRISPR-associated protein GSU0053 0 0 7
IPR019199 Virulence-associated protein D / CRISPR associated protein 1 0 7
Cas2
IPR021127 CRISPR-associated endonuclease Cas2 5 0 7
IPR013412 CRISPR-associated RAMP Csm3 0 2 0
IPR019857 CRISPR-associated protein Casl, YPEST subtype 1 0 0
IPR010155 CRISPR pre-crRNA endoribonuclease Cas5d 0 0 6
IPR019267 CRISPR-associated protein Cas6, C-terminal 0 0 6
IPR006483 CRISPR-associated Cas3-HD domain 0 0 5




IPR009260

IPR010179

IPR013343

IPR013389

IPR019089

IPR019117

IPR024615

IPRO06474

IPRO10147

IPR010149

IPR010156

IPR010173

IPRO13442

IPR014174

IPRO17574

IPR019016

IPR019092

IPR010152

IPR010154

IPR010160

IPR013382

IPR013383

IPR013407

CRISPR-associated exonuclease Csal
CRISPR-associated protein Cse3
CRISPR-associated protein Cas4
CRISPR-associated protein TM1802
CRISPR-associated protein, GSU0054
CRISPR-associated protein, Cmr3
CRISPR-associated protein Crm2, N-terminal
Helicase Cas3, CRISPR-associated, core
CRISPR-associated protein, CasD
CRISPR-associated protein, Csm2 Type I11-A
CRISPR-associated protein, Cas6
CRISPR-associated protein, TM1807
CRISPR-associated protein APE2256
CRISPR-associated protein, Cas6-related
CRISPR-associated protein Csc2
CRISPR-associated DxTHG protein
CRISPR-assoc protein, NE0113/Csx13
CRISPR-associated protein Cas2 subtype
CRISPR-associated protein Cas7/Cst2/DevR
CRISPR-associated protein, Cmr5
CRISPR-associated protein Cse2
CRISPR-associated protein DXTHG, conserved site

CRISPR-associated protein Crm2




IPR019855 CRISPR-associated protein Casl, NMENI subtype 0 0 1

IPR031820 CRISPR-associated protein Csn2 subfamily St 0 0 1




ANEXO I

Dados do Crass (crass.crispr) para a camada fdtica. DR, direct repeat; ESP., espacador; FL, flanqueador. T.m, tamanho médio;
Co. m., cobertura média

G6 AATTAACACATCTAGATAATCTTCCTATTAATCTTAC 37 9 23 2 1 27 87

G20 AGTTTTAATAAAATAACAAGTATATGTCC 29 3 40 2 0 0 4

G72 CTGCTATTAGTAATTTAAACGCTGC 25 4 38 5 0 0 8

G680 ACTTTGCGGTAAATTATCCAAATGAGTTAT 30 4 30 2 0 0 12



ANEXO IlI

Dados do Crass (crass.crispr) para a camada sedimento. DR, direct repeat; ESP., espacador; FL, flanqueador. T.m, tamanho médio; Co. m.,

cobertura média

G6 AAATCCAAATGCGATTCATTTATTAGAACAAA 32 3 33 1 0 0 1

[ [rmsseRTeAseeameaT IO B TR
G17 GCTTCAATGTTTCCGCGTGCAATTGCACGCGGAAAC 36 3 36 1 0 0 1

[ [eommetesteeerashenes . e @ 008
G38 ATTTCAATTCTCTTTAATGAGACTTATCCTTTGCAACG 38 5 37 1 0 0 1

[ [T eI e S BT T
G56 CAAATAACTGATCAAGGTTTAAAACATCTCAAAGG 35 3 31 1 0 0 18





